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Sommaire

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

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

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



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

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

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

nants.



Introduction



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

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

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

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



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

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

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

des virions de VPN dans les polyedres.
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1 Introduction.

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

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

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

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



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

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

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

lence pour mener a bien notre projet.

2 Les Virus des Polyédroses Cytoplasmiques (VPC).

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

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



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

environnementaux (Belloncik, 1989).

2.1.1 Historique

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

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



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

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

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

2.1.2 Morphologie des virions.

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

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



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

Lewandowski et Traynor, 1972).

2.1.3 Caractérisation génomique.

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

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

cellule.

2.1.4 Cycle de réplication des VPC.

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

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

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

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

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

avec la synthese de particules virales infecticuses et de polyedres.

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

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

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

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

2.2 Caractéristiques de I’infection.

2.2.1 Cytopathologie

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

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

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

2.2.2 Spécificité de I'infection.

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

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

2.2.3 Physiopathologie.

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

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

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

l'oeuf parait un important mode de transmission du VPC de génération en génération. Si
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certains types de VPC (dont le Es VPC) ne tuent pas leur hote, le fait qu'ils affaiblissent
considérablement les larves suppose que ces dernitres sont beaucoup plus susceptibles aux

conditions environnementales.

3 Les Virus des Polyédroses Nucléaires (VPN).

3.1 Généralités.

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

3.2 Caractéristiques du virus et de la virose.

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

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

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

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

3.2.1 Le géne de la polyédrine des VPN.

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

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

transfectant des lignées d'insectes susceptibles 8 'ADN du VPN sauvage, avec un plasmide



20

contenant le géne muté de la polyédrine. Grice a la recombinaison homologue entre le
génome viral et les séquences conservées encadrant le géne muté, un virus mutant incapable
d'exprimer le géne de la polyédrine a été isolé des cellules transfectées.

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

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

3.2.2 Le gene de la protéine p10.

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

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

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

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

remplagant celui de la polyédrine.



Figure 1

l1a4

Caractéristiques de I'infection au VPN

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

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

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

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

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






24

3.3 Les baculovirus comme vecteurs d'expression.

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

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

al., 1986).

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

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



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

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

par leurs propriétés chimiques.

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

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



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

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

1968).

4.3 Cristallisation en fonction de la cellule infectée.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.4.1 Influence de la cellule.

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

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



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

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

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

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

au VPC. En effet Belloncik (1989) a rapporté qu'en culture primaire, des hémocytes ne pré-
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sentant aucun signe d'infection bien que provenant de larves infectées, supportent la réplica-
tion du virus et la formation de corps d'inclusion caractéristiques. L'auteur a attribué I'ab-
sence de signes d'infection chez les hémocytes in vivo, a la présence d'agents antiviraux em-
péchant soit la réplication du virus, soit 1'expression des génes ou directement affectant la
cristallisation de la polyédrine. Afin de pouvoir identifier le niveau sur lequel jouent ces
agents anti-VPC quant a l'infection d'hémocytes aux VPC in vivo, deux s