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Je ne suis pas de ce désert
Ou 1'ame ne fleurit jamais
Faute d'eau fraiche a sa racine.

Je ne suis pas de ce vieux monde
Ou les fous saignent les colombes
Sans écouter battre leur cceur.

Je suis de ce soleil je suis de ce village
Je suis de ce grand feu fécond.
Laissez-moi vivre a ma facon!

Extrait du poeme « Aoiit »,
L’arbre a feu. 1950.
Angéle Vannier (1917-1980)
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Introduction

Il est estimé que le virus de la variole a causé la mort de 300 a 500 millions de personnes au
20°™ sigcle. Le virus de la vaccine, dont I’hote naturel est inconnu, a été le vaccin utilisé au
cours du siecle passé pour éradiquer ce pathogene mortel, avec succes. Malgré la disparition
de cette maladie, 1’étude du virus de la vaccine a conservé tout son intérét. Tout d’abord, la
menace bioterroriste nécessite d’améliorer la sécurité des souches vaccinales. De plus, une
grande quantit¢é d’ADN étranger (jusqu’a 25000 paires de bases) pouvant étre incorporée
dans le virus de la vaccine, il est possible de I'utiliser comme agent de vaccination contre
d’autres pathogenes. Obtenir des vaccins a la fois conformes aux exigences de sécurité et a la
fois capables d’induire efficacement une immunité a long terme reste un objectif, malgré les
progres constants enregistrés dans ce domaine. De maniere toute aussi importante, la
modification génétique de ce virus a permis d’obtenir des souches se répliquant
spécifiquement dans les cellules tumorales. L’utilisation de ces virus recombinants comme
agents oncolytiques a donné des résultats spectaculaires et encourageants. Les recherches
dans ce domaine sont intenses et prometteuses. Enfin, ce virus posséde un nombre important
de geénes modulateurs de 1’activité cellulaire. Sa relative facilit¢ de manipulation en
laboratoire en font un modele de premier choix pour 1I’étude des interactions hote-pathogene.
Dans ce travail, nous nous intéresserons particuliecrement aux capacités antiapoptotiques de ce
virus en comparant la contribution relative de quatre molécules antiapoptotiques codées par

ce virus.
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A.1. La famille des poxvirus et le virus de la vaccine (VACV, VV)

A.1.1. Virus et classification

Les virus sont des agents infectieux dont la taille va de quelques nanomeétres a
plusieurs centaines de micrométres. Ils ne peuvent se répliquer qu’au sein de cellules
d’organismes vivants et sont donc considérés comme des parasites intracellulaires
obligatoires. La diversité parmi les virus est extréme : des infections virales peuvent survenir
chez les animaux, les plantes, les bactéries et les archaebactéries. Les virus varient également
en taille, en forme, en présence de membrane phospholipidique ou non, en complexité, en
type d’acides nucléiques constituant leurs génomes, en stratégies de réplication. De ce fait,
plusieurs types de classification peuvent étre proposés. David Baltimore a proposé en 1971
une classification basée sur la nature du génome, son mode de réplication et de transcription

(Baltimore, 1971). La classification modifiée de Baltimore classe les virus en 7 groupes.

A.1.2. La classification modifiée de Baltimore

Les groupes I et II contiennent les virus a ADN. Les virus du groupe I sont & ADN
double brin. Hormis chez les poxvirus, la réplication de leur matériel génétique s’effectue
dans le noyau de la cellule infectée (herpesvirus, adénovirus). La réplication des virus de
groupe II, constitué par les virus 8 ADN simple brin (parvovirus), requiert au préalable la
production d’un intermédiaire double brin avant que la réplication du génome soit possible.

Les virus a ARN forment les groupes III, IV, V. Les virus du groupe III sont a ARN
double brin (reovirus). Ils nécessitent la présence d’une ARN polymérase dépendante de
I’ARN qui transcrira le brin négatif en ARN prégénomique et en ARN messager qui servira a
la syntheése des protéines virales. Cette enzyme, absente de la cellule hote, est empaquetée
dans les virions. Les virus du groupe IV ne sont constitués que d’un seul brin d’ARN positif.
La classification modifiée de Baltimore dissocie les virus du groupe IV a ARN directement
messager en deux groupes : [Va (picornavirus, flavivirus) et IVb (alphavirus, rubivirus). La
réplication des virus du groupe IVa ne nécessite qu’un cycle de traduction. La polyprotéine
initiale, obtenue directement a partir de I’ARN génomique, subira plusieurs clivages
protéolytiques qui permettront la production de toutes les protéines, structurales et non
structurales du virus. A contrario, plusieurs cycles de traduction sont nécessaires pour les
virus du groupe IVb. Le premier, a partir de I’ARN directement messager, permettra la
syntheése de I’ARN polymérase dépendante de I’ARN qui transcrira le brin positif original en

brin antisens. Ce brin négatif servira de matrice a la synthese de nouveaux ARN messagers
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viraux subgénomiques codant pour les protéines structurales (second cycle de traduction).
Dans ces deux groupes, ces ARN négatifs génomiques serviront de matrice pour la synthese
des nouveaux ARN génomiques positifs qui seront incorporés dans les nouveaux virions.

Les virus a ARN simple brin négatif appartiennent au groupe V (orthomyxovirus,
paramyxovirus, rhabdovirus) et nécessitent comme les virus du groupe III la présence d’une
ARN polymérase dépendante de I’ARN empaquetée dans le virion. Dans un premier temps,
elle assurera la production d’ARN messager nécessaire a la synthése des protéines virales.
Dans un second temps, des ARN positifs qui serviront de matrice pour la production d’ARN
négatifs génomiques des futurs virions seront synthétisés.

Les groupes VI et VII ont la particularité de posséder une rétrotranscriptase virale qui
permet la synthese de brins d’ADN a partir d’une matrice ARN. Les rétrovirus, dont le V.L.H.
(virus de 'immunodéficience humaine) est I’exemple le plus connu, représentent le groupe
VI. L’ADN double brin obtenu apres rétrotranscription de I’ARN simple brin positif viral
sera intégré au sein du génome de la cellule hote grice a une intégrase virale. Les
hepadnavirus (virus de 1’hépatite B) constituent le groupe VII, ou groupe des reversivirus. A
partir de I’ADN viral partiellement double brin la réplication virale nécessite la production de
brins d’ARN intermédiaires positifs qui serviront de matrice a une rétrotranscriptase virale

qui synthétisera les nouveaux ADN génomiques. (Figure 1).

Classe: | Il 11 IVa Vb \'} VI Vil
ADNsb ADNdb . ARNdb ARNsb + ARNsb + ARNsb - ARNsb + ADNdb
c ‘\.\7_ _7,,: \_j l lC
I c/v I I I
ADNdb ARN - pg ARN - pg ARN + pg C [ADNsb - ARNsb +
ool
iV ADNdb ADNsb -
lc
A\ J v A\ J v v
ARNmM ARNmM ARNmM ARNmM ARNm ARNmM ARNm ARNm
——— : ADN polymérase ——— : ARN polymérase dépendante de I'ARN virale —— :ARN directement messager
—— : ARN polymérase —— : Rétrotranscriptase virale C : enzyme cellulaire V: enzyme virale

Figure 1 : Classification de Baltimore modifiée : réplication et transcription des genes
viraux (adapté de Agut, 2013).
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A.1.3. Poxvirus et virus de la vaccine : caractéristiques virologiques

A.1.3.1. Classification

Les virus appartenant a la famille des Poxviridae possedent un grand génome a ADN double
brin linéaire allant de 130 a 360 kilopaires de bases (kpb) dont la réplication s’effectue
enticrement dans le cytoplasme des cellules infectées. Ils infectent une large gamme d’hotes
eucaryotes incluant les mammiferes, les oiseaux, les reptiles et les insectes. Le virus de la
vaccine (vaccinia virus, VACV, VV), est le virus prototype de cette famille qui est divisée en
deux sous-familles (Tableau 1). Les virus appartenant a la sous famille des Chordopoxvirinae
infectent les vertébrés quand ceux de la sous famille des Entomopoxvirinae infectent les
insectes. Huit genres composent les Chordopoxvirinae : Orthopoxvirus, Parapoxvirus,
Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus et Yatapoxvirus.
3 genres composent les Entomopoxvirinae : alpha-, beta- et gamma-entomopoxvirus. Les
membres d’un méme genre, en plus d’étre proches génétiquement, partagent une
morphologie et un tropisme d’hotes identiques. VACV qui appartient au genre Orthopoxvirus
est le poxvirus le plus étudié. Il s’agit en effet du premier virus animal a avoir été observé au
microscope, obtenu et amplifié en culture cellulaire, titré précisément, purifié physiquement
et analysé chimiquement (Moss, 2007). Sa réputation tient également au fait qu’il s’agit de
’agent utilisé pour la vaccination contre la variole, autre membre des Orthopoxvirus (Fenner,
1988). (Tableau 1).

Famille des POXVIRIDAE

Sous-familles Genres Especes Génome (kpb) % G+C Tropisme d'Hotes

camelpox, cowpox, ectromelia, monkey pox,
Chordopoxvirinae Orthopoxvirus racoonpox, skunkpox, Uasin Gishu, 200 36 Large a étroit
vaccinia, variola, volepox

Auzduk disease, bovine papular stomatitis,
Parapoxvirus chamois contagious ecthyma, orf, pseudocowpox, 140 64
parapox of red deer, seal pox, squirrelparapox

canarypox, crowpox, fowlpox, juncopox, mynahpox,
Avipoxvirus pigeonpox, psittacinepox, quailpox, peacockpox, 260 35
penguinpox, sparrowpox, starlingpox, turkeypox

Oiseaux,
transmission par arthropodes

Capripoxvirus goatpox, lumpy skin disease, sheeppox 150 tramrrissi:;r;g:l}é:;lhmpodes
Leporipoxvirus hare fibroma, myxoma, rabbit fibroma, squirrel fibroma 160 40 Léporidés, écureuils
Suipoxvirus swinepox 170 Etroit
Molluscipoxvirus molluscum contagiosum 180 60 Humains
Yatapoxvirus tanapox, yaba monkey tumor 145 33 Primates
Entomopoxvirinae  Alphaentomopoxvirus melontha melontha 260-370 Coléopteres
Betaentomopoxvirus amsacta moorei, melanoplus sanguinipes 232 18 Lépidopteres et orthopteres
Gammaentomopoxvirus Chrionimus luridus 250-380 Dipteres

Tableau 1 : Classification des Poxviridae (adapté de Moss, 2007)
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A.1.3.2. Analyse phylogénétique

L’ADN polymérase virale, indispensable pour la réplication du virus, est parmi les génes les
plus conservés dans la famille des poxvirus, laissant suspecter 1’existence d’un ancétre
commun. Sa séquence nucléique est utile pour les analyses phylogénétiques. De plus, une
centaine de séquences completes de poxvirus a été publiée et leur analyse démontre que les
protéines des poxvirus sont plus proches des eucaryotes que des bactéries ou des
archeabactéries (Lefkowitz et al., 2006). L’analyse phylogénétique des chordopoxvirus,
basée sur I’alignement de séquences de plusieurs genes, permet de distinguer quatre sous-
groupes (Gubser et al., 2004). Parmi eux, les genres Molluscipox et Avipox sont les plus
divergents, présentant également le plus grand nombre de genes uniques. Le troisieme sous-
groupe, le plus grand, contient les genres Yatapoxvirus, Capripoxvirus, Suipoxvirus et
Leporipoxvirus. Enfin, le quatrieme sous-groupe inclus le genre des Orthopoxvirus. 1l
apparait que les protéines virales auraient une origine commune avec les protéines de leurs
hotes eucaryotes, probablement expliquée par un transfert de genes horizontal au cours de
I’évolution. Des preuves de duplication puis divergence de génes viraux existent, créant des
paralogues (Smith et al., 1991b). De nombreuses protéines virales, par exemple, adoptent en
effet une structure de type Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) et il est probable que ces nombreuses
protéines virales aient été acquises chez 1’hdte avant de se dupliquer et diverger (Bahar et al.,

2011).

A.1.3.3. Morphologies des particules virales des poxvirus

Etant parmi les plus gros virus a infecter le regne animal, les virions des poxvirus sont a la
limite de la détection en microscopie optique. La microscopie €lectronique est nécessaire
pour en observer I’ultrastructure. On distingue deux formes infectieuses de particules virales.
La premiere est appelée virus mature intracellulaire (IMV : intracellular mature virus). Elle
est composée du génome entouré par un core protéique. Elle possede en outre une membrane
composée de lipides et de protéines. Sa forme typique rectangulaire est dite « en brique ». Les
IMV constituent la majeure partie des particules infectieuses qui sont libérées par la lyse
cellulaire observée a la fin du cycle viral (Roberts & Smith, 2008). Du fait de la présence
d’une seconde enveloppe, 1’autre forme infectieuse est appelée virion enveloppé. On
distingue les virions enveloppés associés a la cellule (CEV : cell-associated enveloped virus)
qui resteront attachés a la surface cellulaire et les virus enveloppés extracellulaires (EEV :
extracellular enveloped virus) qui sont des CEV libres a I’extérieur de la cellule (Smith et al.,

2002). Les IMV et les CEV/EEV possedent des propriétés structurales, fonctionnelles et
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antigéniques différentes qui s’expliquent notamment par la présence de protéines différentes

a leurs surfaces (Boulter & Appleyard, 1973).
A.1.3.4. Cycle viral.

A.1.3.4.1. Entrée du virus.

Le mécanisme d’entrée n’est pas élucidé. Les protéines virales H3 (Lin et al., 2000), A27
(Chung et al., 1998) et D8 (Hsiao et al., 1999) interagissent avec les glycosaminoglycanes
présents a la surface cellulaire mais la présence de ceux-ci n’est pas essentielle (Carter et al.,
2005) et, a ce jour, aucun récepteur spécifique n’a été identifié. En fonction du type cellulaire
et de la souche de VACV, deux mécanismes d’entrée des IMV sont décrits. Le premier est la
fusion de la membrane virale avec la membrane cellulaire (Carter et al., 2005); le second est
I’endocytose de la particule suivie de la fusion de la membrane virale avec la membrane de la
vésicule, processus dépendant du pH (Townsley er al., 2006). Dans les deux cas, un
complexe d’entrée composé d’au moins neuf protéines virales est requis (Senkevich et al.,
2005). Plus récemment, 1’entrée de ces virions par macropinocytose a également été décrite
(Mercer & Helenius, 2008). Les EEV pénetrent la cellule apres disruption de la membrane
externe au contact de la cellule cible révélant ainsi un IMV utilisant, supposément, les mémes
mécanismes décrits auparavant (Law et al., 2006). L’entrée par macropinocytose des EEV
requiert la rupture de la membrane externe grace a une acidification du pH puis la fusion de
la membrane interne avec la membrane de la vésicule (Ichihashi, 1996; Schmidt ef al., 2011).
Dans tous les cas, le core viral est libéré dans le cytoplasme. L’entrée par fusion est sans
doute le mécanisme prépondérant d’apreés 1’expérience accumulée au sein de notre

laboratoire.

A.1.3.4.2. Morphogénese.

Le core viral sera transporté dans une région périnucléaire via les microtubules (Carter et al.,
2003) et commencera a se disloquer permettant la synthese des ARN messagers précoces par
une ARN polymérase contenue dans le virion. Ces régions périnucléaires, dépourvues
d’organite, ou le virus va se répliquer et ou de nouvelles particules virales font se former sont
appelées « usines virales ». Les premieres structures observables ont une forme en croissant.
Il s’agit d’une membrane formée de novo (Dales & Mosbach, 1968) qui va progressivement
entourer une masse dense de nucléoprotéines pour former le virion immature. Cette forme qui
devient sphérique contient I’ADN viral. Au cours de la maturation, caractérisée par la

réorganisation interne de la masse nucléoprotéique et 1’acquisition de nouvelles protéines
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membranaires, elle va acquérir la forme caractéristique en « tonneau » ou en « brique » et
formé I’IMV. La majorité des particules virales va demeurer a ce stade au sein de la cellule
en dehors des usines virales. La partie restante va €tre exportée vers la surface cellulaire via
les microtubules et acquérir une double membrane (le virion est alors entouré de trois
membranes) lors de ce voyage pour former les virus intracellulaires enveloppés (IEV :
intracellular enveloped virus). Cette double enveloppe dérive des citernes du trans golgi
(Hiller & Weber, 1985) et du réticulum endoplasmique (Tooze et al., 1993). Au moins neuf
protéines virales sont associées avec ces membranes : A33, A34, A36, A56, B5, E2, F12,
F13, et K2 (Roberts & Smith, 2008). E2, F12 et A36 seront impliquées dans la liaison des
IEV aux microtubules afin de gagner la surface cellulaire (Ward & Moss, 2001; Zhang et al.,
2000). Au contact de la surface interne de la membrane cellulaire la membrane la plus
externe va fusionner libérant ainsi les CEV retenus a cette surface (IMV plus une membrane)

qui deviendront les EEV s’ils sont relachés dans le milieu extracellulaire.

A.1.3.4.3. Propagation.

La fusion des IEV a la membrane plasmique libere la molécule A36 qui va €tre responsable
de la polymérisation de molécules d’actine pour former des filaments qui pousseront les CEV
en direction des cellules voisines (Frischknecht et al., 1999). Les EEV seront importantes
pour la propagation a distance du virus en culture cellulaire ou bien a I’intérieur de 1’hote
(Payne 1980, Smith 2002). En effet, malgré la présence de la protéine B5 qui est une cible
privilégiée des anticorps neutralisants (Chen et al., 2006; Putz et al., 2006), sa membrane
dérivée de la cellule hote lui confere une protection relative. Les IMV nécessiteront la lyse
cellulaire pour pouvoir infecter d’autres cellules. Ces molécules ont une longue durée de vie
en dehors de I’hote pouvant supporter plusieurs cycles de congélation-décongélation. Leur
role est important dans la transmission entre individus (Boulter & Appleyard, 1973). Elles
sont en revanche peu efficaces pour la dissémination du virus au sein de 1’organisme car elles
sont, en plus d’étre la cible de plusieurs anticorps neutralisants, également détruites par le
complément en I’absence d’anticorps spécifiques (Vanderplasschen et al., 1998).
Récemment, un nouveau mécanisme original de propagation a été découvert. Au contact
d’une cellule infectée, un virion arrivant sous forme d’EEV sera repoussé suite a la formation
d’un filament d’actine, prévenant la surinfection de la cellule et facilitant ’infection des
cellules saines voisines. Ce mécanisme nécessite les protéines A33 et A36 (Doceul et al.,

2010). (Figure 2).
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Figure 2 : Cycle viral du virus de la vaccine. (adapté de Roberts & Smith, 2008).

Les images de microscopie électronique ont été données généreusement par Mike
Hollinshead (Smith Lab). Elles servent a illustrer le schéma et aucune échelle de taille n’est
présentée.
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A.1.3.5. Génome

Le génome des poxvirus est constitué de grandes molécules d’ADN double brin. La taille
peut varier d’environ 130 kpb a plus de 360 kpb. A chaque extrémité du génome sont
présentes des séquences répétées inversées (ITRs) qui varient en taille (0.1 — 12.4 kpb) sous
I’influence de recombinaisons entre des blocs de séquences répétées a 1’intérieur d’une méme
région terminale ou suite a des transpositions de ces blocs d’une partie terminale du génome a
I’autre. Une structure en épingle a cheveux lie de facon covalente les deux brins en formant
une boucle terminale de chaque part du génome et assure une continuité de la chaine
polynucléotidique (Baroudy et al., 1982). La composition en nucléotides varie entre les
différents genres. La composition en guanine et cytosine (GC %) est d’environ 36% pour le
genre Orthopoxvirus. L’obtention des séquences nucléiques d’au moins un membre de
chaque genre de la sous famille des Chordopoxvirinae a ét€¢ obtenue et montre qu’une
centaine de genes est conservée parmi eux (Upton et al., 2003). Les genes des poxvirus ne
sont généralement pas chevauchants et ne contiennent pas d’intron. Trés peu d’ADN non
codant est présent. Les genes se présentent en blocs au sein desquels la transcription
s’effectue dans le méme sens, en direction de la terminaison du génome la plus proche,
probablement afin d’éviter des collisions de complexes transcriptionnels et limiter la
formation d’ARN double brins. La région centrale du génome contient les genes les plus
conservés, souvent impliqués dans des fonctions essentielles pour la réplication, la
transcription et I’assemblage des virions. Leur répartition est extrémement similaire entre les
différents chordopoxvirus (Gubser et al., 2004; Upton et al., 2003). L’autre partie du génome,
celle qui se trouve de chaque coté de cette partie centrale, plus proche des terminaisons, peut
varier considérablement entre les différentes especes et est composée de génes non essentiels
pour la réplication virale. La plupart de ces genes terminaux contribue a la virulence du virus

et sont impliqués dans la modulation et le contrdle de la réponse antivirale de I’hote.

A.1.3.6. Réplication du génome

La réplication de I’ADN des poxvirus se déroule dans le cytoplasme des cellules infectées
(Pennington & Follett, 1974; Prescott et al., 1971). Les foyers de réplications, ou usines
virales, peuvent étre observés en microscopie optique. La réplication commence une a deux
heures apres I’infection et génere environ 10 000 copies du génome par cellule, dont la moitié
sera incorporée dans les virions qui seront produits 8 heures apres I’entrée du virus (Joklik &
Becker, 1964; Salzman, 1960). Des enzymes virales impliquées dans la synthése d’acides

désoxyribonucléiques facilitent la réplication virale en augmentant le pool de ces précurseurs.
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Chez les orthopoxvirus, ces enzymes exprimées en phase précoce de I’infection sont : la
thymidine kinase (Bajszar et al., 1983; Hruby et al., 1983), la thymidylate kinase (Smith et
al., 1989a), la ribonucléotide réductase (Slabaugh et al., 1988; Tengelsen et al., 1988) et la
dUTPase (Broyles, 1993). Il est important de noter que la réplication du virus en culture
cellulaire ne nécessite pas la présence de ces enzymes. Les protéines virales indispensables a
la réplication du génome sont tres conservées et sont au nombre de 3 : I’ADN polymérase, la
nucléoside triphosphatase et I’ADN glycosylase (Moss, 2007). Le virus code aussi pour une
topoisomérase ADN et une ADN ligase ATP (adenosine triphosphate) dépendante qui ne sont
pas indispensables en culture cellulaire. Le mécanisme de réplication du génome des
poxvirus n’est pas complétement compris. Suite a une cassure de I’ADN (nick) a environ 200
paires de bases d’une des extrémités du génome, le brin complémentaire sera complété et se
repliera en épingle a cheveu sur lui-méme, fournissant une extrémité 3’ libre pouvant servir
d’auto-amorce pour la réplication du génome complet(Moyer & Graves, 1981; Tattersall &

Ward, 1976). Ce modele, semblable a celui des parvovirus, est celui qui est accepté.

A.1.3.7. Régulation de I’expression des génes viraux/Transcription virale

Lors de I’infection, une cascade régulée et séquentielle d’événements transcriptionnels est
observée et partagée entre les poxvirus, ou chaque étape régule la suivante (Broyles, 2003).
Cette cascade conduit a la synthese de trois catégories d’ARN messagers et, apres traduction,
a la production de trois catégories de protéines correspondantes. Ces genes précoces,
intermédiaires et tardifs sont tous transcrits par I’ARN polymérase virale, complexe constitué
de plus de neuf sous-unités (Moss, 1994). Les genes impliqués dans la transcription, de méme
que les promoteurs des genes, sont extrémement conservés parmi les poxvirus (Lefkowitz et

al., 2006).

A.1.3.7.1. Les geénes précoces :

Un systeme de transcription comprenant de nombreux facteurs et enzymes virales est présent
a I’intérieur du core du virion permettant la synthése d’ARN messagers juste apres 1’entrée du
virus dans la cellule. Parmi eux, nous pouvons citer une ARN polymérase composée de
plusieurs sous-unités, une protéine associée a I’ARN polymérase (RAP94), un facteur de
transcription précoce (VACV early transcription factor, VETF), des enzymes nécessaires au
capping et a la méthylation des ARN messagers, et des topoisomérases. Les ARN messagers
produit sont cappés, méthylés et polyadénylés et de ce fait ressemblent aux ARN messagers
cellulaires (Kates & Beeson, 1970; Kates & McAuslan, 1967; Munyon et al., 1967; Wei &

Moss, 1975). Ils sont détectés des vingt minutes apres 1’infection. Environ la moitié des génes
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de VACYV sont précoces et sont transcrits avant la réplication de ’ADN (Boone & Moss,
1978; Paoletti & Grady, 1977). Ces genes précoces codent pour des protéines qui seront
nécessaires a la réplication du génome viral, a la transcription des genes intermédiaires et
aussi de maniere importante a des protéines impliquées dans 1’inhibition des mécanismes
antiviraux de la cellule hote. L’arrét de la transcription de ces génes coincide avec la

disparition du core (uncoating).

A.1.3.7.2. Les génes intermédiaires :

Ces genes sont transcrits apres la réplication de I’ADN et avant les genes tardifs. Cing geénes
appartenant a cette classe ont été caractérisés (Keck et al., 1990; Vos & Stunnenberg, 1988).
Al, A2 et G8 codent pour des facteurs de transcription des genes tardifs (Shuman, 1992). I3
est une protéine qui se lie a I’ADN simple brin et interagit avec la ribonucléotide réductase.
I8 code pour une hélicase ARN (Davis & Mathews, 1993; Shuman, 1992; Tseng et al., 1999).
La réplication de I’ADN est nécessaire a 1’expression de ces génes intermédiaires en

permettant [’acces aux facteurs de transcription.

A.1.3.7.3. Les genes tardifs :

Leur expression, sous I’influence des génes intermédiaires, se prolongera jusqu’a la fin du
cycle viral. Les protéines tardives regroupent les protéines de structures nécessaires a la
formation du virion, les protéines d’enveloppe et les protéines nécessaires a la transcription
des genes précoces (VETF, RAP94) qui seront empaquetées dans les virions (Broyles, 2003).
La demi-vie des ARN messagers étant courte, leur production doit €tre continue et soutenue

pendant cette période.
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A.2. Pouvoir pathogene des Chordopoxvirinae chez I’homme

A.2.1. Orthopoxvirus

A.2.1.1. Virus de la variole

Le virus de la variole est responsable de la maladie du méme nom, également connue sous le
nom de « petite vérole ». La variole est une maladie strictement humaine, déclarée éradiquée
par 1’Organisation Mondiale de la Sant¢ (OMS) en 1980, le dernier cas ayant été recensé en
1977. Au sein de 1’espéce variola, on distingue deux souches génétiquement différentes :
variola major et variola minor. Les manifestations cliniques de I’infection a variola minor

sont atténuées.

A.2.1.1.1. Epidémiologie :

La transmission interhumaine de la variole s’effectue principalement par inhalation de
gouttelettes aériennes contaminées. Un contact rapproché facilite la transmission. La
contamination peut également s’effectuer au contact des lésions cutanées ou par du matériel
contaminé. Le risque de contamination des individus dans I’entourage d’un premier cas peut
atteindre 58,4% (Damon, 2007; Fenner et al., 1988) s’ils ne sont pas vaccinés. La mortalité
varie entre 10 et 30% des personnes infectées, celle-ci étant corrélée a I’intensité¢ du rash
observé et plus élevée chez les enfants et les femmes enceintes (Rao et al., 1968; Rao et al.,
1963). L’épidémiologie de variola minor est similaire hormis le taux de mortalité qui est

inférieur a 1%.

A.2.1.1.2. Signes cliniques :

Classiquement, la variole est une maladie éruptive systémique caractérisée par 1’observation
d’une fievre supérieure a 40°C, de céphalées, de douleurs dorsales entrainant la prostration du
malade et de vomissements. Suivant la période d’incubation asymptomatique qui peut durer
entre 10 et 14 jours, la fievre élevée apparait, suivie, environ un ou deux jours apres, par
I’apparition d’un énanthéme (2 jours) lui-méme suivi d’un exanthéme (12 a 32 jours)
distribué de maniere centrifuge touchant particulierement les muqueuses orales, la face et les
extrémités (paumes et volites plantaires) plutdt que le tronc. Apres le stade macule puis
papule, des vésicules apparaissent 4 a 5 jours apres la phase d’incubation et se transforment
en pustules apres 7 jours. Apres environ 14 jours, les crolites se formeront et tomberont
laissant apparentes des 1ésions cicatricielles. Outre la forme classique, on pouvait distinguer

la variole sans éruption, observée chez certaines personnes vaccinées, mais aussi des formes
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plus séveres, telles la variole plane ou maligne, entrainant une infection généralisée et un taux
de mortalité¢ d’environ 80%. La variole hémorragique, constamment fatale dans la semaine
suivant le début des symptomes, représentait 1% des cas. Les manifestations cliniques de

variola minor correspondent a une forme atténuée de la variole classique.

A.2.1.1.3. Physiopathologie

L’infection s’établit, la plupart du temps, par voie respiratoire. Le virus se réplique au niveau
des muqueuses et du nasopharynx avant de gagner les ganglions lymphatiques régionaux.
Une premiere virémie est observée lorsque le virus gagne le systeme réticulo-endothélial. La
réplication y sera amplifiée conduisant a une seconde virémie qui sera responsable de
I’atteinte des autres organes, particulicrement les kératinocytes de la peau, causant
I’apparition de 1’éruption. La mort des patients n’est expliquée ni par une intense réplication
ni par nécrose au niveau du foie et de la rate. Le choc septique pouvant découler de

I’infection serait le principal facteur de gravité de la maladie (Bray & Buller, 2004).

A.2.1.1.4. Diagnostic

Le diagnostic de variole était avant tout clinique, la plupart du temps dans un contexte
d’épidémie. La confusion avec certaines autres pathologies vésiculo-pustuleuses et
principalement les cas séveres de varicelle représentait la principale difficulté. Parmi les
autres sources de confusion, nous pouvons citer certaines infections a entérovirus, I’infection
a Molloscum contagiosum, des dermatites médicamenteuses et les piqlires d’insectes
(Breman & Henderson, 2002). Malgré 1’éradication du virus, la formation du personnel
médical reste une nécessité du fait que le virus de la variole est considéré comme une arme

biologique (Mahy, 2003). Le diagnostic, notamment dans le cadre du plan Biotox, sera

confirmé au laboratoire par PCR (polymerase chain reaction).

A.2.1.1.5. Traitement

Des conditions d’isolement strict, en chambre a pression négative et un traitement
symptomatique incluant hydratation et nutrition sont nécessaires. Il n’existe pas de
médicaments spécifiques de la variole. Chez I’animal infecté par le virus de la vaccine ou le
virus cowpox, le cidofovir a montré des effets intéressants sur la charge virale pulmonaire s’il
était administré précocement lors de la maladie. L’administration d’immunoglobuline est

inefficace une fois la maladie déclarée.
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A.2.1.1.6. Vaccination

Jenner a observé en 1798 (Damon, 2007) que I’inoculation de I’agent infectieux responsable
de lésions cutanées chez les vaches et les paysans en contact avec elles, le virus cowpox,
protégeait de la variole. Ce virus fut utilisé comme agent de vaccination au 19°™ et 20°™
siecle. Il fut remplacé par le virus de la vaccine pendant la campagne d’éradication menée par
I’OMS, dans la seconde moitié du 20°me siecle, avec le succés que 1’on connait (Fenner,
1988). L’absence de réservoir animal de la variole et 'immunité a long terme induite par ce
vaccin vivant permettent d’expliquer ces résultats, jamais atteints avec aucun autre
pathogene. De plus, la vaccination peut également avoir des effets bénéfiques si elle est

effectuée pendant la période d’incubation, atténuant les symptomes.

Bien que la variole ait été éradiquée, les travaux d’amélioration du virus de la vaccine comme
agent de vaccination demeurent nombreux. La vaccination de sujets immunodéficients s’est
avérée problématique et la sécurité du vaccin s’est révélée insuffisante chez ces personnes.
Dans le but d’améliorer cette sécurité, la souche MVA (modified vaccinia Ankara) a été
générée par plus de 500 passages successifs sur des fibroblastes d’embryon de poulet. Le
virus a perdu, au cours de ce processus, de larges portions de son génome mais a conservé ses
capacités a se répliquer dans certains types cellulaires. Le virus MVA induit une réponse
immune robuste tout en présentant un profil de sécurite élevé permettant la vaccination de
personnes immunodéficientes (Sutter & Moss, 1992; Wyatt et al., 2004).

De plus, il a été montré au début des années 1980 que le virus de la vaccine pouvait étre
utilis¢é comme vaccin contre des antigénes provenant d’autres pathogénes (Panicali et al.,
1983; Paoletti et al., 1984; Smith et al., 1983a; Smith et al., 1983b). 1l est en effet possible
d’incorporer dans le virus de la vaccine une quantit¢ d’ADN allant jusqu’a 25000 paires de
bases (Smith & Moss, 1983). Cette capacité, couplée au développement de la souche MV A et
de la souche NYVAC (une autre souche de virus de la vaccine atténuée) (Tartaglia et al.,
1992) sont exploitées actuellement dans le développement de vaccin contre des pathogenes
d’importance majeure en santé¢ publique : paludisme, V.I.LH., la tuberculose (Gomez et al.,

2008; Walsh & Dolin, 2011).
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A.2.1.2. Autres orthopoxvirus responsables de maladies humaines

A.2.1.2.1. Le virus monkeypox

Contrairement a la variole, il s’agit alors de zoonoses, I’homme n’étant qu’un hote accidentel.
Le virus monkeypox, dont 1’hdte naturel semble étre des rongeurs, contrairement a ce que
laisse penser son nom, est retrouvé en Afrique de 1’ouest et centrale. Apres infection par voie
respiratoire, ou percutanée, il est associé a un taux de mortalit¢ de 10% chez les personnes
non vaccinées avec un taux de transmission interhumain plus faible qu’avec la variole (9,3%)
(Jezek et al., 1988; Jezek et al., 1986). La vaccination contre la variole est protectrice. Les
signes cliniques ressemblent a la variole avec toutefois des lymphadénopathies beaucoup plus

prononcées, notamment au niveau cervical ou inguinal.

A.2.1.2.2. Le virus cowpox

Le virus cowpox a pour hote naturel des rongeurs comme les campagnols et les mulots. Ce
virus possede un large tropisme d’hote. Il peut infecter le bétail mais également les chats,
source majeure de contamination chez les enfants. Les 1ésions douloureuses engendrées par
ce virus demeurent localisées. On observe tous les stades : macules, pustules puis crofites. Un
syndrome pseudogrippal avec altération de I’état général, fievre et lymphadénopathies est
généralement observé. Les 1ésions disparaissent en 6 a 8 semaines. On peut donner en
exemple les infections des pies de vaches et des doigts des fermiers pratiquant la traite a la

main sans protection.

A.2.2. Parapoxvirus et pouvoir pathogene chez ’homme

Les infections a parapoxvirus sont ubiquitaires. Il s’agit de zoonoses transmises par le bétail
et les ovins. Elles sont considérées comme des maladies professionnelles chez les personnes
effectuant des activités agricoles, les vétérinaires, les personnels d’abattoir. La transmission
s’effectue au contact direct d’un épithélium abimé avec les 1ésions. Le virus Orf, dont les
ovins sont le réservoir, est le principal parapoxvirus d’intérét en clinique humaine. La
maladie n’est pas systémique et la 1€sion, souvent unique, n’est pas trés douloureuse. Des
lymphadénopathies peuvent étre observées. Le diagnostic est généralement réalisé par PCR et

il n’existe pas de traitement spécifique.
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A.2.3. Molluscum Contagiosum

Appartenant au genre Molluscipoxvirus, ce virus est responsable de 1ésions cutanées molles
ressemblant a des verrues. C’est une infection spécifiquement humaine. Le contact direct
d’une peau infectée avec une peau endommagée permet la transmission du virus mais la
transmission peut aussi étre véhiculée par des objets contaminés (serviette de toilettes par
exemple). Il semblerait également que ce soit une maladie sexuellement transmissible. Les
l1ésions, en général de quelques-unes a une vingtaine, sont des petites papules de 2 a 5
millimetres, arrondies et molles, souvent ombiliquées. Chaque papule disparait en environ
deux mois mais il est parfois nécessaire d’attendre 6 & 9 mois pour que I’infection soit
définitivement résolue. Le diagnostic est surtout clinique mais peut étre confirmé par PCR au
laboratoire. Ce virus est un des rares poxvirus a ne pas étre amplifiable en culture cellulaire.
La couverture des 1ésions et une hygiene des mains apres le contact avec ces 1€sions sont des
mesures efficaces pour prévenir la propagation du virus. Des traitements locaux peuvent €tre

proposés (Damon, 2007).
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A.3. Poxvirus et immunologie

La réponse immunitaire aux infections chez les mammiferes fait appel a deux lignes de
défense successives: I'immunité dite innée en premicre ligne sera nécessaire au

développement de la réponse adaptative en seconde ligne.

A.3.1. Les principaux composants du systéeme immunitaire et leurs

interactions avec VACYV.

A.3.1.1. Les cellules de ’immunité innée
Les cellules de 'immunité innée, en premicre ligne suite a 1’infection par un organisme
pathogene, sont nécessaires pour sa détection, son élimination et la mise en place d’une

réponse immune adaptative.

A.3.1.1.1. Les polynucléaires neutrophiles (PNN)

Leucocytes granulaires d’origine myéloide, ces cellules sont impliquées dans divers
processus inflammatoires. Parmi les premieres cellules a étre recrutées au site de I’infection
en réponse a la production d’interleukine (IL)-8 et d’interféron (IFN)-y, les PNN permettent
le recrutement d’autres cellules du systtme immunitaire en produisant une quantité
importante de cytokines. Ils peuvent éliminer les pathogenes soit par phagocytose, soit par la
libération de leurs granules qui contiennent des composés antimicrobiens (défensine,
cathepsins) (Segal, 2005), soit par la production de filets de chromatine et de protéases
(neutrophil extracellular traps : NETs). Suite a I’infection par VACV, les PNN auraient la
capacité de phagocyter les virions (West et al., 1987). Les protéines A46 et A52 de VACV
inhiberaient 1’action pro-inflammatoire de 1’¢lastase qui est secrétée par les PNN (Carroll et

al., 2005).

A.3.1.1.2. Les macrophages

Leucocytes d’origine myéloide, ils dérivent de précurseurs monocytes infiltrés (Curtis &
Kaltreider, 1989). Ils représenteraient 95% des cellules phagocytaires résidant dans les
poumons et les voies respiratoires. Ces cellules peuvent phagocyter directement les
pathogenes ou les cellules infectées par les pathogenes et jouer le role de cellules
présentatrices d’antigéne (CPA) aux lymphocytes T. Elles produisent de grandes quantités
d’IFN et de cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et TNF-a). Les macrophages présentent les

antigenes de VACV aux lymphocytes T dans les deux heures qui suivent I’infection (Ramirez
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& Sigal, 2002) et leur rdle protecteur dans I’infection a VACV a été suggéré (Rivera et al.,
2007).

A.3.1.1.3. Les cellules dendritiques

Comme les macrophages, ce sont des cellules dont le role majeur est la présentation des
antigénes aux lymphocytes T CD4 et CDS8 via le complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) II et I, respectivement. Du fait de leur fonction sentinelle, on les trouve dans
différents tissus tels la peau, les voies respiratoires, le systeme digestif. Cette présentation de
I’antigéne est possible apres la phagocytose des pathogeénes ou des cellules infectées et la
migration des cellules dendritiques, ainsi activées, vers les ganglions lymphatiques ou elles
rencontreront les cellules de la réponse immunitaire adaptative. Les cellules dendritiques sont
divisées en deux sous-types : les cellules dendritiques conventionnelles (cDC) et les cellules
dendritiques plasmacytoides (pDC). Les cellules dendritiques sont riches en TLR (toll like
receptor) et produisent de grandes quantités d’interférons de type I, notamment en réponse a

I’infection par VACV (Liu et al., 2008; Yao et al., 2007).

A.3.1.1.4. Les cellules NK (natural killer)

Leucocytes granulaires d’origine lymphoide, les cellules NK jouent un réle important dans la
réponse immune, en particulier contre les virus, bien avant que la réponse adaptative, qu’elles
permettent, ne se mette en place. Leur premier mode d’action va étre la sécrétion d’INF-y qui
va a la fois provoquer un état antiviral chez les cellules avoisinantes mais également stimuler
les macrophages a phagocyter les cellules infectées. Le second mode d’action implique la
libération de granules cytoplasmiques par les cellules NK devant I’absence de présentation de
molécules du CMH de classe I par la cellule infectée. Ces granules contiennent des composés
appelés perforines qui s’inserent dans les membranes lipidiques. Ils contiennent également
des composés appelés granzymes, qui apres passage a travers les pores formés par les
perforines, provoqueront 1’apoptose des cellules infectées (Vivier et al., 2008). Suite a
I’injection intradermique de VACYV, les cellules NK sont recrutées au site de I’infection
(Jacobs et al., 2006). Leur role protecteur dans le controle de I’infection a VACV a également
été suggéré par le fait que des souris dépourvues de ces cellules étaient bien plus sensibles a

I’inoculation du virus (Bukowski et al., 1983).
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A.3.1.2. Les cellules de ’immunité adaptative

En réponse a une infection, ’immunité adaptative, spécifique du pathogéne, facilitera sa
clairance et conduira a la constitution d’une mémoire immune qui permettra une réponse
rapide en cas de réinfection par ce méme pathogene. Elle nécessite le recrutement et

I’activation des lymphocytes B et T qui seront spécifiques des antigénes de 1’agent infectieux.

A.3.1.2.1. Les lymphocytes T
La réponse immune cellulaire correspond a I’activation de lymphocytes qui ont a leurs
surfaces un récepteur unique appelé le récepteur des cellules T (TCR). Ce récepteur est le

fruit d’une recombinaison des segments VDJ.

A.3.1.2.1.1. Les lymphocytes T cytotoxiques :

Ils sont caractérisés par 1’expression a leur surface du marqueur CDS. Ils reconnaissent les
antigenes présentés par les molécules du CMH de classe I et sont capables de tuer les cellules
infectées par des virus de fagon spécifique. Ces cellules sont également impliquées dans

I’élimination de cellules tumorales.

A.3.1.2.1.2. Les lymphocytes T helper :

Ils sont caractérisés par I’expression a leurs surfaces du marqueur CD4. Ils reconnaissent les
antigenes présentés par les molécules du CMH de classe II. Ces lymphocytes doivent leur
nom au fait qu’ils assistent d’autres cellules de la réponse immunitaire. Ils sont divisés en
plusieurs sous-groupes. Les lymphocytes Thl secretent de I'I[FN-y et du TNF-B (tumor
necrosis factor-f) qui activent les lymphocytes T cytotoxiques et les macrophages. La
sécrétion d’IL-4, -5, -6, -10 et -13 par les lymphocytes Th2 stimule la prolifération des
lymphocytes B ainsi que leur maturation. Les lymphocytes Th17 en produisant I’IL-17 sont
impliqués dans le controle des infections par les organismes extracellulaires (McGeachy &
Cua, 2008). Les lymphocytes T régulateurs contribuent au maintien d’une tolérance immune
et a la résolution des réponses immunes (Rudensky, 2011). La persistance longtemps apres
I’infection de lymphocytes T mémoires, qui se diviseront rapidement si une nouvelle
rencontre avec 1’agent infectieux avait lieu, participe de la mémoire immunitaire offrant une

réponse spécifique et rapide.

A.3.1.2.2. Les lymphocytes B
Acteurs principaux de la réponse immunitaire humorale, ils produiront les anticorps
spécifiques contre 1’agent infectieux. Ils possédent a leurs surfaces un récepteur unique

appelé le récepteur des cellules B (BCR) qui est une immunoglobuline spécifique liée a la
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membrane. Cette immunoglobuline est composée de deux chaines lourdes et deux chaines
recombinaison des geénes VDJ. Aprés avoir rencontré [’antigéne complémentaire, le
lymphocyte B se différenciera en plasmocyte, qui sécrétera les anticorps, ou en cellule B
mémoire. Cette différentiation nécessite le concours des lymphocytes T helper. Les anticorps
sont regroupés en cinq isotypes : IgM, IgG, IgA, IgD et IgE. Ils agiront soit en neutralisant le
pathogene et donc son pouvoir infectieux, soit par opsonisation qui conduira a la phagocytose
du pathogene, soit en activant la cascade du complément menant a la destruction de 1’agent

infectieux (Murphy, 2008).

A.3.1.3. Le complément

L’activation du complément par clivage protéolytique de zymogenes permet 1’opsonisation et
la destruction des pathogenes (Ricklin et al., 2010). Il existe trois voies d’activation du
complément qui permettent toutes la formation du complexe d’attaque membranaire. Ce
complexe, en s’insérant dans les membranes des pathogenes ou des cellules infectées,
entrainera leur lyse. La voie classique est activée quand le composé Clq se lie au complexe
antigene-anticorps conduisant au clivage des protéines C4, C2 et C3. La voie alterne est la
conséquence du clivage spontané de C3 a la surface des pathogenes. Enfin la reconnaissance
des lectines sur la surface des pathogénes active la voie dite des lectines. L’infection 8 VACV
provoque 1’activation du complément par la voie alterne (Leddy et al., 1977). Les IMV sont
sensibles au complément en 1’absence d’anticorps. Les EEV, eux, y sont insensibles en leur
absence car la membrane supplémentaire de ces particules virales contient des protéines de
I’hote, CDS5S5 et CD59, régulant 1’action du complément (Vanderplasschen et al., 1998). De
plus, les cellules infectées par VACV secretent une protéine de controle du complément
(VCP, C21) qui, en se liant a C4b et C3b, accélerera leur dégradation, affectant ainsi les voies
classique et alterne du complément (Isaacs et al., 1992; Kotwal et al., 1990; Kotwal & Moss,

1988).
A.3.1.4. Cytokines et chimiokines

A.3.1.4.1. Les cytokines proinflammatoires

La production de cytokines inflammatoires par les cellules immunitaires activées par les
pathogenes permet la communication entre les composantes du systeme immunitaire et entre
ce dernier et les autres systémes de I’organisme. La famille de I’IL-1, le TNF-a et I’IL-6 sont

les principales cytokines inflammatoires (Espinosa & Chillet, 2010).
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Parmi la famille de I’IL-1, les formes actives de I'IL-1 et de I’IL-18 ne seront obtenues
qu’apres le clivage protéolytique de leurs précurseurs dans le cytoplasme. La caspase 1,
composante de I’inflammasome (détaill¢ ultérieurement) est responsable du clivage de la pro-
IL-1 et de la pro-IL-18. L’IL-1P a été la premicre découverte. Comme I’'IL-1a, elle est
produite par les cellules de la lignée monocytaire et les mastocytes. Elle joue un role dans
I’amplification de la réponse inflammatoire, dans 1’activation des lymphocytes Th, dans
I’expression par les cellules endothéliales de molécules d’adhérence pour les leucocytes et
facilite la prolifération des lymphocytes B. Elle agit également sur le systéme nerveux central
et est responsable de ’hyperthermie observée suite a une infection. Enfin, elle provoque la
synthese de protéines de la phase aigu€ au niveau hépatique (Dinarello, 2006). L’IL-18 induit
la production d’IFN-y par les lymphocytes T (Gracie et al., 2003). L’IL-1ra (IL-1 receptor
antagonist) se fixe sur les récepteurs mais n’induit pas de signal, exergant un rétrocontrole
négatif. L’IL-33, quant a elle, agit de maniere prépondérante dans les infections parasitaires
en stimulant les lymphocytes Th2.

Le TNF-a, secrété par de nombreuses cellules du systétme immunitaire, en particulier les
macrophages et les mastocytes, joue un role pléiotropique apres liaison a ses récepteurs. Au
niveau local, il induit ’expression de molécules d’adhérence et de chimiokines par les
cellules endothéliales ; au niveau systémique, il agit sur le systeme nerveux central, induit la
synthese de protéines de la phase aigué au niveau hépatique et stimule I’hématopoicse. Cette
cytokine inflammatoire est, entre autres, responsable du choc septique (Locksley et al., 2001;
Smith, 1994).

L’IL-6, responsable de I’amplification de la réponse inflammatoire en facilitant le
recrutement de cellules immunitaires est produite par de nombreuses cellules (phagocytes,

fibroblastes, cellules dendritiques, cellules endothéliales) et stimule la phagocytose.

A.3.1.4.1. Les cytokines proinflammatoires et vaccinica virus

L’équivalent de la protéine AS53 du virus de la vaccine chez le virus shope fibroma (virus
rabbitpox) est un récepteur soluble du TNF qui se lie au TNF-a et inhibe son action (Smith et
al., 1991a). De méme B15 est un récepteur soluble et un inhibiteur de I’IL-1 (Alcami &
Smith, 1992; Smith & Chan, 1991; Spriggs et al., 1992). B15 est spécifique de I’'IL1-f. Ces
travaux ont permis de conclure au role pyrogéne majeur de I’'IL-1p lors de I’infection par le
virus de la vaccine (Alcami & Smith, 1996). Ces récepteurs solubles ressemblent aux

récepteurs naturels de la cellule mais ne possedent pas de région transmembranaire ni de
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domaine de transduction du signal. C12 en se liant a I’'[L-18 inhibe son activité en
I’empéchant de se lier a son récepteur, inhibant ainsi la production d’IFN-y (Born et al.,

2000; Calderara et al., 2001; Novick et al., 1999; Smith et al., 2000; Symons et al., 2002).

A.3.1.4.2. Chimiokines

Petites molécules (8 a 13 kDa), ces cytokines aux propriétés chimiotactiques permettent de
recruter les effecteurs de ’immunité innée au site de I’inflammation, la mise en place de la
réponse adaptative et le recrutement de lymphocytes T en cas d’infection. Hors de ce
contexte, elles jouent un rdole dans la maintenance de I’homéostasie du systéeme immunitaire.
Elles sont caractérisées par la présence de quatre résidus cystéine conservés qui assurent la
formation de deux ponts disulfures intramoléculaires et sont classées en plusieurs sous-
familles selon la position des deux premiers résidus cystéines : CC, CXC, CXXXC (Bacon et
al., 2002). Les chimiokines sont secrétées par de nombreuses cellules de maniere induite ou
constitutive. Elles peuvent se lier aux glycosaminoglycanes cellulaires ou de la matrice
extracellulaire, permettant la constitution d’un gradient de concentration dont le rdle est
majeur dans le chimiotactisme des leucocytes (Murphy, 2008). Les récepteurs aux

chimiokines sont des récepteurs liés aux protéines G.

A.3.1.4.3. Chimiokines et virus de la vaccine

vCClI (viral CC chemokine inhibitor) est une protéine exprimée par de nombreux poxvirus et
est secrétée par les cellules infectées (Alcami et al., 1998; Graham et al., 1997; Lalani &
McFadden, 1997; Smith et al., 1997). Cette protéine se lie a CCL2, CCL3, CCLS5 et CCL11
(Seet et al., 2001) et prévient le recrutement des cellules inflammatoires au site de I’infection
a VACV. La protéine A41 de VACV partage des similarités avec vCCI et inhibe la liaison
des chimiokines aux glycosaminoglycanes de la matrice extracellulaire, empéchant ainsi la
formation du gradient nécessaire aux recrutements de cellules immunitaires. Elle se lie aux
chimiokines CCL21, CCL25, CCL26 et CCL28 et fut décrite comme un facteur de virulence
in vivo (Bahar et al., 2008; Ng et al., 2001).

A.3.1.5. La détection des pathogenes

Le déclenchement de la réponse immunitaire innée a une infection met en jeu deux
composants essentiels. Le premier est propre aux pathogenes qui expriment des motifs
moléculaires conservés caractéristiques appelés PAMP (pathogen associated molecular
pattern). Les ADN et ARN viraux, simple et double brin, sont les PAMP majeurs associés

aux virus. De maniere générale, les PAMP sont reconnus par les PRR (pattern recognition
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receptors), codés par des geénes n’ayant pas subi de modifications suite a des remaniements
somatiques, c'est-a-dire en configuration germinale (Janeway, 1989; Medzhitov, 2009). La
détection des pathogénes par les PRR conduira a la transduction d’un signal cellulaire qui in
fine activera des facteurs de transcriptions majeurs que sont NF-kB (nuclear factor kappa
light chain enhancer of activated B cells), IRF (interferon regulatory factor) et AP-1
(activating protein 1) (Takeuchi & Akira, 2010). Ces facteurs de transcription activent la
transcription de cytokines pro-inflammatoires et d’interférons de type 1. Parmi ces PRR, on

distingue plusieurs familles impliquées dans la réponse immune aux virus.

A.3.1.5.1. Les Toll-like receptors: TLR

Au nombre de 10 chez I’homme, les cellules qui en expriment le plus sont les monocytes, les
macrophages et les cellules dendritiques. Ils sont également retrouvés chez tous les
leucocytes ainsi que chez les cellules épithéliales et endothéliales. Ce sont des glycoprotéines
transmembranaires de type I possédant un domaine extracytoplasmique de reconnaissance
des PAMP. Ce domaine en forme de crosse contient des motifs répétés riches en leucine
(LRR) et est responsable de la dimérisation du récepteur suite a la détection des PAMP. En
outre, ils possedent un domaine intracytoplasmique de transduction du signal (TIR : toll
interleukin 1 receptor) qui recrutera des molécules adaptatrices apres dimérisation (Kawai &
Akira, 2010). Les TLR 1, 2, 4, 5 et 6 sont exprimés a la surface de la cellule alors que les
TLR 3, 7, 8 et 9 sont exprimés exclusivement au niveau des endosomes. Ces derniers sont
responsables de la détection des acides nucléiques des pathogenes, en particulier des virus
(Kumar et al., 2011). Les TLR 3 détectent les ARN viraux double brin, les TLR 7 et 8
détectent les ARN viraux simple brin et les TLR 9 les ADN viraux. Bien que composé d’un
génome a ADN, le virus de la vaccine peut étre détecté par les TLR 3 du fait de la production

d’ARN double brin au cours de la transcription.

A.3.1.5.2. Les RIG-I (retinoic acid inducible gene-I) like receptors: RLR

Protéines solubles cytoplasmiques contenant un domaine DExD/H a activité hélicase,
nécessaire a la détection du ligand, RIG-I, MDA-5 (melanoma differentiation associated
protein 5) et LGP2 (laboratory of genetics and physiology 2) reconnaissent les ARN viraux et
induisent 1’activation des voies NF-kB et IRF (Andrejeva et al., 2004; Rothenfusser et al.,
2005; Yoneyama et al., 2004). RIG-1 et MDA-5 possedent également un domaine CARD
(caspase activation and recruitment domain) dans leur région N-terminale qui leur permettra,

apres activation, d’interagir avec une protéine localisée au niveau des mitochondries et des
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peroxysomes appelée MAVS (mitochondrial antiviral signalling adaptor). MAVS également
connue sous les noms IPS-1 (IFN-B promoter stimulator-1) (Kumar et al., 2006), Cardif
(caspase recruitment domain adaptor inducing IFN-B) (Meylan et al., 2005) et VISA (virus-
induced signalling adaptor) (Xu et al., 2005) contient un domaine d’interaction CARD (Seth
et al., 2005). RIG-I reconnait les ARN simple et double brin viraux caractérisés par la
présence de trois groupes phosphates a leur extrémité 5° (Hornung et al., 2006; Pichlmair et
al., 2006). Elle reconnait aussi les ARN qui, s’étant repliés sur eux-mémes a leurs extrémités
5’, présentent une forme en boucle caractéristique (Schlee et al., 2009; Schmidt et al., 2009).
MDA-5 détectent les ARN viraux double brin produits en grande quantité lors des cycles de
réplication virale, aussi bien des virus a ARN qu’a ADN (Gitlin et al., 2006; Weber et al.,
2006). 11 a été montré que MDA-5 reconnaissait des molécules d’ARN plus longues que RIG-
I (Kato et al., 2008). Le role de LGP2 n’est pas clair. Dépourvu de domaine CARD, elle a
d’abord été considérée comme un régulateur négatif de RIG-1 et MDA-5 (Rothenfusser et al.,
2005), incapable d’engendrer une transduction du signal. Cependant un role positif dans cette
transduction pourrait exister (Satoh et al., 2010). Les ARN cellulaires ne seront pas reconnus
par les RLR du fait de leur guanosine méthylée en 7 (cap) et de la présence d’un seul

phosphate a leur extrémité 5°.

A.3.1.5.3. Les NOD (nucleotide- binding oligomerisation domain-containing protein) like
receptors: NLR

Protéines cytoplasmiques solubles, les NLR, au nombre de 23 chez I’homme, reconnaissent
un nombre important de ligands, qu’il s’agisse de PAMP ou de DAMP (damage-associated
molecular pattern). Leur structure comprend trois domaines. La région C-terminale,
impliquée dans la reconnaissance des ligands, est composée de plusieurs LRR ; leur partie N-
terminale est constituée par un motif CARD pour les NOD et NLRC4 ou un domaine pyrin
(PYD) pour les NLRP. La partie intermédiaire, nécessaire a 1’oligomérisation induite par la
détection de ligands, est appelée NACHT (nucleotide-binding and oligomerisation). Suite a
leur activation, ces détecteurs vont activer la voie NF-kB, la voie des MAP (mitogen-
activated protein) kinases ou permettre la formation d’un complexe multi-protéique appelé
inflammasome. Le rdle de ce dernier sera de permettre la maturation de cytokines pro-
inflammatoires en cytokines inflammatoires, notamment I’IL-1p, I’'IL-18 et I’'IL-33. NOD1 et
NOD2 permettent la détection de pathogenes bactériens (McDonald et al., 2005) ou

parasitaires comme Toxoplasma gondii (Shaw et al., 2009) ou de virus a ARN simple brin. Ils
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activent les voies NF-kB et des MAP kinases suite a I’engagement de la protéine adaptatrice
RIP2 (receptor interacting protein 2) par interaction de leurs domaines CARD respectifs
(Park et al., 2007b). NLRC4, NLRP1 et NLRP3, suite a la détection d’un signal de danger ou
d’un pathogéne, conduiront a la formation de I’inflammasome. L’inflammasome NLRP3 est
le mieux étudié. Il joue un rdle important dans les macrophages et les cellules dendritiques et
est composé par NLRP3, ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD)
et la pro-caspase 1 (Martinon et al., 2002). Suite a la reconnaissance du ligand, grace a des
interactions PYD-PYD, des molécules NLRP3 vont former des oligomeres et recruter ASC.
Le domaine CARD de ASC va ensuite interagir avec le domaine CARD de la pro-caspase 1
qui sera clivée en caspase 1. La caspase 1 sera responsable par clivage protéolytique de la
maturation de zymogenes appartenant a la famille des IL-1. Cet inflammasome peut étre
activé par des virus (Barlan et al., 2011), des bactéries (Muruve et al., 2008), des DAMP
comme 1’acide urique (Martinon et al., 2002) ou des adjuvants vaccinaux (Hornung et al.,
2008). Le virus de la vaccine active I’inflammasome AIM2 (absent in melanoma 2) par la
liaison de AIM2 a de I’ADN cytoplasmique viral (Fernandes-Alnemri et al., 2010; Hornung
et al., 2009; Rathinam et al., 2010; Roberts et al., 2009) conduisant a 1’activation de la
caspase 1. L’inflammasome NLRP1 détecterait également VACV (Gerlic et al., 2013).
L’activation des inflammasomes peut conduire a un type de mort cellulaire appelée

pyroptose. Cet aspect sera détaillé ultérieurement.

A.3.1.5.4. Les détecteurs d’ADN cytoplasmique

La découverte et la caractérisation de mécanismes capables de détecter I’ADN cytoplasmique
est plus récente que celles concernant la détection des ARN. Encore actuellement, les études
sur ce sujet sont intenses et le champ a explorer reste important. En 2006, deux équipes ont
montré de manicre indépendante I’induction de la production d’IFN de type I suite a la
transfection d’ADN (Ishii et al., 2006; Stetson & Medzhitov, 2006). En 2007, DAI (DNA-
dependent activator of IFN) a été décrite comme le détecteur responsable de ’activation IRF3
dépendante de I’ADN (Takaoka et al., 2007). Cette observation a été mise en doute par des
études in vitro et in vivo qui ont montré que DAI n’était pas indispensable pour activer le
systéme immunitaire dans ce contexte (Ishii ez al., 2008; Wang et al., 2008b), laissant penser
a Dexistence d’autres détecteurs. Si AIM2 a clairement €ét¢ démontré comme capital dans
I’activation de l’inflammasome en réponse a de I’ADN étranger, aussi bien viral
(cytomégalovirus murin et VACV) que bactérien (Francisella tularensis) (Fernandes-

Alnemri et al., 2010; Rathinam et al., 2010), son absence n’empéchait pas 1’activation de
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IRF3. L’ARN polymérase III a, elle aussi, €té suggérée comme étant un détecteur de I’ADN
capable d’induire une production d’interféron. La transcription d’ADN riche en séquence A-
T en ARN riche en séquence A-U contenant un groupement triphosphate en 5 par cette
polymérase permet I’activation ultérieure de RIG-I (Ablasser et al., 2009; Chiu et al., 2009).
Devant 1’absence de confirmation de son role in vivo et devant le fait que de ’ADN ne
contenant pas de séquences riches en A-T, et donc incapable d’étre transcrit par I’ARN
polymérase III, active la voie IRF3, I’existence d’autres mécanismes de détection a été
supposée. En 2010 (Yang et al., 2010), LRRFIP1 (leucine rich repeat flightless interacting
protein 1) a été caractérisée comme un détecteur d’ADN (Listeria monocytogenes) et d’ARN
(Vesicular stomatitis virus, VSV) capable d’activer la voie des P-caténines chez les
macrophages. Toujours en 2010, il a ét¢ montré qu’IFI16 (interferon induced 16) pouvait
activer la voie IRF3 en réponse a un stimulus ADN (Unterholzner et al., 2010). IFI16 et
AIM2 partagent des similarités et [FI16 a en effet la capacité d’activer I’inflammasome en
réponse a une infection par HHV-8 (Human herpes virus 8) (Kerur et al., 2011). 1l est
suggéré que AIM2 détecterait I’ADN dans le cytoplasme quand IFI16 le détecterait dans le
noyau (Rathinam et al., 2010). DNA-PKcs (DNA-protein kinase catalytic subunit) a été
décrite comme un détecteur d’ADN cytoplasmique chez les fibroblastes murins
embryonnaires et les fibroblastes adultes de la peau. L’activation de IRF3 suite a cette
détection est dépendante de STING (stimulator of IFN genes) (Ferguson et al., 2012).
STING, considérée comme une molécule adaptatrice, localisée dans le réticulum
endoplasmique, est essentielle pour I’induction de cytokines et d’IFN en réponse a un
stimulus ADN cytoplasmique. Elle active TBK1 (TANK binding kinase 1) qui activera IRF3
(Ishikawa & Barber, 2008; Zhong et al., 2008). Récemment, une avancée importante a été
réalisée par la description d’une nouvelle molécule détectrice d’ADN qui active STING :
cGAS (cyclic-GMP-AMP (cGAMP) synthase). cGAMP, un dinucléotide cyclique, a été
décrit comme un second messager capable de se lier a STING et de ’activer pour induire la
production d’IFN de type I. cGAMP est produit suite a la transfection d’ADN ou I’infection
par des virus a ADN (Wu et al., 2013) par un détecteur cytosolique de I’ADN, ¢cGAS (Sun et
al., 2013). cGAMP, premier dinucléotide cyclique trouvé chez les mammiferes, possede deux
liaisons phosphodiester : la premiere entre le groupe hydroxyle en 2° du GMP (guanosine
monophosphate) et le phosphate en 5’ de I’AMP (adenosine monophosphate) ; la seconde
entre le groupe hydroxyle en 3° de I’AMP et le phosphate en 5° du GMP (Ablasser et al.,
2013; Diner et al., 2013; Gao et al., 2013a; Gao et al., 2013b; Zhang et al., 2013).
cGAS/cGAMP est probablement un point de convergence a toute détection de I’ADN
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cytosolique. En effet, il a été montré que cGAS, exprimée majoritairement dans le cytosol,
liait directement le squelette ribose-phosphate de I’ADN et que des mutations dans cGAS
abolissant cette liaison, ou bien d’autres mutations supprimant son activité catalytique sans
supprimer sa capacité de liaison a I’ADN, supprimaient également la production d’IFN en
réponse a un stimulus ADN. La synthése de cGAMP par cGAS n’arrive qu’en présence
d’ADN et la surexpression de cGAS ne peut induire la production d’IFN qu’en présence de
STING. Enfin, des cellules dérivées de souris mutantes déficientes pour cGAS sont
incapables de produire I’IFN en réponse a un stimulus ADN (Civril et al., 2013; Gao et al.,
2013a; Li et al., 2013a; Li et al., 2013b; Sun et al., 2013; Zhang et al., 2014). 1l est fort
probable que les virus aient développé des mécanismes pour contrer ce systeme de défense et

ce domaine de recherche est actuellement en effervescence (Cai et al., 2014a).

A.3.2. Les principales voies activées suite a la détection de pathogene

Suite a la détection de pathogenes par les PRR, la transduction du signal conduit a
I’activation des facteurs de transcription NF-kB, IRF3 et IRF7 et AP-1. Apres translocation
dans le noyau, ils activeront la transcription des genes codant pour les IFN (en particulier
I’IFN-P), les cytokines et les chimiokines. IRF3, NF-kB et AP-1 forment un complexe appelé

enhanceosome qui se liera au promoteur de I’IFN- et activera sa transcription.

A.3.2.1. La voie d’activation de NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB tire son nom de sa liaison & un motif enhancer du gene de
la chaine 1égere kappa des lymphocytes B (Sen & Baltimore, 1986a; b). Son activation est
consécutive a I’activation des récepteurs au TNF-a et des récepteurs a I’IL-1, a la détection
de pathogenes par les TLRs, les RLRs et quelques NLRs, a I’activation des molécules
détectrices d’ADN. Il joue un role clef dans la réponse immune en entrainant la production de
molécules pro-inflammatoires. NF-kB est un terme générique qui regroupe les facteurs de
transcription composés par p65 (ou RelA), c-Rel, RelB, p50 et p52. Ils s’associent en
hétérodimeres via leurs domaines d’homologie Rel (RHD) présents a leurs extrémités C-
terminales: p65 avec p50, cRel avec p50 et RelB avec p52 (Vallabhapurapu & Karin, 2009).
NF-xkB est retenu dans le cytoplasme par I’inhibiteur kappa B alpha (IkBa) dont la
dégradation sera nécessaire pour que NF-kB rejoigne le noyau grace a des séquences de
localisation nucléaire (NLS). Cette dégradation est consécutive a la phosphorylation sur les
sérines 32 et 36 de IkBa par le complexe IKK (inhibitors of the kB kinase) composé par

IKKa, IKKB et IKKy (ce dernier étant aussi appelé NEMO : NF-kB essential modulator).
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Cette phosphorylation entraine la polyubiquitination de IkBa par 1’ubiquitine ligase SCEPTeP
(S phase kinase-associated protein 1 (SKP1)-cullin 1-F-box protein containing B-transducin
repeat-containing protein) et sa dégradation par le protéasome. L’activation du complexe IKK

est un point convergent a différentes voies d’activation de NF-kB.

A.3.2.1.1. La voie dépendante de MyD88

Elle concerne les voies en aval du récepteur a I’IL1 et de tous les TLR sauf le TLR3. MyD88
recrute une famille de protéines appelées IRAK (IL-1R-associated kinase). MyD88 recrute
d’abord IRAK4 qui recrutera et activera a son tour IRAK1 et IRAK2. Ce complexe activé
interagit alors avec I’enzyme E3 ubiquitine ligase TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6)
et ’enzyme de conjugaison d’ubiquitine E2 (UBC13 : ubiquitin conjugating enzyme 13) qui
par formation d’une chaine de molécules d’ubiquitines reliées par leurs lysines en position 63
permettront le recrutement du complexe TAK1 (TGF-f activating kinase 1). Ce complexe est
formé par TAKI1 et des protéines adaptatrices TAB2 et TAB3 (Kanayama et al., 2004). La
chaine d’ubiquitines reliées par leurs lysines en position 63 fournira les ubiquitines
nécessaires a LUBAC (Linear ubiquitin assembly complex) qui avec 1’enzyme de
conjugaison d’ubiquitine E2 (UBCH7) permettront la synthése d’une chaine hybride
contenant des molécules d’ubiquitine a la fois reliées par leurs lysine en position 63 et leur
méthionine en position 1. Cette chaine hybride permettra le recrutement du complexe IKK et
sa proximité avec TAKI1 qui, finalement, sera responsable de I’activation du complexe IKK

(Clark et al., 2013).

A.3.2.1.2. La voie des TLR 3 et 4

TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing IFN-B) interagit directement (TLR3)
(Oshiumi et al., 2003a) ou indirectement via TRAM (TRIF related adaptor molecule) pour le
TLR4 (Oshiumi et al., 2003b) avec le domaine TIR de ces TLR. Consécutivement au
recrutement de TRAF6, RIP1 et TRADD (TNF receptor type 1-associated death domain
protein) (Meylan et al., 2004), TRIF sera polyubiquitiné (lysines en position 63) et activera a

son tour le complexe TAK1 qui conduira a I’activation du complexe IKK.

A.3.2.1.3. La voie du récepteur au TNF
La molécule TRAF2 sera recrutée en aval du récepteur au TNF via une molécule adaptatrice
TRADD. L’activation de RIP1 permettra I’activation du complexe TAK1 et consécutivement

du complexe IKK (détaillée dans la partie sur la mort cellulaire).
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A.3.2.1.4. La voie des RLR
En aval de I’ARN polymérase 3, RIG-I ou MDA-5, la transduction du signal est assurée par
MAYVS qui via une interaction avec TRAF6 recrutera et activera le complexe IKK (Xu et al.,

2005).

A.3.2.1.5. VACYV et inhibition de la voie NF-xB

Plusieurs protéines produites par VACV inhibent I’activation de la voie NF-xB (Smith et al.,
2013). Cette apparente redondance in vitro n’est pas observée in vivo. Une atténuation de la
virulence du virus est en effet observée suite a ’infection par VACV dont ces génes ont été
supprimés individuellement (Bowie & Unterholzner, 2008). Parmi les inhibiteurs de la voie
NF-kB qui adoptent un repliement de type Bcl-2, B14 se lie a IKKB (Chen et al., 2008), N1
interagirait avec le complexe IKK (DiPerna et al., 2004) mais ces données n’ont pu étre
reproduites et il semblerait que cette inhibition ait lieu au niveau de TAK1 (Chen et al.,
2008), AS52 et K7 interagissent avec IRAK2 et TRAF6 (Keating et al., 2007; Oda et al., 2009;
Schroder et al., 2008). A46 interagit avec plusieurs protéines contenant un domaine TIR
comme MyD88, TRIF, TRAM, inhibant la voie NF-kB en aval de plusieurs TLR. II est
intéressant de préciser que A46, A52 et K7 inhibent 1’activation de NF-xB par la voie des
TLR ou de I’IL-1 mais pas par celle du TNF-o0. Récemment il a ét€ montré que A49 inhibait
la dégradation par le protéasome de IkBa en se liant a B-TrCP (Mansur et al., 2013; Sumner
et al., 2014) et que C4 inhibait NF-xB au niveau ou en aval du complexe IKK (Ember ef al.,
2012). 1l a également été rapporté que les protéines K1 et M2 inhibaient la voie NF-kB mais
les mécanismes d’action restent a préciser (Gedey et al., 2006; Shisler & Jin, 2004). (Figure

3).
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Figure 3 : Les voies NF-kB et leurs inhibitions par les protéines du virus de la vaccine
(adapté de Smith et al., 2013).
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A.3.2.2. La voie d’activation des IRF

Les facteurs de transcription IRF3 et IRF7 jouent un rdle majeur dans I’induction de
I’expression d’interféron de type I en réponse a une infection virale. IRF3 est considéré
comme I’acteur principal lors de la premicre vague de production d’interféron-f (Taniguchi
et al., 2001). Leur activation a lieu en aval de différents PRR comme RIG-I, MDA-5, TLR3,
TLR4 et des molécules détectrices d’ADN cytoplasmique. L’expression de IRF3 est
constitutive et élevée dans la plupart des cellules permettant une action rapide en réponse a
une infection. IRF7, en revanche, est seulement détecté apres expression des genes stimulés
par IRF3 (Sato et al, 2000; Taniguchi & Takaoka, 2002) hormis dans les cellules
dendritiques plasmacytoides (Gilliet et al., 2008). La translocation de IRF3 et IRF7 dans le
noyau cellulaire en réponse a un stimulus est possible grace a leurs séquences de localisation

nucléaire.

A.3.2.2.1. Le complexe IKK non canonique

De la méme maniere que le complexe IKK va phophoryler IkBa et permettre la translocation
de NF-kB, le complexe IKK non canonique, formé par TBK1 et IKKe (Fitzgerald et al.,
2003; Hemmi et al., 2004; Perry et al., 2004; Sharma et al., 2003), une fois activé, va pouvoir
phosphoryler IRF3 en de multiples endroits. Cela aura pour conséquence de lever une
autoinhibition qui permettra la phosphorylation des sérines en positions 386 (Mori et al.,
2004) et 396 (Servant et al., 2003). Ces dernieres phosphorylations entraineront la
dimérisation de IRF3 et la translocation dans le noyau de ce facteur de transcription (Mori et
al., 2004; Panne et al., 2007). Dans ce processus, il semblerait que TBK1 ait un rdle plus
important que IKKe (Matsui et al., 2006; McWhirter et al., 2004). Le changement de
conformation laissera apparaitre un domaine de liaison a I’ADN nécessaire pour promouvoir
la transcription des génes dépendant du promoteur IRF3. Le dimére de IRF3 s’associera avec
la protéine CBP (cAMP response element binding protein (CREB) binding protein) et p300
ce qui empéchera son export du cytoplasme vers le noyau (Lin et al., 1999). TRAF3, que ce
soit en aval des TLR3 et TLR4 via la protéine adaptatrice TRIF (Oganesyan et al., 2006), de
MAYVS apres stimulation des RLR (Saha et al., 2006) ou de STING en réponse a la présence
d’ADN cytosolique (Ishikawa et al., 2009), permet le recrutement et 1’activation du complexe
IKK non canonique. Le recrutement de protéines adaptatrices sera nécessaire en aval de
TRAF3 : NAPI (NF-xB activation kinase associated protein 1) (Fujita et al., 2003),
SINTBAD (similar to NAP1 TBK1 adaptor) (Ryzhakov & Randow, 2007), TANK (TRAF
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family member associated NF-kB activator) (Pomerantz & Baltimore, 1999) et DDX3 (Dead
box protein 3) (Soulat et al., 2008).

A.3.2.2.2. VACYV et inhibition de la voie d’activation IRF3

Plusieurs protéines dont 1’expression est précoce durant le cycle viral jouent un rdle dans
I’inhibition de la voie d’activation IRF3. A46 en interagissant avec TRIF inhibe cette
activation en aval des TLR3 et TLR4 (Stack et al., 2005). K7 se lie a DDX3 (Schroder et al.,
2008), C16 inhibe la détection cytosolique de I’ADN par DNA-PK (Fahy et al., 2008; Peters
et al., 2013) et E3 peut, par sa partie C-terminale, séquestrer I’ARN double brin produit
durant I’infection virale et par sa partie N-terminale inhiber I’activation de DAI (Wang et al.,
2008b). C6 inhibe I’activation de IRF3 en se liant aux protéines adaptatrices en amont de

TBK1 (Unterholzner et al., 2011). (Figure 4).
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Figure 4 : Les voies des IRF et leurs inhibitions par les protéines du virus de la vaccine
(adapté de Smith et al., 2013).
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A.3.2.3. La voie d’activation d’AP-1 : la voie des MAP kinases.

AP-1 est un facteur de transcription formé par I’association hétérodimérique des molécules
ATF2 (activating transcription factor 2) et c-Jun. Il est activé par une cascade de
phosphorylations en aval des PRR et promeut la transcription d’IFN-f. Cette cascade de
phosphorylations est caractérisée par trois niveaux ordonnés de phosphorylations successives.
Les MAP kinases représentent une famille de kinases sérine/thréonine qui nécessitent d’étre
phosphorylées pour étre actives. Les MAP kinases (MAPK) vont étre phosphorylées par les
MAPK kinases (MAP2K), elles-mémes phosphorylées par les MAP2K kinases (MAP3K).
Les principales MAPK responsables de I’activation de AP-1 sont JNK (Jun N-terminal
kinase), Erkl et Erk2 (extracellular signal-regulated kinase 1 et 2) et p38. La plupart des
¢tudes de I’activation de la voie des MAP kinases ont été réalisées en aval de ’activation des
TLR. Comme mentionné précédemment, a I’exception de TLR3 qui recrute TRIF et TLR4
qui recrute soit TRIF soit MyD88, les TLR, comme le récepteur a I’'IL-1, utilise MyD88
comme molécule adaptatrice suite a leur stimulation. MyD88 recrute IRAK4 qui formera un
complexe avec IRAKI, IRAK2, TRAF6 (E3 ubiquitine ligase) et UBC13 (E2 ubiquitin
conjugating enzyme). UBC13 et TRAF6 catalyse la formation d’une chaine d’ubiquitines
(liaison par la lysine 63) sur TRAF6 et IRAK1. TAB2 et TAB3 recrutent alors TAK1 vers
TRAF6 polyubiquitiné, ce qui va déclencher 1’activation des voies p38a et INK par TAKI.
TAKT joue alors le role d’'une MAP3K activant p38a et INK via I’intermédiaire de MAP2K.
TAKI1 va également phosphoryler IKKP du complexe IKK (composé également d’IKKa et
IKKY). En plus d’activer la voie NF-kB, cette phosphorylation va permettre la protéolyse du
précurseur de NF-xB, p105, dont I’inhibition sur TLP2 (tumor progression locus 2), une
MAP3K, sera levée. Cette MAP3K activera les MAPK Erkl1 et Erk2 via les MAP2K : MKK1
et MKK 2(MAPK kinase 1 et 2). L’activation de la voie des MAPK semble nécessaire a la
réplication du virus (Andrade et al., 2004). Il a été montré que les protéines A52, B1 et Ol de
VACYV activaient cette voie (Santos et al., 2006; Schweneker et al., 2012; Stack et al., 2013).
La protéine M2, au contraire, semble I’inhiber au niveau de Erk2 (Gedey et al., 2006).

(Figure 5).
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Figure 5: Les voies des MAPK et leurs inhibitions par les protéines du virus de la
vaccine (adapté de Clark et al., 2013).

A.3.2.4. La voie des interférons : JAK/STAT

Les interférons sont des cytokines qui présentent des propriétés antivirales puissantes,
conférant a la cellule un état antiviral permettant 1’inhibition de la croissance virale.
Originalement décrits par Isaacs et Lindenmann (Isaacs & Lindenmann, 1957; Isaacs et al.,
1957), ils tirent leur nom du fait que cette molécule soluble interfere avec la croissance virale
du virus de la grippe. Les interférons sont présents chez les mammiferes, les oiseaux et les
poissons (Schultz et al., 2004). Chez les mammiferes, on distingue trois types d’interférons

en fonction de leurs récepteurs a la surface des cellules.
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A.3.2.4.1. Interférons de type 1

Les IFN-a (13 sous-types chez I’homme) et I’'IFN-B (un seul sous-type chez 1’homme) sont
les protéines les plus étudiées constituant les IFN de type 1. Leur production, qui peut étre
observée dans la plupart des cellules, est induite par une infection virale. D’autres IFN, -9, -¢,
-K, -T, et —, appartiennent aux IFN de type I mais les IFN-0 et —t, présents chez les porcs et
les bovins, n’ont pas été¢ décrits chez I’homme. Les récepteurs hétérodimériques des IFN-a/p
(IFNAR) sont constitués de IFNARI et IFNAR2. [IFNARI est physiquement associé a JAK1
(Janus activated kinase 1) et IFNAR2 a TYK2 (tyrosine kinase 2) du coté cytoplasmique.
Suite a ’engagement des IFN de type I avec leurs récepteurs, la voie dite JAK/STAT est
initiée. Un changement de conformation activera les kinases ce qui conduira a leur
autophosphorylation et a la phosphorylation de STAT-1 et STAT-2 (signal transducer and
activator of transcription 1 et 2) qui s’associeront alors en hétérodiméres (Platanias, 2005;
Randall & Goodbourn, 2008). Cette hétérodimérisation permet le recrutement de IRF-9 (IFN
regulatory factor-9) formant le complexe appelé ISGF3 (IFN stimulated gene factor 3)
(Horvath et al., 1996; Martinez-Moczygemba et al., 1997; Schindler & Darnell, 1995).
ISGF3 est un facteur de transcription qui apres translocation dans le noyau de la cellule
activera la transcription des ISG (IFN stimulated genes) par liaison a une séquence d’acides

nucléiques appelée ISRE (IFN stimulated response element) au niveau de leurs promoteurs.

A.3.2.4.2. Interféron de type I1

L’IFN-y est le seul représentant des IFN de type II. 1l est produit par les lymphocytes T et les
cellules NK activés. Son récepteur est constitué de sous-unités IFNGR1 et IFNGR2 (IFN
gamma receptor 1 et 2) elle mémes physiquement reliées a JAK1 et JAK2, respectivement.
Apres liaison de I’'IFN-y a son récepteur, JAKI et JAK2 vont phosphoryler STAT-1 ce qui
conduira a son homodimérisation. Cet homodimere est appelé GAF (IFN-y activated factor)
(Decker et al., 1991) et apres translocation dans le noyau, ce facteur de transcription activera
les genes ISG dont les promoteurs contiendront une séquence appelée GAS (IFN-y activated

sequence) (Lew et al., 1991).

A.3.2.4.3. Interférons de type 111

Décrit plus récemment, les interférons de type III regroupent les IFN-A1, -A2 et A3, également
connus sous les noms 1L-29, IL-28A et IL-28B. Comme les IFN de type I, les IFN de type I1I
sont produits dans la plupart des cellules mais plus particulierement les cellules épithéliales

en réponse a une infection. Apres liaison a leur récepteurs cellulaires hétérodimériques,

constitués par IL-10R2 (IL-10 receptor 2) et IFNLR (IFN-A receptor), la méme voie
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JAK/STAT que celle observée dans le cas des IFN de type I est déclenchée (Lew et al., 1991;
Meager et al., 2005; Zhou et al., 2007). D’autre part, les IFN de type III pourraient également
activer la voie des MAPK (Ank & Paludan, 2009).

A.3.2.4.4. Les genes stimulés par ’interféron

La production d’interféron entraine la transcription coordonnée de plusieurs centaines d’ISG.
Les protéines codées par ces genes peuvent avoir un impact direct sur la clairance virale,
conférer un état antiviral a la cellule, amplifier I’'immunité innée de la cellule ou faciliter la
mise en place de la réponse adaptative. Parmi les molécules ayant une activité antivirale
directe, nous pouvons citer la protéine kinase R (PKR : double strand RNA-activated protein

kinase), la 2°-5’ oligoadénylate synthétase (2°-5° OAS) et la molécule ISG15.

A.3.2.4.4.1. PKR :

Exprimée constitutivement dans la cellule, sa production va étre amplifiée par I’'IFN. Aprés
liaison a de I’ARN double brin, elle va s’activer par dimérisation et autophosphorylation. La
PKR active pourra phosphoryler elF2a (eucaryote translation initiation factor 2) entrainant
ainsi I’inhibition de toute synthése protéique cellulaire dont la synthése des protéines virales

(Balachandran et al., 2000; Garcia et al., 2006).

A.3.2.4.4.2. 2°-5" OAS :

Elle nécessite également sa liaison a de I’ARN double brin pour étre activée et synthétiser des
oligomeres d’AMP liés par un pont phosphodiester en 2°-5” a partir d’ATP. Ces oligomeres
activeront ensuite la RNAse L (latent ribonuclease) qui apres dimérisation clivera les ARN

simples brins cellulaires et viraux, inhibant ainsi la production de protéines (Silverman,

2007).

A.3.2.4.4.3. ISGI5 :
Ressemblant a I’ubiquitine (ubiquitin-like protein), ISG15 va se conjuguer a un grand nombre
de protéines dont IRF3, RIF-I, PKR et les stabiliser, empéchant leur dégradation et par

conséquence amplifier et prolonger leurs actions (Lu et al., 2006; Zhao et al., 2005).

A.3.2.4.5. VACYV et interférons

L’importance des IFN de type I dans le controle de I’infection a8 VACV a été démontrée par
I’augmentation de la mortalité¢ de souris qui ne possédaient pas de récepteurs IFNAR (van
den Broek et al., 1995). De méme, I’injection intrapéritonéale d’IFN de type I inhibe

drastiquement la réplication virale apres infection péritonéale (Rodriguez et al., 1991). Les
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interférons de type II jouent eux aussi un rdéle important dans I’infection. En effet,
I’administration d’anticorps anti-IFN-y résulte en une mortalité accrue des souris infectées
par le virus ectromélia appartenant a 1’espéce mousepox, virus dont la souris est un hote
naturel (Karupiah et al., 1993). Le role des IFN de type III est moins connu mais un effet
protecteur suite a I’infection intranasale de souris par VACV exprimant des IFN-A2 ou A3 a
été observé (Bartlett et al., 2005).

Au cours de I’évolution, des stratégies d’évasion immune ciblant la voie des interférons ont
été développées par les poxvirus, augmentant ainsi la virulence virale et soulignant leur role
de ces molécules dans le contrdle de l’infection. La glycoprotéine B8 de VACV, qui
ressemble par sa séquence aux IFNGR, est secrétée et inhibe I’action des IFN-y apres liaison
avec ceux-ci dans le milieu extracellulaire (Alcami & Smith, 1995). La protéine B18,
appartenant a la super famille des immunoglobulines, est un récepteur « leurre » des
interférons de type I, présente a la fois sur la membrane des cellules infectées et dans le
milieu extracellulaire (Colamonici et al., 1995; Symons et al., 1995). La protéine H1 de
VACYV est une phosphatase qui déphosphoryle STAT-1 et STAT-2 empéchant ainsi la
transduction du signal en réponse aux IFN. Elle est présente dans le virion et son action est

donc immédiate aprés I’infection (Mann et al., 2008; Najarro et al., 2001). (Figure 6).
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Figure 6: Les voies JAK/STAT et leurs inhibitions par les protéines du virus de la
vaccine (adapté de Smith et al., 2013).
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A4. Le virus de la vaccine: un outil pour étudier la mort

cellulaire.

A.4.1. La mort cellulaire

A.4.1.1. Définition

Si la définition du vivant peut poser des problémes notamment en ce qui concerne les virus,
la définition de la mort de la cellule, unité de base du vivant (Galluzzi et al., 2014a;
Mazzarello, 1999), peut s’avérer ¢galement problématique. La perte définitive des fonctions
vitales cellulaires est une définition de la mort cellulaire mais les criteres qui permettent
d’affirmer cet état définitif sont a préciser. En pratique, la mort cellulaire est avérée devant la
disparition définitive de la perméabilit¢ de la membrane plasmique ou devant la

fragmentation complete de la cellule (Galluzzi et al., 2014a).

A.4.1.2. La mort accidentelle

Elle survient lorsque la cellule subit des agressions externes extrémes qui peuvent étre
physiques (variations de températures ou de pressions), chimiques (détergents, variations du
pH) ou mécaniques (broyage, cisaillement). Cette mort est quasi immédiate et ne peut étre
prévenue par aucune intervention pharmacologique ou génétique et n’est donc pas I’objet

d’une approche thérapeutique ciblée (Green & Kroemer, 2005).

A.4.1.3. La mort cellulaire régulée

Par contraste avec la mort accidentelle, la mort cellulaire régulée implique 1’existence de
mécanismes moléculaires précis qui la gouvernent et la possibilité d’interférer avec celle-ci
par des interventions génétiques ou pharmacologiques. Cette mort cellulaire régulée peut étre
physiologique. Elle est observée, a grande échelle, dans le développement embryonnaire et
également dans de multiples processus biologiques impliqués dans le maintien de
I’homéostasie tissulaire ou la réponse immune par exemple (Delbridge et al., 2012; Taylor et
al., 2008). Cette entité de mort cellulaire régulée est appelée « mort cellulaire programmée »
par opposition a la mort cellulaire régulée provoquée par la modification de 1’environnement
cellulaire et notamment I’infection par des pathogenes. Elle est la conséquence de
I’incapacité cellulaire a rétablir 1’homéostasie cellulaire suite a ces changements des
conditions du milieu dans lequel évolue la cellule. La mort cellulaire régulée est souvent

divisée en deux phases distinctes. La premiere phase dite « d’initiation » est celle qui activera
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par transduction du signal la seconde phase dite « d’exécution » qui sera la phase effectrice

responsable biochimiquement de la mort cellulaire.

A.4.2. Les différents types de mort cellulaire régulée

Les premieres classifications de la mort cellulaire faisaient appel a des criteres
morphologiques. L’amélioration des techniques permettant la description biochimique de ces
morts cellulaires régulées a permis d’affiner leurs définitions et de révéler une complexité
plus importante qu’initialement entrevue. L’apoptose, la nécrose et la pyroptose représentent
les morts cellulaires régulées les mieux définies et les mieux établies. L’autophagie est un
mécanisme de protection de la cellule qui permet le maintien de I’homéostasie cellulaire,
notamment en réponse a une diminution en nutriments. Sur des criteres morphologiques,
I’autophagie était décrite comme la mort cellulaire de type II, associée a une vacuolisation
excessive du cytoplasme (Clarke, 1990; Schweichel & Merker, 1973). La mort cellulaire
régulée par autophagie (ou macroautophagie) n’est pas clairement établie et 1’autophagie
excessive ou dérégulée semblerait étre une conséquence d’autres morts cellulaires régulées,
apoptose et nécrose, et non une cause directe. La mort régulée par autophagie a été observée
dans des cellules déficientes pour I’apoptose (Bax -/-, BAK -/-) en réponse a des stimuli tels
une altération de ’ADN ou le stress du réticulum endoplasmique mais des données
physiologiques font toujours défaut (Degterev & Yuan, 2008; Shimizu et al., 2004; Ullman et
al., 2008). L’autosis, décrite récemment, serait une forme de mort cellulaire régulée par
autophagie mais ces conditions artificielles d’induction font débat (Liu & Levine, 2014;
Munoz-Pinedo & Martin, 2014). Pour ces raisons, I’autophagie ne sera pas décrite dans ce

travail comme un type de mort cellulaire régulée.
A.4.2.1. Apoptose

A.4.2.1.1. Définition

La description par Lockshin (Lockshin & Williams, 1965) en 1964 de la mort cellulaire
programmée des cellules musculaires chez les papillons utilisés pour la production de soie a
été un travail précurseur, suivi en 1972 par les travaux de Kerr, Wyllie et Currie qui ont pour
la premiere fois utilisé le terme « apoptose », signifiant chute des feuilles en grec ancien, pour
définir cette mort cellulaire programmée. L apoptose joue un role physiologique fondamental
dans le maintien de I’équilibre homeéostatique entre la prolifération cellulaire et la disparition
nécessaire de ces cellules. Ce mécanisme est impliqué dans le développement embryonnaire,

le renouvellement des tissus cérébraux ou des cellules impliquées dans la réponse
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inflammatoire, la cicatrisation, le vieillissement (Orrenius et al., 2003). Sa dérégulation peut
étre a l’origine de proliférations cancéreuses et de maladies dégénératives (Alzheimer,
Parkinson) (Norenberg & Rao, 2007). L apoptose est également un moyen de défense contre
les pathogenes, en particulier les virus (O'Brien, 1998; Tschopp et al., 1998). L’élimination,
par phagocytose, des corps apoptotiques néoformés, est une des raisons principales pour
laquelle I’apoptose est considérée comme immunologiquement silencieuse (Bellamy et al.,
1995). La définition morphologique de I’apoptose comportait la réduction du volume
cellulaire, la condensation de la chromatine en premier lieu au niveau de la membrane
nucléaire (marginalisation) puis au niveau du noyau dans sa totalité (pyknosis) conduisant a
sa fragmentation (karyorrhexis), 1’altération minimale des autres organites, 1’émergence de
« bulles » (blebbing) au niveau de la membrane plasmique et la fragmentation de la cellule en
corps apoptotiques ayant conservés 1’intégrit¢é membranaire (Kerr et al., 1972). Cette mort
cellulaire particuliere est dite de type I et a longtemps été€ considérée comme le seul type de
mort cellulaire régulée. Suite a I’amélioration des techniques, cette définition morphologique
est apparue insuffisante, pouvant mener a la confusion. Il est désormais recommandé de
s’appuyer sur des caractéristiques biochimiques pour définir le type de mort cellulaire régulée
et en particulier I’apoptose. D’aprés les recommandations du NCCD (Nomenclature
Committee on Cell Death), il est nécessaire, pour affiner la définition, d’associer ces
caractéristiques biochimiques aux effets obtenus suite a [’utilisation de composés
pharmacologiques ou a des interventions au niveau génétique. L’apoptose est ainsi définie
comme une mort cellulaire régulée dépendante des caspases (cystein-dependent aspartate-
specific acid proteases) entrainant 1’activation des caspases effectrices 3, 6 et 7. Les caspases
humaines et murines sont au nombre de 14 (Fan et al., 2005) et représentent une famille de
protéases extrémement conservée. Par ailleurs, 1’exposition de phosphatidylsérine sur la
surface externe de la membrane plasmique est souvent associée a 1’apoptose (Martin et al.,
1995) mais n’est pas observée dans tous les contextes (Segawa et al., 2014). 1l existe trois
voies majeures conduisant a I’apoptose : la voie extrinseéque, la voie intrinseque et la voie du

granzyme B. Toutes les trois convergent et activent les caspases effectrices.
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A.4.2.1.2. Les caspases

Les travaux sur Caenorhabditis elegans ont été les premiers a identifier et caractériser les
caspases comme des cystéine-protéases jouant un role majeur dans la mort cellulaire (Ellis &
Horvitz, 1986; Galluzzi et al., 2014b; Yuan et al., 1993; Yuan & Horvitz, 1990). Elles sont
exprimées largement dans les tissus sous forme inactivée (zymogene) et peuvent, une fois
activées, cliver les protéines au niveau des résidus acide aspartique, ce qui est une propriété
peu répandue parmi les protéases. Les caspases pour étre activées nécessitent ce clivage au
niveau de leur propre résidu acide aspartique, et cette activation d’une premiére caspase
entraine alors une cascade d’activations d’autres caspases, dans un processus finement régulé
prévenant le déclenchement aléatoire de I’apoptose (Nicholson, 1999; Slee et al., 1999a). Les
12 caspases humaines partagent des similarités de séquence protéique, de structure et de
spécificité de substrat. Les caspases sont des protéines a simple chaine, le zymogene
contenant un prodomaine N-terminal, une grande sous-unité et une petite sous-unité. Parmi
les caspases impliquées dans I’apoptose (et non dans I’inflammation comme les caspases 1, 4,
5 et 12), on distingue deux classes. La premiere regroupe les caspases dites initiatrices
(caspases 2, 8, 9, 10). Elles seront a I’origine des cascades d’activations d’autres caspases. Le
prodomaine N-terminal des caspases initiatrices est long et contient des motifs DED (death
effector domain) ou CARD qui sont des motifs d’interaction protéines-protéines nécessaires
pour le recrutement de ces caspases, entre elles ou via des protéines adaptatrices (Logue &
Martin, 2008). Les caspases effectrices (caspases 3, 6, 7) représentent le second groupe et
sont responsables des activités destructrices, responsables de la mort cellulaire et des
caractéristiques morphologiques de la cellule apoptotique. Leur prodomaine est court voire
absent. L’activation des zymogenes initiaux par autoactivation est possible du fait de leur
faible activité résiduelle qui peut étre suffisante lorsqu’une promiscuité soutenue est permise
(Adrain & Martin, 2001; Ashkenazi & Dixit, 1998; Salvesen & Dixit, 1999). Le clivage
protéolytique responsable de 1’activation des caspases aura lieu entre la grande et la petite
sous-unité qui s’associeront en hétérodimeres puis en hétérotétrameres actifs. On dénombre
plus de 400 substrats de ces caspases effectrices et la conséquence du clivage de chacun
d’entre eux n’est pas connue dans la plupart des cas (Luthi & Martin, 2007). Néanmoins,
’activation de trois protéines a été associée avec les changements morphologiques observés
pendant I’apoptose. La protéolyse de la kinase sérine/thréonine ROCK I (Rho associated
kinase I) est associée avec la fragmentation nucléaire et le blebbing membranaire (Coleman
et al., 2001; Croft et al., 2005). Le clivage de ICAD (inhibitor of CAD, caspase activated

DNAse) libére CAD qui est une nucléase qui initiera la fragmentation de I’ADN (Enari et al.,
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1998). Enfin le clivage de protéines structurales comme la vimentine, Gas2 et la plectine
contribuera aux modifications de la morphologie cellulaire au cours de 1’apoptose (Brancolini

et al., 1995; Byun et al., 2001; Nakanishi et al., 2001; Stegh et al., 2000).

A.4.2.1.3. La voie intrinséque de ’apoptose ou voie mitochondriale de I’apoptose

Cette voie de 1’apoptose est activée en réponse a divers stimuli parmi lesquels on peut citer
’altération de ’ADN, un choc thermique, un stress oxydatif et la détection de pathogenes, en
particulier des virus.

L’événement majeur associé au déclenchement de 1’apoptose par la voie intrinséque est la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (MOMP : mitochondrial outer
membrane permeabilisation) qui entralnera, entre autres, 1’efflux dans le cytosol du
cytochrome c. Ce relargage permettra 1’assemblage d’un complexe de haut poids moléculaire
dans le cytoplasme appelé « apoptosome » (Adrain & Martin, 2001; Cain et al., 2000; Wang,
2001). Présent sous forme monomérique dans le cytosol d’une cellule saine, le facteur Apaf-1
en présence de cytochrome ¢ et d’ATP s’oligomérisera pour former I’apoptosome, dont la
structure en roue, composée de sept molécules d’Apaf-1, recrutera et activera un nombre
équivalent de procaspases 9 (Cecconi et al., 1998). La caspase 9 sera responsable de
I’activation en aval de caspases exécutrices comme les caspases 3 et 7. La caspase 3 activera
a son tour les caspases 2 et 6 (Slee et al., 2001; Slee et al., 1999b). La perméabilisation de la
membrane externe de la mitochondrie est associée a une perte du potentiel transmembranaire
de la mitochondrie (Ay,,) et un arrét des processus énergétique et des fonctions de
biosynthese. Elle est régulée par les protéines de la famille Bcl-2 (Cory & Adams, 2002;
Petros et al., 2004) qui regroupe 17 membres. On distingue parmi celles-ci, les protéines
antiapoptotiques des protéines proapoptotiques. Elles possedent entre un et quatre domaines
BH (Bcl-2 homology). Les protéines antiapoptotiques contiennent toutes quatre domaines BH
(BH1, BH2, BH3, BH4) et presque toutes un domaine transmembranaire. Elles sont donc
typiquement associées a des membranes. Dans ce groupe on trouve Bcl-2, Bcl-xL (Bcl-2
related protein, long isoform), Bcl-w (Bcl-2 like 2 protein), Mcl-1 (myeloid leukemia cell-1),
Bcl2A1 et Bel-B. Parmi les protéines proapoptotiques, Bax, Bak et Bok contiennent trois
domaines BH (BH1, BH2 et BH3) et un domaine transmembranaire. On distingue enfin les
protéines proapoptotiques a domaine BH3 unique (BH3 only) qui contiennent ou non des

domaines transmembranaires : Bim, Bad, Bid, Puma, Noxa, HRK, Bmf et Bik. (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique des principales protéines Bcl-2 (adapté de Taylor
et al., 2008).

Bax et Bak ont des propriétés proapoptotiques redondantes. Bax est localisé dans le
cytoplasme, ou il est maintenu dans une configuration inactive, probablement du fait
d’interactions avec Bcl-2, Bel-xL et Mcl-1. Bak, protéine membranaire, est localisée dans la
membrane externe de la mitochondrie ou son activité proapoptotique est inhibée par des
protéines antiapoptotiques de type Bcl-2. Il faudra, suite a des signaux proapototiques, une
augmentation de la quantité de protéines a domaine BH3 unique proapoptotiques pour lever
I’inhibition par les molécules antiapoptotiques. Ces augmentations peuvent é&tre la
conséquence d’une augmentation de 1’activité transcriptionnelle des geénes en question (Puma
et Noxa sont transactivés par la protéine p53 suite a des altérations de I’ADN) ou la
conséquence de modifications post-traductionnelles (Bim, bad, Bid) (Puthalakath & Strasser,
2002). On peut distinguer, parmi les protéines proapoptotiques a domaine BH3 unique, les
activateurs et les dérépresseurs. Bad, Bik, Noxa et Puma, par exemple, sont des
dérépresseurs : ils n’activent pas directement Bax ou Bak mais neutralisent I’effet inhibiteur
des molécules antiapoptotiques. 1l a été montré que Bad interagissait avec Bcl-2 et Bcl-xL
mais pas Mcl-1 alors que I’inverse est vrai pour Noxa (Chen et al., 2005). Bid et Bim sont
eux considérés comme des activateurs directs de 1’oligomérisation de Bax et Bad pour former
des canaux dans la membrane externe de la mitochondrie entrainant la perméabilisation de la
mitochondrie (Kuwana et al., 2005). Dans tous les cas, I’activation de ces molécules
proapoptotiques crée un déséquilibre en leur faveur et 1eéve 1’inhibition de Bax et Bak par les

protéines Bcl-2 antiapoptotiques. (Figure 8).
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Le mécanisme de la perméabilisation de la mitochondrie n’est pas complétement ¢lucidé.
Deux modeles sont possibles. Le premier décrit la formation de larges canaux par assemblage
de Bax, Bak et éventuellement VDAC (voltage dependent anion chanel) sous forme d’homo-
ou d’hétéro-oligomeres au niveau de la membrane externe. L’augmentation de la perméabilité
qui en découle permettra aux protéines retenues dans 1’espace intermembranaire
mitochondrial s’échapper dans le cytoplasme (Kuwana et al., 2002; Wei et al., 2001). Dans
ce cas, la chute du potentiel de membrane n’est pas instantanée. Le second modéle est
responsable de 1’augmentation de la perméabilité membranaire de la mitochondrie par
augmentation de la perméabilité de la membrane interne. Ce phénomene est observé en cas
de surcharge en calcium ou en présence d’espéces réactives de I’oxygene (ROS, reactive
oxygen species) qui entrainent I’activation du PTPC (permeability transition pore complex)
dont la composition n’est pas complétement élucidée mais dont VDAC et ANT (adenine
nucleotide translocase) font partie (Galluzzi et al., 2008). Une fois le PTPC ouvert, il y a
perte instantanée du potentiel de membrane mitochondriale et la rupture des deux membranes
internes et externes suite au choc osmotique généré. Consécutivement, la libération des
composés présents dans 1’espace intermembranaire, dont le cytochrome ¢, se produira
(Zamzami et al., 2005). Si ce deuxieme modele semble étre régulé par des protéines de la
famille Bcl-2, ceci ne fait pas de doute pour le premier. Bcl-2 et Bcel-xL stabilisent les
membranes mitochondriales en inactivant par séquestration Bax, Bak et t-Bid (truncated Bid)
(Kim, 2005; van Delft & Huang, 2006). Elles auraient également un role inhibiteur dans la
formation du PTPC (Marzo et al., 1998; Shimizu et al., 1999).

Le cytochrome ¢ n’est pas le seul composé étre relargué suite a la perméabilisation de la
membrane mitochondriale. On trouve notamment deux autres facteurs proapoptotiques :
Smac (second mitochondrial-derived activator of caspase)/DIABLO (direct [AP-binding
protein with low pI) et HtrA2 (high temperature requirement)/Omi qui inhibent les inhibiteurs
de I’apoptose (IAP : inhibitors of apoptosis). Enfin, des effecteurs de mort cellulaire
indépendante des caspases sont également relargués. Il s’agit de AIF (apoptosis-inducing
factor), de I’endonucléase G et et de CAD (Li et al., 2001; Modjtahedi et al., 2006; Susin et
al., 1999). Leurs présences sont détectées tardivement, quand la cellule est déja engagée de
facon irréversible vers la mort. Ils sont tous les trois responsables de la fragmentation de
I’ADN en morceaux, CAD nécessitant son activation par la caspase 3 (Enari ef al., 1998; Joza

etal.,2001; Li et al., 2001).
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A.4.2.1.4. L’activation des caspases associée a un stress au niveau du réticulum
endoplasmique

La mort cellulaire peut étre engendrée par un stress du réticulum endoplasmique. Ce stress est
la conséquence de I’accumulation de protéines dont le repliement est imparfait ou d’une
perturbation de 1’homéostasie calcique. Il est suggéré que 1’apoptose observée suite a ce
stress soit dépendante de la voie d’activation mitochondriale puisque 1’activation des
caspases 9, 3, 6 et 7 a été rapportée. De méme, la surexpression de la protéine Bcl-2,
’utilisation de fibroblastes dépourvus de caspases 9 ou de Bax ou de Bak, préviendraient
cette activation (Ruiz-Vela et al., 2005). Bim pourrait jouer un rdle majeur dans le
déclenchement de 1’apoptose par voie mitochondriale suite a un stress du réticulum
endoplasmique car celle-ci est diminuée en 1’absence de cette protéine a domaine BH3

unique (Puthalakath et al., 2007).

A.4.1.2.5. La voie du PIDDosome

A T’origine, du fait de la présence de domaines CARD, la caspase 2 était envisagée étre une
protéine initiatrice. Cependant, aucune caspase n’est apparue comme étant un substrat de la
caspase 2 contrairement a Bid qui, apres clivage en t-Bid, entrainera la libération du
cytochrome ¢ de la mitochondrie (Guo et al., 2002). L’hypothése de 1’existence d’un
complexe d’activation de la caspase 2 similaire a celui de la caspase 9 (apoptosome) ou de la
caspase 8 (DISC, death-inducing signaling complex, décrit plus loin) a été formulée. Un
complexe appelée PIDDosome a ensuite été décrit. Ce complexe est formé par RAIDD (RIP-
associated ICH-1 (ICE (interleukine-1p converting enzyme/CED-3 (cell-death determining 3)
homologue 1 protein with a death domain) qui est une molécule adaptatrice et PIDD (p53-
inducible protein with a death domain) qui est une protéine permettant la formation et le
maintien de la structure du PIDDosome (Read et al., 2002; Tinel & Tschopp, 2004). La
formation du PIDDosome met en jeu des interactions entre les domaines de mort de RAIDD
et PIDD et les domaines CARD de RAIDD et de la caspase 2. Ce complexe observé en
cristallographie comporterait cinq PIDD et sept RAIDD permettant le recrutement et la
probable activation de sept molécules de caspase 2 (Park et al., 2007a). L’activation de la
caspase 3, en aval de I’apoptosome, serait un prérequis nécessaire a 1’activation de la caspase
2. Cette observation complique I’¢tude du réle de la caspase 2 (Slee et al., 1999b). Des études
complémentaires seront nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes d’action et
d’activation de la caspase 2 ainsi que les contextes dans lesquels celle-ci joue un rdle. (Figure

8).
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A.4.1.2.6. La voie extrinseque de ’apoptose

L’induction de cette voie est initiée par la liaison de ligands a des « récepteurs de mort »
transmembranaires, présents a la surface cellulaire, appartenant a la super famille des
récepteurs au TNF. Ces récepteurs possedent des domaines extracellulaires riches en cystéine
qui permettent 1’interaction avec les ligands et des domaines cytoplasmiques qui assureront la
transduction du signal. Ces domaines cytoplasmiques contiennent environ 80 acides aminés
et sont appelés des domaines de mort (DD : death domain) (Ashkenazi & Dixit, 1998). Parmi
les couples ligands/récepteurs, on peut citer FasL (Fas ligand)/FasR (Fas receptor aussi connu
sous le nom d’Apol ou CD95), TNF-a/TNFR1 (TNF receptor 1), Apo3L/DR3 (death receptor
3), Apo2L (aussi connu sous le nom de TRAIL, TNF-related apoptosis-inducing ligand)/DR4
et Apo2L/DRS5 (Ashkenazi & Dixit, 1998; Chicheportiche et al., 1997; Peter & Krammer,
1998; Rubio-Moscardo et al., 2005; Suliman et al., 2001). Que ce soit avec FasLL ou TNF-q,
la trimérisation des récepteurs est nécessaire pour la liaison des ligands. Une fois le ligand 1ié
a son récepteur, il y a recrutement au niveau cytoplasmique de protéines adaptatrices via leurs
domaines de mort (DD). Suite a la liaison de FasL, la protéine FADD (Fas-associated death
domain) est recrutée. Apres liaison du TNF-a a son récepteur, la protéine TRADD (TNF
receptor type 1-associated death domain) est recrutée. Elle permettra le recrutement ultérieur
de FADD et RIP-1 (Grimm et al., 1996; Hsu et al., 1995; Wajant, 2002). Les domaines DED
de FADD et la procaspase 8 permettront leur interaction, étape ultime de la formation du
complexe DISC (death-inducing signaling complex). La procaspase 10, tres proche de la
procaspase 8, peut également recrutée dans certains contextes (Sprick et al., 2002). Les
caspases 8 ou 10 seront activées par auto-clivage protéolytique des procaspases
correspondantes (Kischkel ef al., 1995). A ce moment, la phase d’exécution est déclenchée et
ces caspases pourront cliver la procaspase 3 en caspase 3 active. Cette transduction du signal
est un phénomene tres régulé, contr6lé par un polypeptide qui contient un pro-domaine
similaire a celui de la procaspase 8 mais qui ne possede pas de site actif protéasique : la
protéine c-FLIP (cellular FLICE inhibitory protein) peut se lier a FADD de fagon compétitive
et inhiber le recrutement de la procaspase 8, interrompant ainsi le signal (Earnshaw et al.,
1999; Scaffidi et al., 1999). De plus, il faut distinguer les types cellulaires ou la stimulation
des récepteurs de mort sera suffisante pour propager le signal de mort par activation directe
des caspases effectrices (Scaffidi e al., 1998). En effet, dans d’autres cellules (hépatocytes,
cellules B du pancréas par exemple), la quantité de caspase 8 activée n’est pas suffisante, a
elle seule, pour activer les caspases effectrices. Ceci s’explique par la quantité élevée de
protéines a activité ubiquitine-ligase, appelées XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis),
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présentes dans ces cellules. Les protéines XIAP empéchent 1’activation directe de la
procaspase 3 par la caspase 8 (Albeck et al., 2008; Jost et al., 2009). Dans ce cas, le signal
proapoptotique doit étre amplifié par activation de la voie mitochondriale de I’apoptose. Cette
amplification se réalise par clivage de la protéine Bid (Li et al., 1998; Luo et al., 1998),
protéine a domaine BH3 unique, dont la forme tronquée (t-Bid), correspondant au fragment
C-terminal, induira 1’oligomérisation de Bax et/ou Bak et au relargage du cytochrome c de la
mitochondrie consécutif. On explique aisément que dans ces cellules, contrairement aux
premiceres, 1’apoptose soit inhibée en présence de molécules antiapoptotiques de type Bcl-2
qui agissent au niveau mitochondrial. Enfin, le facteur mitochondrial Smac/DIABLO qui est
relargué suite a 1’activation de la voie mitochondriale de I’apoptose peut, par inhibition des
XIAP, augmenter la capacité de la caspase-8 a activer directement les caspases effectrices
(Adrain et al., 2001; Du et al., 2000). (Figure 8).

La voie extrinséque de 1’apoptose est particulierement importante dans la régulation du
nombre de lymphocytes dans le cadre du maintien de I’homéostasie du systéme immunitaire,
en s’assurant que le nombre de lymphocytes produits en réponse a un stimulus ne croisse pas

indéfiniment.

A.4.2.1.7. Activation des caspases par la voie du granzyme B

Cette voie d’activation des caspases nécessite le transfert de granules cytotoxiques des
lymphocytes T cytotoxiques ou des cellules NK a la cellule cible transformée ou infectée par
un virus (Trapani & Smyth, 2002). Ces granules contiennent la molécule perforine qui va
former un pore dans la cellule cible et permettre le passage des autres composés du granule
dans la cellule cible. Parmi ces composés, le granzyme B est une protéase qui clive les
protéines au niveau de leurs résidus acide aspartique (Odake et al., 1991; Poe et al., 1991),
suggérant sa capacité a activer les caspases directement. Le granzyme B et la perforine ne
sont pas les seuls constituants des granules mais il a été montré que la présence de ces deux
protéines €tait suffisante pour induire 1’apoptose (Waterhouse & Trapani, 2002). Les caspases
3,7, 8 et 10 sont des substrats directs du granzyme B (Adrain et al., 2005) mais 1’inhibition
de leur activité par un pan-inhibitor des caspases tel zZVAD-fmk (benzyloxycarbonyl-Val-
Ala-DL-Asp-fluoromethylketone) n’est pas cytoprotecteur et suggere la présence d’autres
cibles du granzyme B, différentes des caspases (Sutton et al., 1997). La protection fournie par
la surexpression de Bcl-2 implique une voie mitochondriale de I’apoptose engendrée par cette
voie (Chiu et al., 1995; Schroter et al., 1995). 1l a en effet ét€ montré que Bid est une cible

directe du granzyme B dont la forme tronquée viendra s’insérer dans la membrane
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mitochondriale et provoquera le relargage du cytochrome c¢ (Barry et al., 2000). Il a
également été précisé que la caspase 8 et le granzyme B clive Bid en des régions distinctes
(Sutton et al., 2000). (Figure 8).

Le granzyme A, relargué au méme moment que le granzyme B permettra 1’activation
d’ADNase et jouera un role dans la mort cellulaire. Cette voie est indépendante des caspases

et ne rentre donc pas dans la définition biochimique de 1’apoptose.
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Figure 8 : Représentation schématique des principales voies de I’apoptose (adapté de
Taylor et al., 2008).
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A.4.2.2. Nécrose régulée : la nécroptose

La nécrose cellulaire est associée a une perte rapide de I’intégrité de la membrane plasmique,
une dysfonction mitochondriale et la perte des organites. Elle a longtemps été considérée
comme une forme de mort cellulaire non régulée, définie négativement, en 1’absence de
criteres morphologiques typiques de 1’apoptose ou de I’autophagie. La classification en mort
cellulaire de type III était basée, a 1’époque, sur ces critéres morphologiques. Ce type de
mort, contrairement a 1’apoptose, est responsable de la fuite de DAMPs dont des modulateurs
de la réponse immune innée (HMGBI : high mobility groove box 1, IL-la, ATP, ADN
mitochondrial) qui propageront le signal de danger. Alors qu’il est connu, depuis les années
1980, que la nécrose pouvait étre induite par liaison du TNF-a a ses récepteurs dans certains
types cellulaires (Laster et al., 1988), il a fallu attendre 2005 pour que I’hypothése d’une
nécrose régulée pouvant étre inhibée par un agent pharmacologique soit confirmée. En effet,
la nécrostatine 1, une molécule inhibant I’activité kinase de RIP-1, prévient la nécrose
cellulaire en réponse au TNF-a associé a des inhibiteurs de caspases (Degterev et al., 2005;
Degterev et al., 2008; Degterev et al., 2013; Takahashi et al., 2012). Depuis lors, il a été
établi que la nécrose régulée jouait un rdle physiologique important, notamment dans le
développement embryonnaire mais aussi dans des contextes pathologiques (ischémie post

reperfusion, sepsis, neurotoxicité).

Le terme nécroptose est employé pour définir une forme de nécrose régulée qui est
dépendante de la kinase RIP-3 (Rebsamen et al., 2009). RIP-1 a tout d’abord été envisagée
comme un acteur indispensable dans cette voie. En effet, apres activation du récepteur au
TNF-a associée a I’inhibition pharmacologique des caspases, la nécroptose est inhibée suite a
I’action de la nécrostatine sur RIP-1. Cependant, il a été montré que RIP-1, via un domaine
d’interaction protéine-protéine appelé RHIM (RIP homotypic interaction motif), présent
également dans RIP-3, recrutait cette derniere (Cho et al., 2009; He et al., 2009; Zhang et al.,
2009). RIP-3 est nécessaire dans tous les cas a I’engagement dans la voie de la nécroptose,
contrairement a RIP-1. Le tronc commun a ’activation de cette voie est la formation d’un
complexe supramoléculaire appelé nécrosome (Vandenabeele et al., 2010), contenant au
moins RIP-3, plus ou moins RIP-1, qui va acquérir la capacité de phosphoryler la
pseudokinase MLKL (mixed lineage kinase domain-like) (Murphy et al., 2013; Sun et al.,
2012). En plus de RIP-1, les deux autres protéines pouvant appartenir a ce complexe grace a
leur domaines RHIM sont TRIF et DAI/ZBP1 (Z-DNA binding protein) (He et al., 2011;
Rebsamen et al., 2009). Si PGAMS5 (phosphoglycerate mutase family member 5) a été
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considéré comme un effecteur indispensable en aval de MLKL en provoquant la
fragmentation de la mitochondrie dépendante de DNMIL (dynaminl-like) (Wang et al.,
2012), il semble que cela soit contredit par des travaux qui mettent en évidence que les
absences de PGAM-5 ou de la mitochondrie n’empéchent pas le réle pronécroptotique de
MLKL (Murphy et al., 2013; Tait et al., 2013). Deux autres modes d’action de MLKL ont été
suggérés récemment. Le premier nécessiterait la formation d’oligoméres de MLKL a la
membrane plasmique qui pourrait rompre 1’homéostasie cellulaire en déclenchant un influx
d’ions calcium et potassium (Cai et al., 2014b; Chen et al., 2014). Le second est hypothétique
et correspondrait a la production de ROS par des enzymes d’oxydo-réduction (NOXI,
NADPH oxydase 1) au niveau de la membrane plasmique par MLKL (Vanden Berghe et al.,
2014).

L’engagement typique dans la voie de la nécroptose est consécutif a 1’activation du récepteur
au TNF-a en présence d’une inhibition de la caspase 8. Ce récepteur est un régulateur qui
peut, en fonction des conditions, déclencher la voie NF-xB, 1’apoptose extrinseque ou la
nécroptose. Suite a I’engagement du TNFR1 par son ligand, un complexe I est formé et li¢ a
la partie intracellulaire du récepteur. Ce complexe est formé par TRADD, RIP-1, TRAF2 et
cIAP 1/2 (cellular TAP 1 et 2). RIP-1 est polyubiquitiné par LUBAC et cIAP1/2 qui sont des
E3 ubiquitin ligases, empéchant RIP-1 de se lier a la procaspase-8. La voie NF-kB sera alors
activée (Silke & Meier, 2013; Varfolomeev et al., 2006; Vince et al., 2009). La
déubiquitynilation de RIP-1 par CYLD (cylindromatosis), 1’inhibition des cIAP ou la
diminution des quantités de cFLIP (inhibiteur de la caspase 8) entrainent la formation du
complexe Ila cytosolique (le ripoptosome). A ce niveau, FADD s’associe a RIP-1 par ses
domaines de mort (DD) pour ensuite recruter et activer la procaspase 8 (Cho et al., 2009; He
et al., 2009; Wang et al., 2008a). La caspase 8 activée, en clivant RIP-1, RIP-3 ou CYLD
inhibe le signal nécroptotique et la cellule s’engage dans 1’apoptose. Lorsque la caspase 8 est
inhibée ou absente, il y a alors formation du complexe IIb (nécrosome) comprenant RIP-1,
RIP-3 et MLKL qui engagera la cellule dans la voie nécroptotique (Khan er al., 2014). Les
TLR 3 et 4, localisés dans I’endosome pour les premiers ot ils détectent I’ARN double brin et
a la membrane plasmique pour les seconds ou ils détectent le LPS (lipopolysaccharide),
peuvent recruter RIP-1 par I’intermédiaire de TRIF qui comporte un domaine RHIM. En
fonction de la présence de caspase-8 ou non, il y aura formation du ripoptosome ou du
nécrosome. De méme, DAI, aprés détection d’ADN double brin (Cytomégalovirus) peut

activer ces deux voies. (Figure 9).
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A.4.2.3. Pyroptose ou mort cellulaire dépendante de la caspase 1

La pyroptose est une mort cellulaire régulée proinflammatoire, dépendante de la caspase 1.
Morphologiquement, la pyroptose partage des caractéristiques propres a la fois a 1’apoptose
et a la nécrose: perte rapide de I’intégrit¢é membranaire, gonflement du cytoplasme,
fragmentation de ’ADN. La pyroptose a ¢été originellement décrite dans des macrophages
infectés par Salmonella typhimurium (Hersh er al., 1999). La caspase 1, autrefois connue
sous le nom de ICE, appartient au groupe des caspases inflammatoires et n’est pas nécessaire
pour la voie apoptotique. Présente dans le cytosol sous forme de procaspase 1 inactive,
I’activation de la caspase 1 nécessite la formation d’un complexe macromoléculaire appelé
inflammasome, complexe formé en réponse a une agression de la cellule (voir chapitre sur les
NLR.). Les principaux inflammasomes sont NLRC4 (NACHT, LRR and CARD domains-
containing proteins), NLRP1 et NLRP3 (NACHT, LRR and PYD domains-containing
proteins) et AIM2 (Figure 10). N’appartenant pas a la famille des NLR décrits
précédemment, il est important de signaler que I’inflammasome AIM?2 détecte I’ADN double
brin microbien ou viral via son domaine se liant a I’ADN, HIN200 (hematopoietic interferon-
inducible nuclear antigens with 200 amino-acid repeats). AIM2 appartient aux protéines de la
famille PYHIN (pyrin and HIN domain-containing protein). Il détecte en particulier I’ADN
du virus de la vaccine (Fernandes-Alnemri et al., 2009; Hornung et al., 2009). En réponse a
des signaux de danger, l’inflammasome se formera par interaction entre des régions
homotypiques de ses composants. Grace une molécule adaptatrice, le plus souvent ASC, la
procaspase | sera recrutée dans ce complexe. L’interaction entre ASC et la procaspase 1 met
en jeu des domaines CARD. La promiscuité induite dans ce complexe permettra le clivage
autoprotéolytique de la procaspase 1 en caspase 1. Celle-ci sera active apres association en
tétramere de deux petites et deux grandes sous-unités. La caspase 1 convertira le précurseur
inactif de ’IL-1p en IL-1B mature qui jouera un role proinflammatoire bien décrit dans la
réponse aigué engendrant I’inflammation, la vasodilatation, I’hyperthermie et I’extravasation
des cellules immunes. Il est important de noter que la production de pro-IL1-f est limitée
dans les cellules au repos et que sa transcription est stimulée par activation des TLR et
activation de la voie NF-xB (Dinarello, 2009). L’activation de la caspase 1 permet également
le clivage de pro-IL-18 en IL-18 active proinflammatoire, qui en collaboration avec I’IL-12
stimulera la production d’IFN-y par les cellules Thl, les cellules NK et les lymphocytes T
cytotoxiques. L’IL-33 est une cytokine importante pour la réponse Th2. Elle est également
considérée comme « cytokine intracellulaire » car elle se lie a I’ADN nucléaire pour réguler

la transcription (Carriere et al., 2007). L’IL-33 est inactivée par clivage par la caspase 1.
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La maturation ou I’inactivation de cytokines par la caspase 1 ne sont pas requises pour
I’exécution du programme de mort cellulaire (Sarkar et al., 2006), contrairement a la caspase
1 qui, une fois activée, peut engendrer la pyroptose. La formation de pores de 1.1 a 2.4
nanometres dans la membrane plasmique, sous la dépendance de la caspase 1 active, est
responsable d’un déséquilibre des gradients ioniques provoquant I’influx d’eau dans la
cellule, son gonflement et 1’éclatement de la membrane qui entralnera le relargage de
composés proinflammatoires (Bergsbaken & Cookson, 2007; Fink er al., 2008; Fink &
Cookson, 2006). L’ ADN est ¢galement clivé durant la pyroptose mais I’ADNase responsable
de cette observation n’a pas identifiée. L’implication de CAD, comme observée au cours de
I’apoptose, a été exclue (Watson et al., 2000). Les caractéristiques de ce clivage de I’ADN
sont différentes de celles observées au cours de 1’apoptose. Si on observe une condensation
nucléaire, I’intégrité du noyau est maintenue, ce qui n’est pas le cas pendant 1’apoptose. Le
clivage de I’ADN et la lyse cellulaire sont tous les deux dépendants de la caspase 1 mais la
lyse cellulaire est indépendante du clivage de I’ADN (Fink & Cookson, 2006). D’autres
mécanismes pouvant étre associés a la pyroptose ont été suggérés comme la dégradation du
cytosquelette d’actine (Edgeworth er al., 2002) et la dégradation des cIAP (Wickliffe et al.,
2008). Des études complémentaires seront nécessaires pour confirmer leurs implications. On
ne dénombre pas moins de 40 substrats de la caspase 1. Leurs potentiels roles dans le
déclenchement de la pyroptose ne sont pas déterminés.

Au total, I’activation de I’inflammasome est responsable d’une activité proinflammatoire
pouvant conduire a la mort cellulaire appelée pyroptose (Bauernfeind & Hornung, 2013). Une
activation exagérée de la caspase 1 est associée a des pathologies telles I’infarctus du
myocarde, 1’ischémie cérébrale, des maladies neurodégénératives, des maladies
inflammatoires de D’intestin et le choc septique (Bergsbaken et al., 2009). L’inhibition
pharmacologique de la caspase 1 ou sa délétion génétique permet de protéger de
I’inflammation et de la mort cellulaire associées a ces maladies (Duprez et al., 2009). Si cela
reste a confirmer, il est proposé que jusqu’a un certain niveau d’activation, la caspase 1 initie
des réponses de survie cellulaire, de controle de la croissance bactérienne et stimule la
production de cytokines inflammatoires. En revanche, lorsque les niveaux d’activation de la
caspase 1 sont trop élevés, elle peut entrainer des processus inflammatoires pathologiques et

la mort cellulaire par pyroptose. (Figure 11).
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A.4.3. Inhibition de la mort cellulaire : exemples de modulation par les

virus a ADN

A.4.3.1. Apoptose

Le déclenchement de 1’apoptose par une cellule infectée par un virus représente un des
mécanismes de défense antivirale parmi les plus anciens. Alors que la mort cellulaire peut
étre bénéfique pour la dissémination du virus dans les stages tardifs de I’infection, il est
primordial pour les virus d’éviter une mort cellulaire prématurée qui interviendrait avant que
le cycle viral soit achevé. Au cours de I’évolution, différentes stratégies d’inhibition de

I’apoptose par les virus se sont mises en place.
A.4.3.1.1. Exemples d’inhibition de I’apoptose par des protéines virales de type Bcl-2

A.4.3.1.1.1. Protéine E1B-19K des adénovirus.

Le role de cette protéine dans 1’apoptose et le maintien de la réplication virale fut I'un des
premiers a étre décrit (White er al, 1991). E1B-19K inhibe de nombreux stimuli
apoptotiques : 1’activation de p53 par une autre protéine de I’adénovirus, E1A ; I’apoptose
extrinseque apres liaison de TNF, de TRAIL ou de Fas a leurs récepteurs membranaires
(Huang et al., 1997; Perez & White, 1998; Tollefson et al., 2001) ; ’apoptose intrinseque
induite par la surexpression de Bax (Han et al., 1998). E1B-19K se localise au niveau de la
membrane mitochondriale ou il séquestrera Bax et Bak (Cuconati et al., 2002; Han et al.,
1996a). Les protéines Bak et Bik ont notamment été découvertes grace a leurs interactions
avec E1B-19K (Farrow et al., 1995; Han et al., 1996b). En plus d’un domaine
transmembranaire, E1B-19K possede des domaines BH1, BH2 et BH3 dont les parties les
plus conservées parmi les sérotypes d’adénovirus sont aussi présentes chez Bcl-2. La

surexpression de Bcl-2 complémente 1’absence de E1B-19K et permet la réplication virale en

I’absence de celle-ci (Chiou et al., 1994; Cuconati & White, 2002).

A.4.3.1.1.2. Protéines vMIA (viral mitochondrial inhibitor of apoptosis) du cytomégalovirus.

Codée par I’exon 1 du géne UL37 du cytomégalovirus, vMIA est nécessaire a la réplication
virale et inhibe comme E1B-19K différents stimuli apoptotiques au niveau mitochondrial
(Goldmacher, 2002; Goldmacher et al., 1999). Parmi d’autres fonctions antiapoptotiques,
vMIA recrute Bax au niveau de la mitochondrie et inhibe son activité proapoptotique. Des
analyses in silico ont révélé que vMIA ressemblait a Bcl-xL. Cependant, les interactions

seraient de nature électrostatique entre VMIA et les régions BH2 et BH3 de Bax. Cette région
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d’interaction étant absente de Bak, vMIA, contrairement a Bcl-xL, n’interagit pas avec elle
(Arnoult et al., 2004; Pauleau et al., 2007). Localisée a une position similaire dans le génome
du CMV murin, la protéine m38.5 bloque 1’apoptose en recrutant Bax au niveau de la

mitochondrie pour empécher ’activation de 1’apoptose par Bax (Arnoult et al., 2008).

A.4.3.1.1.3. Protéine vIBO (viral inhibitor of Bak oligomerisation) du cytomégalovirus murin
L’ORF m4l1.1 code pour une petite protéine localisée a la mitochondrie. Elle inhibe
I’oligomérisation de Bak et I’induction de I’apoptose consécutive (Cam et al., 2010). L’action
complémentaire de VMIA et vIBO suggere des fonctions non redondantes de Bax et Bak au

cours de I’infection virale.

A.4.3.1.1.4. Protéines antiapoptotiques des gamma-herpesvirus :

La protéine BHFRF1 du virus Epstein-Barr (EBV) est une protéine homologue de Bcl-2 et,
de ce fait, présente des propriétés antiapoptotiques en réponse a une grande gamme de stimuli
(Kawanishi, 1997; Marshall et al., 1999; McCarthy et al., 1996; Tarodi et al., 1994). Elle est
exprimée tot au cours du cycle viral et n’est plus exprimée, ni nécessaire, une fois la phase de
latence observée chez ces virus installée (Altmann & Hammerschmidt, 2005). Elle colocalise
avec Bcl-2 au niveau de la membrane externe mitochondriale (Henderson et al., 1993;
Hickish et al., 1994). Contrairement a Bcl-2 ou Bcl-xL, elle n’est en revanche pas capable de

séquestrer ni d’inhiber les protéines a domaine BH3 unique (Su et al., 2006).

Codée par I’ORF18, la protéine KSBcl2 (Kaposi sarcoma-associated Bcl-2) du virus HHV-8
bloque 1’apoptose aussi efficacement que Bcl-2 ou Bel-xL (Cheng et al., 1997). Sa structure
est tres semblable a Bcl-2 bien que de 1égeres différences I’empéchent de se dimériser avec
elle-méme ou d’autres membres de la famille Bcl-2. Elle échappe, pour cette raison, a une

régulation négative par des membres proapoptotiques de cette famille (Huang ez al., 2002).

La protéine K7 d’HHV-8 posseéde une homologie limitée avec Bcl-2 et se rapproche plus
structurellement de la protéine survivin qui appartient a la famille des IAP. K7 inhibe aussi
bien I’apoptose extrinséque qu’intrinseque. Elle permettrait I’inhibition des caspases par Bcl-
2 en établissant un « pont » entre ces protéines : d’un coté, elle lie la caspase 3 par son
domaine BIR (baculovirus IAP repeat), de I’autre elle lie Bcl-2 par son domaine BH2 (Wang
et al., 2002).
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La protéine cytoplasmique M11 du YHV-68 murin (y-herpes virus 68 murin) est exprimée tot
dans le cycle viral lytique de 1’infection in vitro et son expression est détectée pendant la
phase de persistance virale in vivo (Roy et al., 2000; Wang et al., 1999). Elle contient un
domaine BH1 mais pas de domaine BH2 et ressemble donc peu a Bcl-2. Malgré cela, elle
peut inhiber 1’apoptose induite par Fas ou le TNF-a ainsi que prévenir la toxicité de Bax chez
la levure. Son domaine BH3 serait capable de séquestrer des peptides provenant des
domaines BH3 de Bak et Bax (Loh et al., 2005). Son role serait plus important dans
I’établissement de la persistance et l’infection chronique que dans la phase aigué de

I’infection (Gangappa et al., 2002).
A.4.3.1.2. Autres stratégies virales d’inhibition de I’apoptose

A4.3.1.2.1. La protéine vICA (viral inhibitor of caspase 8 induced apoptosis) du
cytomégalovirus

Codée par le gene UL36 du cytomégalovirus humain, vICA inhibe I’apoptose extrinseque
induite par Fas en se liant au prodomaine de la caspase 8 de maniere constitutive. vVICA ne se
lie pas a FADD et, en ce sens, est différent de c-FLIP. Ce recrutement de la procaspase 8 par
vICA empéche son clivage protéolytique. Le clivage de Bid et I’activation de la voie
intrinséque qui en découle sont inhibés en amont par vICA. Bien qu’il soit établi que VICA ne
soit pas indispensable a la réplication virale in vitro, son role dans la pathogénie de I’infection
virale serait de prévenir la clairance immunologique des cellules infectées par les
lymphocytes T cytotoxiques et les lymphocytes NK (McCormick et al., 2003; Skaletskaya et
al., 2001).

A.4.3.1.2.2. L’ARN B2.7 du cytomégalovirus

Au cours de I'infection a CMV, un ARN de 2700 bases interagit avec le complex I de la
chalne respiratoire mitochondriale et prévient le relargage de la sous-unit¢ GRIM-19 de ce
complexe. Il en résulte que le potentiel membranaire de la mitochondrie est stabilisé et que la
production d’ATP est maintenue, améliorant ainsi la survie cellulaire et permettant au virus

d’accomplir son cycle viral (Reeves et al., 2007).

A.4.3.1.2.3. Les protéines de |’unité de transcription E3 des adénovirus
Les sous-unités virales a, E3-10.4K, et B, E3-14.5K, des adénovirus, forment RID (receptor
internalisation and degradation complex). RID inhibe I’apoptose extrinseéque en déclenchant

I’internalisation et la dégradation lysosomale des récepteurs de morts localisés a la membrane

82



plasmique (TNFR, Fas, TRAIL) (Chin & Horwitz, 2005; Elsing & Burgert, 1998; Tollefson
etal.,2001).

A.4.3.2. Nécroptose

La protéine vIRA (viral inhibitor of RIP activation) du cytomégalovirus murin (MCMYV) est
le seul exemple décrit a ce jour. La synthese de cette protéine codée par le gene M45 du
MCMYV explique que I’inhibition de la caspase 8 par le MCMYV ne sensibilise pas les cellules
infectées a une mort accrue induite par le TNF-a (Mack et al., 2008; Sridharan & Upton,
2014). En effet, vIRA, via un domaine RHIM, se lie de maniere spécifique a RIP3, inhibant
ainsi la formation du complexe moléculaire responsable de la nécroptose. La mutation du
domaine RHIM de viRA atténue séverement le virus aussi bien chez les hotes compétents
qu’immunodéprimés. Cette atténuation a totalement disparu lorsque ce mutant a été utilisé
pour infecter des hotes chez qui RIP3 était absent (RIP3 -/-). Ceci a démontré, sans détour,
que I’inhibition de la nécroptose dépendante de RIP3 est fondamentale pour I’infection a
MCMYV (Upton et al., 2008; 2010). 11 a par la suite été montré que cette induction de la
nécroptose €tait indépendante de RIP1 mais faisait intervenir DAIL. Apres avoir détecté le

virus, DAI s’associe a RIP3 via son domaine RHIM (Kaiser et al., 2008; Upton et al., 2012).

A.4.3.3. Pyroptose
La protéine M013 du virus myxoma et la glycoprotéine 013L du virus rabbit fibroma se lient
a ASC et inhibent I’activation de I’inflammasome (Dorfleutner et al., 2007; Johnston et al.,

2005). En plus d’agir sur la maturation de I’IL-1p, elles inhibent également sa transcription

(Rahman et al., 2009).
La protéine Orf63 d’HHV-8 en interagissant avec NLRP1 et NLRP3 inhibe I’activation de

I’inflammasome permettant au virus d’établir la phase de latence en échappant a la réponse

immune (Gregory et al., 2011; Rathinam et al., 2012).
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A.4.4. Inhibition de la mort cellulaire par les virus de la vaccine.

A.4.4.1. Les protéines de type Bcl-2

A44.1.1 F1

F1, protéine précoce de 26 kDa, codée par le gene F1L, est largement conservée parmi les
souches du virus de la vaccine. FPV039 (fowlpox virus 039) est un orthologue de F1 chez ce
virus qui touche les oiseaux (Banadyga et al., 2007). Suite aux travaux démontrant que
I’infection par la souche VACV Copenhagen (qui n’exprime pas B13, inhibiteur de VACV de
la voie extrinséque de I’apoptose, voir plus loin) pouvait inhiber 1’apoptose intrinséque,
I’existence d’un inhibiteur viral de cette voie a été supposée (Wasilenko et al., 2001). En
tirant profit de virus possédant de larges délétions dans leurs génomes (vv811 et vv759), la
protéine F1, exprimée ectopiquement, a ét€ identifiée comme cet inhibiteur. Les mémes
travaux ont montré que sa localisation cellulaire était uniquement mitochondriale et que sa
séquence ne présentait aucune homologie avec les protéines Bcl-2 (Wasilenko et al., 2003).
Les caractérisations suivantes ont établi que F1 se localisait dans la mitochondrie grace a un
motif d’ancrage présent dans son domaine C-terminal et que cette localisation était
indispensable a son activité antiapoptotique (Stewart er al., 2005). Ultérieurement, son
interaction avec la protéine Bak, et non avec la protéine Bax, a été montrée. Cette interaction
empéche I’oligomérisation de Bak et le relargage du cytochrome c apres infection virale,
prévenant ainsi I’apoptose (Fischer et al., 2006; Postigo et al., 2006; Wasilenko et al., 2005).
Peu apres, l’interaction de F1 avec Bim a été également confirmée et ’inhibition de
I’apoptose par cette interaction nécessitait la présence de Bax, mais pas Bak. Ce résultat
suggére que par cette liaison avec Bim, F1 inhibe aussi indirectement 1’activation de Bax et
son recrutement au niveau de la mitochondrie (Taylor et al., 2006). De maniere inattendue, la
cristallisation de F1, malgré 1’absence d’homologie de séquence, a révélé que F1 était une
protéine de type Bcl-2 (Kvansakul et al., 2008). Par des études de liaison in vitro, les
interactions avec Bim et dans une moindre mesure avec Bak ont été confirmées et ont permis
de conclure que F1 était un nouvel exemple d’homodiméere de type Bcl-2. Elles ont
également permis de suggérer que Bim se liait a F1 comme il le fait avec Bcl-xL ou Mcl-1.
Une étude a en effet proposé que F1, plus stable, se substitue a Mcl-1 suite a I’infection par
VACV (Campbell et al., 2010). Des travaux récents ont résolu les structures de F1 en
complexe avec Bak ou Bim. Ils ont révélé qu’un dimere de F1 pouvait recruter deux

molécules de Bak ou Bim au niveau du sillon classique des protéines Bcl-2. Les auteurs ont
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également généré, par mutagénese basée sur ces structures, un grand nombre de virus VACV
ou F1 conservait ou non sa capacité a lier Bim, Bak ou les deux. Ils ont pu conclure que la
séquestration de Bim au cours de I’infection virale serait la cause principale de I’inhibition de
I’apoptose au cours de I’infection par VACV (Campbell et al., 2014).

En 2009, F1 a été décrit comme un inhibiteur direct de la caspase 9 et de la formation de
I’apoptosome. F1 inhibe a la fois ’activité et 1’activation de la caspase 9, ce qui n’avait été
décrit chez aucun autre inhibiteur des caspases. F1 peut donc neutraliser 1’apoptose a deux
étapes distinctes, faisant de cette protéine la premiere protéine de type Bcl-2 a inhiber une
caspase (Yu et al., 2011; Zhai et al., 2010).

Enfin, en 2013, la liaison et I’inhibition de NLRP1 par F1 ont été montrées. L’absence de F1
dans des cultures de macrophages infectées augmente I’activation de la caspase 1, entrainant
une sécrétion d’IL1-B plus importante. La présence d’un hexapeptide dans F1 est responsable
de sa liaison a NLRP1 et un virus contenant F1 sans I’hexapeptide a été généré. Dans un
mode¢le d’infection intranasale de souris, la virulence de VACV est moins importante quand
F1 est absent du virus faisant de cette protéine un facteur de virulence. Les auteurs ont
montré que la méme diminution de virulence était observée en utilisant un virus exprimant
une protéine F1 capable d’inhiber I’apoptose mais incapable de lier NLRP1. Ils ont observé
une inflammation plus précoce au niveau pulmonaire, en réponse a I’infection virale avec un
virus incapable d’inhiber NLRP1. La régulation de I’inflammasome pourrait donc jouer un
role plus important que I’apoptose dans la pathogénicité du virus dans ce modele (Gerlic et

al., 2013). (Figure 12).

A.4.4.1.2. N1

Egalement largement conservée parmi les souches du virus de la vaccine, cette protéine de 14
kDa, exprimée tot au cours du cycle viral forme un homodimere et adopte elle aussi un
repliement de type Bcl-2 (Aoyagi et al., 2007; Bartlett et al., 2002; Cooray et al., 2007). Elle
posseéde un sillon dont I’interface permet I’interaction avec les protéines proapoptotiques Bid
et Bad et il a été montré qu’elle inhibait 1’apoptose (Cooray et al., 2007; Maluquer de Motes
et al., 2011). De plus, in vitro, ’interaction avec des peptides contenant le domaine BH3 des
protéines proapoptotiques Bid, Bim et Bak a été établie (Aoyagi et al., 2007). Une étude a
montré que N1 n’interagissait pas avec Bax (Banadyga et al., 2009) et une autre n’a pas pu
reproduire le caractere antiapoptique de cette protéine (Postigo & Way, 2012). Néanmoins,
un travail de mutagénese de N1 a montré que la perte de la capacité a lier Bid et Bad corrélait

avec la perte de I’activité antiapoptotique de la protéine (Maluquer de Motes et al., 2011). N1
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inhiberait également les voies NF-kB et IRF3 en se liant au complexe IKK et TBK-1
(DiPerna et al., 2004). Cependant, d’autres auteurs, s’ils ont confirmé le role de N1 dans ces
voies, suggerent que I’inhibition de la voie NF-kB aurait lieu au niveau du complexe TAK-1
et non IKK. La perte des fonctions antiapoptotiques par mutagénése n’affecte pas ces
propriétés. Les souches de VACYV, dans lesquelles N1 a été retirée, sont moins virulentes
chez la souris apres infection intranasale (Bartlett et al., 2002; Billings et al., 2004; Jacobs et
al., 2008; Kotwal et al., 1989). Dans un mod¢le d’infection intradermale, N1 s’est aussi
révélée étre un facteur de virulence puisque le virus n’exprimant pas ce géne donnait des
Iésions plus petites que celui I’exprimant et les titres viraux obtenus a partir des tissus
infectés étaient également plus faibles (Bartlett ef al., 2002; Jacobs et al., 2006; Tscharke &
Smith, 1999). De plus, il a ét€ montré que la virulence du virus était davantage dépendante de
I’inhibition de I’immunité innée que de 1’inhibition de 1’apoptose par N1 (Maluquer de Motes
et al., 2011). Enfin, il a récemment été établi que cette protéine était ubiquitinée en plusieurs

sites au cours de I’infection virale (Maluquer de Motes et al., 2014). (Figure 12).
A.4.4.2. Les protéines de type non Bcl-2

A4.4.2.1. BI3

B13 (SPI-2, serpin inhibitor 2) appartient a la famille des serpines qui sont des inhibiteurs de
protéines a sérine inhibant plusieurs protéases impliquées dans I’inflammation, 1’activation
du complément et la coagulation sanguine (Carrell et al., 1987). La présence d’homologues
de ces serpines dans les génomes des poxvirus a été établie (Boursnell et al., 1988; Kotwal &
Moss, 1989; Pickup et al., 1986; Smith ef al., 1989b) et la protéine CrmA (cytokine response
modifier A), présent chez le virus Cowpox, a été décrite initialement de maniere intensive.
Les travaux sur CrmA ont été¢ a I’origine d’avancées majeures dans le domaine de la mort
cellulaire. Tout d’abord, il a ét¢ montré que I’absence de CrmA pouvait étre responsable d’un
syndrome inflammatoire hémorragique chez des ceufs fertilisés et infectés par le virus
cowpox (Pickup et al., 1986). Suite a ces travaux, CrmA a été identifiée comme un inhibiteur
de ICE (interleukine-1B converting enzyme), équivalent chez les nématodes de CED-3,
désormais appelée caspase 1 (Ray et al., 1992). Cette inhibition de la caspase 1, qui était, a
I’époque, la seule cible de CrmA connue, a laissé penser pendant quelques années que cette
caspase et la production d’IL-1PB, conséquence de son activation par Fas ou TNF-a, était
I’effecteur majeur de 1’apoptose par voie extrinseque observée. ICE ¢était également
incriminée dans la mort cellulaire neuronale chez les nématodes car CrmA pouvait la

prévenir (Enari et al., 1995; Gagliardini et al., 1994; Los et al., 1995; Miura et al., 1995;
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Tewari & Dixit, 1995). Ces travaux ont clairement montré que bien qu’homologue des
serpines, CrmA avait également une action sur une autre famille de protéines, les caspases, et
qu’elle inhibait 1’apoptose. Apreés des travaux montrant que la souche WR de VACYV,
contrairement a la souche Copenhagen, pouvait inhiber 1’apoptose induite par Fas
(Heinkelein et al., 1996), la caractérisation de B13 (codée par le géne B13R), homologue de
CrmA (92% d’homologie) chez le virus de la vaccine, a permis d’établir que cette protéine
précoce de 38,5 KDa n’était pas exprimée par toutes les souches de VACV. Elle est absente
des souches Copenhagen, Tashkent, Lister et Tian Tian mais présente chez VACV WR. La
délétion de ce gene n’a pas d’effet sur la croissance du virus in vitro. Dans un modele
d’infection intranasale de souris, son absence n’entraine aucune différence de pathogénicité
(Kettle et al., 1995). Les capacités antiapoptotiques de B13 ont ensuite été confirmées, aussi
bien dans un modele d’infection virale qu’apres expression ectopique (Dobbelstein & Shenk,
1996). Les travaux suivants ont démontré la capacité de B13 a inhiber la production d’IL-1
mais ils ont également prouvé que 1’inhibition de I’induction de la fieévre chez la souris était
plutdt due au récepteur viral de I’IL-1B (B15) qu’a B13 (la contribution des cellules infectées
dans 1’établissement de la fievre était peu importante) (Kettle et al., 1997). Ce n’est qu'une
fois que la voie de signalisation en aval des récepteurs de mort a été disséquée (Boldin et al.,
1996; Chinnaiyan et al., 1995; Chinnaiyan et al., 1996; Hsu et al., 1996; Hsu et al., 1995) que
la caspase 8 (FLICE) et son inhibition par CrmA a été décrite (Muzio et al., 1996; Srinivasula
et al., 1996). C’est donc cette action sur la caspase 8, et non sur la caspase 1 qui explique le
role de CrmA dans I’inhibition de I’apoptose. Aprés qu’il ait été décidé d’uniformiser la
nomenclature pour les caspases (Alnemri et al., 1996), des travaux ont établi le spectre
d’action de CrmA. Malgré quelques controverses principalement dues aux différences dans
les essais employés, il est accepté que CrmA, et par extension B13, sont des inhibiteurs a
large spectre des caspases, avec un effet sur les caspases 1, 4, 5, 8, 9 et 10 (Ekert et al., 1999;
Garcia-Calvo et al., 1999; Nicholson, 1999; Turner et al., 2000; Zhou et al., 1997).

Plus récemment, du fait de sa capacité a inhiber fortement la caspase 8, son rdle dans
I’induction de la nécroptose a été démontré. B13 est a la fois un inhibiteur (apoptose) et un
inducteur de mort cellulaire (nécroptose) (Cho et al., 2009; Polykratis et al., 2014; Whilding
et al., 2013). (Figure 12).
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A.4.4.2.2. B22

B22 (SPI-1, serpin inhibitor 1, géne B22R chez la souche VACV Western Reserve et C12L
chez la souche VACV Copenhagen) appartient comme B13 a la famille des serpines. Sa
présence dans les génomes des poxvirus a été établie en méme temps que B13 (Boursnell et
al., 1988; Kotwal et al., 1989; Pickup et al., 1986). B22 est une protéine précoce de 40 Kda et
est homologue a 46% avec CrmA (Smith et al., 1989b). Elle a été détectée dans tous les
orthopoxvirus testés, c'est-a-dire : le virus cowpox, le virus rabbitpox, les souches VACV
WR, Copenhagen, Taskent, Tian Tian, Lister, Wyeth, IHD-J et IHD-W (Kettle et al., 1995).
De plus, le gene B22R est également présent dans deux souches de virus de la variole
(Massung et al., 1993; Shchelkunov et al., 1993) et dans le virus ectromélia (dont les especes
murines sont 1’héte naturel) (Senkevich er al., 1993), suggérant un réle important dans
I’infection virale in vivo. Cependant, comme pour B13, la délétion de ce géne n’a pas entrainé
de différence dans la croissance du virus in vitro et, dans le modele d’infection intranasale de
souris, aucune différence de pathogénicité n’a été observée en son absence (Kettle et al.,
1995). Ce géne n’a pas été intensivement étudié. Deux études utilisant le virus rabbitpox ont
montré que ce gene était important pour la restriction d’hote et que sa délétion entrainait
I’apoptose de cellules de rein de porc (pig kidney, PK-15) ou des cellules A549 de carcinome
humain pulmonaire (Ali et al., 1994; Brooks et al., 1995). De plus, en utilisant les virus
rabbitpox et cowpox, une €équipe a montré que 1’abrogation totale de la voie extrinseque de
I’apoptose requérait les deux protéines, B13 et B22, dans certaines cellules (Macen et al.,
1996). En revanche, les premiers travaux montrant le role de B13 dans l’inhibition de
I’apoptose extrinséque n’ont pas pu mettre en évidence le méme role pour B22 (Dobbelstein
& Shenk, 1996). Enfin, ni B22, ni B13, n’inhibent la présentation de I’antigéne aux
lymphocytes T cytotoxiques (Blake et al., 1995). (Figure 12).

A.4.4.2.3. GAAP (golgi anti-apoptotic protein)

Le géne E6L du virus camelpox code pour cette protéine qui est retrouvée chez seulement 3
des 16 souches du virus de la vaccine étudiées pour ce gene dont les souches Lister et Evans
(Gubser & Smith, 2002). GAAP viral (vVGAAP) a un orthologue humain (hGAAP) avec qui il
partage 73% des acides aminés. hGAAP est tres conservé parmi tous les eucaryotes et
appartient a la famille des TMBIM (transmembrane Bas inhibitor-containing motif) dont BI-1
(Bax inhibitor 1) est le représentant (Gubser et al., 2007). BI-1 est une protéine du réticulum
endoplasmique et inhibe 1’apoptose induite par Bax, la staurosporine mais pas Fas (Bolduc et

al., 2003; Chae et al., 2003; Xu & Reed, 1998). GAAP est tres hydrophobique et présente six
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domaines transmembranaires (Carrara et al., 2012). 1l se situe au niveau de 1’appareil de
Golgi et forme un canal a ions calcium impliqué dans plusieurs processus cellulaires. GAAP
s’oligomérise (Saraiva et al., 2013b), module les flux de calcium des modules intracellulaires
(de Mattia et al., 2009) et favorise 1’adhésion cellulaire et la migration par la stimulation du
SOCE (store operated calcium entry) et des calpain 2 (Saraiva et al., 2013a). vGAAP n’est
pas nécessaire a la réplication virale et est un facteur de virulence. vVGAAP inhibe a la fois
I’apoptose intrinséque et extrinséque (Gubser et al., 2007). La régulation de I’apoptose par
I’appareil de Golgi n’est pas usuellement décrite et la découverte de cette fonction grace a
cette protéine virale peut amener a considérer cet organite avec plus d’intérét dans la

régulation de la mort cellulaire régulée. (Figure 12).

A44.24. E3

Le gene E3L de VACV code pour 2 protéines, p25 et p20, appelées E3 (Watson et al., 1991).
Ces protéines sont exprimées précocement au cours du cycle viral (Yuwen et al., 1993) et
sont incorporées dans les virions (Murcia-Nicolas ef al., 1999). Parmi ses fonctions, E3 a été
décrite comme un facteur de restriction d’hote et est nécessaire a la réplication de VACV
dans plusieurs lignées cellulaires (Beattie et al., 1995). E3 est un facteur de virulence car sa
délétion du virus entraine une pathogénicit¢é moins importante dans un modele d’infection
intranasale de souris (Brandt & Jacobs, 2001). E3 a de nombreux effets biologiques. Parmi
eux, le plus important est la modulation de la réponse IFN, en inhibant les protéines
dépendantes d’une liaison a I’ARN double brin pour étre actives, comme PKR et la 2°-5’
OAS (Chang et al., 1992; Rivas et al., 1998). PKR, parmi ses nombreuses activités (Garcia et
al., 2006; Marchal et al., 2014) est notamment décrite comme un inducteur de 1’apoptose.
Plusieurs voies d’activation de D’apoptose par PKR ont été suggérées. Tout d’abord,
I’activation de la voie NF-kB serait impliquée dans 1’apoptose déclenchée par PKR,
probablement en induisant 1’expression de la protéine p5S3 (Gil et al, 1999). Ensuite,
I’apoptose déclenchée par PKR mettrait en jeu principalement FADD et la caspase 8 bien que
le mécanisme précis ne soit pas élucidé, d’autant que les récepteurs de mort ne sont pas
nécessaires a cette mort déclenchée par PKR (Balachandran et al., 1998; Gil & Esteban,
2000). L’expression de PKR induirait également I’expression de protéines proapoptotiques
telles Fas et Bax (Balachandran et al., 1998). Enfin, la formation de 1’apoptosome est
observée dans la mort déclenchée par PKR et celle-ci est inhibée par I’expression de
protéines Bcl-2 (Gil et al., 2002). Le role de E3 comme inhibiteur de 1’apoptose a été

rapporté initialement dans des cellules Hela infectées avec VACV possédant ou non le géne
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E3L (Lee & Esteban, 1994) puis confirmé par d’autres études (Garcia et al., 2002; Kibler et
al., 1997). E3, via son domaine C-terminal, a la capacité de lier et séquestrer I’ARN double
brin (Davies et al., 1993). E3 inhibe également PKR par une interaction directe conduisant a
la formation d’un hétérodimere (Romano et al., 1998; Sharp et al., 1998). En conclusion, bien
que PKR soit sans aucun doute a I’origine de la mort cellulaire et qu’elle soit inhibée par E3,
les mécanismes d’induction de cette mort cellulaire apparaissent comme étant multifactoriels

et difficiles a disséquer. (Figure 12).

Granzyme B pathway

Perforin
E g. ‘ W ‘. igi ﬁ §m 000, 000,
‘ i
O 000,00, Oﬁ. @ OO0 00000
“ Intrinsic apoptosis:
PIDDOSOME: BH3-Onl
Active caspase 2 O proieinsy
B . l
l K—Granzyme B Bik
Bid tBid Bad HRK
. — Active - ! . L Puma L
( ) Bim
caspase 8 .
-
o 5 2"
Ca2+ Active
Efflux caspase 3/7 Procaspase 3/7

‘4_ Q Diablo

“NBax/Bak-%

L °
AN\ N o © o e—(Cytc
"N - / channels o®
Golgi : . / : @ ,'
apparatus P N\ +ATP Apaf-1
' 2 - ‘ ?
APOPTOSIS . —y Active

/\caspase 9 Apoptosome (‘3 Procaspase 9 F—
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B. Partie expérimentale.
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B.1. Objectifs du travail

Le virus de la vaccine exprime plusieurs molécules antiapoptotiques. Cette redondance
fonctionnelle observée in vitro, mais pas in vivo, complique I’étude de ces protéines vis-a-vis
de leurs fonctions dans I’apoptose. Les protéines B13, F1, GAAP et N1 sont celles qui ont été
le mieux définies et sont celles que nous allons étudier dans ce travail. Leurs propriétés ont
été étudiées individuellement. La plupart du temps, lorsqu’un contexte d’infection virale a été
utilis€ dans ce but, des virus VACV dans lesquels ces genes avaient été supprimés
individuellement ont été utilisés. La redondance fonctionnelle des molécules antiapoptotiques
a rendu nécessaire 1’utilisation de drogues pour lever I’inhibition résiduelle conférée par les
protéines antiapoptotiques restantes. Aucune ¢tude de leur contribution relative a I’inhibition
de I’apoptose n’était disponible avant ce travail. En premier lieu, nous avons décidé de
développer des approches qui nous permettraient de comparer les protéines antiapoptotiques
de VACV dans un méme systeme expérimental. Dans un deuxieéme temps, nous avons voulu
tirer profit d’'une souche de VACV déficiente, vv811, dérivée de la souche Copenhagen.
Cette souche ne contient pas les 4 molécules que nous allons comparer, offrant un outil
intéressant pour s’affranchir de la redondance fonctionnelle. Ce virus sera utilisé dans un
premier temps sur des cellules exprimant les molécules antiapoptotiques de VACV in trans.
Enfin, des travaux de mutagénese de cette souche nous permettront de pouvoir comparer la
protection apportée par ces molécules de VACV vis-a-vis de I’apoptose apres expression par
le virus lui-méme. Afin d’obtenir un modele d’induction de I’apoptose proche de la réalité
physiologique, nos systemes utilisant vv811 nous permettront de s’affranchir de la nécessité

d’utiliser des drogues pour induire ce phénomene.

Ces travaux ont été acceptés pour publication dans la revue Journal of General Virology en
aolt 2014 sous le titre : « Analysis of the anti-apoptotic activity of four vaccinia virus
proteins demonstrates that B13 is the most potent inhibitor in isolation and during viral

infection. » (Veyer et al., 2014) (Annexe 1).

Ces travaux ont également fait 1’objet d’une présentation orale lors du congres de 'TUMS

(International Union of Microbiological Societies) en aofit 2014 a Montréal.
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B.2. Matériels et méthodes

B.2.1. Biologie moléculaire

B.2.1.1. PCR haute-fidélité

Elles ont été réalisées pour amplifier des produits nécessaires a la création de nouveaux
vecteurs, a partir d’ADN déja présent au laboratoire (plasmide ou ADN viral). Le volume de
chaque réaction était de 50 uL et le mix comprenait 10 ng d’ADN a amplifier, 5 pL de
solution tampon 10X (HiFi buffer, Invitrogen), 2 mM de MgSO4, 0,2 mM de dNTP
(désoxynucléotide triphosphate), 0,2 uM de chaque amorce, amont et aval, et 1 unit¢ d’ADN
polymérase (Taq HiFi, Invitrogen). Le programme d’amplification consistait en une phase de
dénaturation de 5 minutes a 95°C, une phase d’amplification composée de 30 a 35 cycles (30
secondes a 95°C, 30 secondes a 50-55°C et 1 minutes/kb a 68°C) et enfin une phase

d’¢élongation de 5 a 10 minutes a 68°C.

B.2.1.2. PCR de screening

Elles ont été réalisées sur des cultures bactériennes ou sur des extraits d’ADN viral. Le
volume de chaque réaction était de 20 pL et le mix comprenait 1 pL. d’ADN a amplifier, 4 pL
de solution tampon 5X (GoTaq buffer, Promega), 2 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP, 0,2 uM
de chaque amorce, amont et aval, et 1 unit¢ d’ADN polymérase (GoTaq, Promega). Le
programme d’amplification consistait en une phase de dénaturation de 5 minutes a 95°C, une
phase d’amplification composée de 30 a 35 cycles (30 secondes a 95°C, 30 secondes a 50-
55°C et 1 minutes/kb a 72°C) et enfin une phase d’¢longation de 5 a 10 minutes a 72°C.

Les produits de PCR, mélangés a un tampon de charge (DNA loading buffer 5X, Bioline), ont
¢été séparés dans des gels contenant entre 0,8 et 2% d’agarose dans un tampon TAE (40 mM
de Tris, 20 mM d’acide acétique, ImM d’EDTA) comportant du Syber Safe (Invitrogen,
10X), a un voltage compris entre 90 et 120V. IIs ont ensuite été révélés par exposition a une
lumiere ultraviolette pouvant provenir du systtme Chemi Doc (Biorad) et analysés avec le

programme Quantity One (Biorad).
B.2.1.3. Extraction d’ADN

B.2.1.3.1. A partir de colonies bactériennes pour screening apres clonage
Afin de vérifier la présence d’un plasmide d’intérét apres clonage et transformation, les

colonies ont été cultivées dans 1 mL de milieu LB (Luria Broth), contenant 1’antibiotique
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approprié. Apres une heure de culture, a 37°C et sous agitation, 1 pL de la culture était
ajoutée au tube de PCR prét pour I’amplification, I’extraction d’ADN se réalisant pendant la

premiere étape a 95°C in situ.

B.2.1.3.2. A partir de gel d’agarose, de cultures bactériennes pour miniprep ou maxiprep

Apres avoir découpé la bande d’ADN d’intérét d’un gel d’agarose ou bien cultivé, a 37°C
pendant 16 heures et sous agitation, un clone bactérien dans un milieu LB (entre 2 et 8§ mL
pour les miniprep, 250 mL pour les maxiprep), contenant 1’antibiotique approprié, les kit
Qiagen adaptés a chaque protocole ont été utilisés suivant les instructions du fournisseur :
QIAquick gel extraction kit, Hispeed mini ou Maxi plasmid kit. L’ADN, si besoin, était

conservé a -20°C.

B.2.1.3.3. A partir de cellules eucaryotes infectées par des virus

Apres 48 heures d’infection dans un puits d’une plaque 96 puits, le milieu était retiré, les
cellules lavées une fois avec du PBS et un mix de 50 pL contenant au moins une unité de
protéinase K pour 100 uL (Proteinase K de Tritirachium album, Sigma, tampon Hi-Fi 10X,
Invitrogen, diluée en fonction du volume final nécessaire) était ajouté au puits. Ce mélange
était ensuite congelé une fois pour faciliter la rupture des membranes cellulaires puis chauffé
a 56°C pendant 20 minutes et 65°C pendant 15 minutes. 2 uL de cette préparation €taient

utilisés comme échantillon pour les PCR de screening.

B.2.1.4. Quantification d’ADN

L’absorbance des préparations d’ADN et leur concentration étaient obtenues en utilisant le
spectrophotometre NanoDrop ND1000 (Labtech international). Les ratios absorbance a
260/280 et absorbance a 260/230 permettaient d’évaluer la qualit¢ des préparations,

considérées idéales si les ratios étaient supérieurs a 1,8.

B.2.1.5. Digestion de plasmides ou des produits de PCR par des enzymes de restriction

Les endonucléases appropriées ont été utilisées. Chaque réaction se déroulait dans un volume
final de 20 pL contenant 1 a 2 unités d’enzyme par ug d’ADN dans la solution tampon
recommandée par le fournisseur d’enzyme (Roche ou NEB). L’incubation a 37°C durait entre
1 et 3 heures. L’ADN était purifié apres résolution dans un gel d’agarose pour les plasmides

et pour les produits de PCR en utilisant le kit de purification de produits de PCR de Qiagen.
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B.2.1.6. Déphosphorylation des extrémités 5’ des vecteurs apreés digestion
L’ADN digéré était incubé a 37°C pendant 1 heure avec 1 unité de phosphatase alcaline
d’intestin de veau (CIP, calf intestinal phosphatase, Biolabs) pour prévenir la ligation du

vecteur sur lui-méme. La réaction était stoppée par incubation 15 minutes a 65°C.

B.2.1.7. Ligation des inserts a leurs vecteurs

Les ligations se déroulaient dans un volume final de 10 puL contenant un ratio 3:1 d’inserts
par rapport au vecteur linéarisé, 1 unité de T4 DNA ligase (Roche), et le buffer T4 DNA
ligase 10X (Roche). Le mix de ligation était incubé 16 heures a 4°C.

B.2.1.8. Transformation des bactéries compétentes

5 pL de produit de ligation servaient a transformer 50 uL. de bactéries compétentes E. Coli
XL-10 Gold (Agilent). Le mélange ligation-bactéries apres 20 minutes dans la glace était
soumis a un choc thermique a 42°C pendant 45 secondes et replacé aussitot dans la glace
pendant 5 minutes. Ce mélange additionné de 200 pL. de milieu LB sans antibiotique était
ensuite cultivé 1 heure a 37°C sous agitation (phase de récupération), avant d’étre ensemencé

sur une gélose de LB contenant I’antibiotique approprié et placé a 37°C pendant 16 heures.

B.2.1.9. Séquencage ADN

Les échantillons d’ADN purifié a séquencer étaient envoyés au Department of Biochemistry,
University of Cambridge, qui dispose d’un Applied Biosystems 3730x] DNA analyser.
L’analyse des séquences a été obtenue grace au logiciel FinchTV (Geospiza, Inc). Les
amorces utilisées pour le séquencage étaient soit les amorces de PCR soit des amorces

génériques spécifiques des vecteurs, disponibles dans le service de séquencage.

B.2.1.10. Oligonucléotides utilisés

La plupart des oligonucléotides utilisés au cours de ce travail sont répertoriés dans le tableau
2.
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Name Sequence RE sites ORF

DV07 GTATTATGGAGCTAATGGITCCACTGCTGAACAGCTATC BI3R
DV08 GATAGCTGTTCAGCAGTGGAACCATTAGCTCCATAATAC BI3R
DV09 GACGCGGCCGCGTTGTCGATGITTATGTG Not1+G FIL

DV10 GACTCTAGACTCGAGITATCCTATCATGTATTTGAG Xbal+Xhol FIL

DV1l GACGCGGCCGCGGATATCTTCAGGGAAATCG Not1+G BI3R
DVI12 GACTCTAGACTCGAGTTAATTAGITGTCGGAGAG Xbal+Xhol BI3R
DV27 GACTCTAGACTCGAGTITAACAATTAGITGICGGAGAG Xbal+Xhol BI3R
DV28 GACGAATTCACTAGTATGGACTACAAGGATGACGATGAC EcoRI+Spel Bcl-2+BcIXlI n-Flag
DV29 AGACGAAAGGGCCTCGTGATA Puc13-Eco-GFP
DV30 AACTTGIGGCCGITTACGTC Puc13-Eco-GFP
DV35 ACGGAGCTCGCCCGGGGATCTGTTTACAAAAATG Sacl; Xmal Tmpk LF+promoter
DV36 ACGCCCGGGTCTAGAAGCGGATCCGTCACTGTTCTTTATGATTC Xmal; Xbal; BamHI Tmpk LF+promoter
DV37 GACGGATCC ATGAGGACTCTACTTATTAG BamHI NI

DV38 GACGGATCCTTATTTTTCACCATATAGATC BamHI NI

DV43 CTTAGATAATAAACAATAGTATAGGATAATTTTTTTTAACACGG FIL FR right
DV44  AAATTATCCTATACTATTGITTATTATCTAAG FIL FR left
DV45 GCAGAATTC GGTCTGGICTGICCCTAAAAGG EcoRI FIL FR left

Tableau 2 : Oligonucléotides utilisés
(RE: restriction enzyme; FR: right flanking region; FL: left flanking region).

B.2.2. Culture cellulaire

B.2.2.1. Entretien des cellules

Les cellules HEK 293T (human embryonic kidney with SV40 T antigen), U2-OS (human
osteosarcoma), BSC-1 (African green monkey epithelial cell line of kidney origin), CV-1
(African green monkey kidney fibroblast) ont ét€é entretenues dans un milieu DMEM
(Dubelcco’s modified Eagle’s medium) complété avec 10% de sérum de veau feetal (SVF)
inactivé 1 heure a 56°C et un mélange antibiotique contenant de la pénicilline et de la
streptomycine (50 pg/mL). Les cellules HeLa (human cervical cancer) ont été entretenues
dans un milieu MEM (minimum essential medium) complété avec 10% de sérum de veau
feetal inactivé, un mélange antibiotique contenant de la pénicilline et de la streptomycine
(50ug/mL), 2mM de L-glutamine et la dilution appropriée d’acides aminés non essentiels
(Sigma, 100X). Les cellules RK-13 (rabbit kidney) ont été entretenues dans le méme milieu
que les HeLa sans ajout d’acides aminés essentiels. Toutes les cellules étaient incubées a

37°C dans un incubateur (Heraeus) humide sous une concentration en CO, de 5%.
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B.2.2.2. Transfection d’ADN

B.2.2.2.1. Transfection calcium-phosphate

Les cellules étaient ensemencées la veille pour atteindre un degré de confluence de 50% le
jour de la transfection. Le milieu de culture était échangé avec du milieu frais 1 heure avant
I’ajout du mix de transfection. La quantité d’ADN transfectée était dépendante de la taille du
contenant : 5 ug pour une surface de 55 cm?, 1,5 ug pour une surface de 9.4 cm’. A la
premicre quantité étaient ajoutés 450 puL d’eau et 50 pL de CaCl, a la concentration de
2,5mM avant une incubation de 20 minutes a température ambiante. A la seconde quantité
¢taient ajoutés 67,5 uL d’eau et 7,5 pL de CaCl, a la concentration de 2,5mM avant une
incubation identique. Un volume d’HBS (280mM NaCl, 10 mM KClI, 1,5 mM Na,HPOy, 12
mM de glucose, 50 mM d’HEPES, pH=7,05) équivalent a chaque volume de départ était
alors ajouté avant une incubation de 12 a 15 minutes a température ambiante. Ce mix était
ensuite ajouté par gouttes aux cellules avant de replacer ces derni¢res dans 1’incubateur a

COa,. Si besoin, le milieu était changé apres 24 heures.

B.2.2.2.2. Transfection avec TransIT LT-1 (Mirus) ou PEI (polyethyleneimine, 1 mg/mlL)

Les cellules étaient ensemencées la veille pour atteindre un degré de confluence de 50 a 70%
le jour de la transfection. Le mix de transfection était préparé en mélangeant la quantité
appropriée d’ADN avec de ’OPTIMEM (50 pL par pg d’ADN) puis par ajout du réactif de
transfection (2 uL par ug) avant mélange bref par vortex. Apres une incubation de 20 a 30
minutes, le volume nécessaire de milieu contenant 2% de sérum de veau feetal était ajouté. Le
milieu des cellules était retiré puis était ajoutée la quantité adéquate de milieu mélangé au

mix aux cellules avant de les réincuber.

B.2.2.3. Obtention de lignées cellulaires polyclonales par transduction

Pour la production des lentivirus, des cellules HEK 293T, dans une flasque de 25 cmz, ont été
transfectées par une des techniques précitées avec 1,86 pg de plasmide d’empaquetage
(p8.91), 1 pg de plasmide codant pour la protéine VSV-G (vesicular stomatitis virus
glycoprotein) d’enveloppe du lentivirus (pMDG) et 2,86 ng de vecteur lentiviral
bicistronique contenant d’une part le géne d’intérét mais aussi un gene codant pour la EGFP
(enhanced green fluorescent protein). Le milieu des cellules était changé apres 24 heures puis
collecté a 48 heures et/ou 72 heures. Le milieu collecté était alors centrifugé 5 minutes a 1200
tours/minutes avant d’étre pass€ au travers d’un filtre de 45 um. Ce surnageant ainsi traité,

additionné ou non de polybrene (Sigma) a la concentration de 4 ug/mL, servait alors a
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remplacer le milieu de culture de cellules U2-OS confluentes a 85%. Ces cellules étaient ou
non spinoculées 1 heures a 1500 tours/minutes avant d’étre réincubées. Les cellules positives
pour la GFP, apres quelques jours de croissance, étaient triées par le service de triage des
cellules du département de Pathology, Université de Cambridge, avec un MoFloMLShigh-
speed (Beckman Coulter) pour obtenir une population cellulaire la plus proche possible de
100%. Les cellules pouvaient alors servir pour les expériences et/ou €tre conservées par
congélation avec 10% de DMSO (dimethyl sulfoxide) et 90% de sérum de veau fcetal. Les
genes d’intérét utilisés ont été les genes viraux BI3R, FIL, GAAP, N1, le géne cellulaire Bcl-
xL (controle positif pour I’inhibition de 1’apoptose). Le plasmide ne contenant que le gene

codant pour la EGFP a été utilis€ comme contrdle négatif (empty vector, EV).
B.2.3. Analyse des protéines

B.2.3.1. Préparation des lysats cellulaires

Apres 2 lavages avec du PBS froid, les cellules, sur une surface froide (glace), étaient
détachées par grattage dans un volume appropri€é de tampon de lyse (50 mM Tris-HCl,
pH=7.5, 100 mM NaCl, 1% CHAPS et un comprimé d’inhibiteurs de protéases (Roche)). Les
cellules étaient alors collectées dans un tube eppendorf puis laissées a 4°C pendant 30 a 40
minutes en rotation avant centrifugation pendant 20 minutes a 14000 g. Le lysat clarifié était

alors transféré dans un tube eppendorf propre et stocké a -20°C.

B.2.3.2. SDS-PAGE (sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

Les lysats cellulaires additionnés de tampon de charge dénaturant 6X (50 mM Tris-Hcl
pH=6,8, 2% SDS, 10% de glycérol, 0,1% de bleu de bromophénol, 100 mM de B-
mercaptoéthanol) étaient portés a ébullition pendant 5 minutes avant de les charger sur un gel
de polyacrylamide divisé en deux parties. La partie supérieure est un gel de concentration
permettant aux protéines un départ simultané (stacking gel : 125 mM Tris-HCl, pH=6,8, 5%
acrylamide, 0,1% SDS, 0,1% persulfate d’ammonium, 0,1% TEMED) ; la partie inférieure
permet la résolution des protéines en fonction de leur taille (375 mM Tris, pH 8,8, 12%
acrylamide, 0,1% SDS ; 0,1% persulfate d’ammonium, 0,1% TEMED). Les protéines étaient
séparées dans ce gel par application d’un courant compris entre 90 et 120 volts dans un

tampon SDS (25 mM Tris-HCI, 250 mM glycine, 0,1% de SDS).
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B.2.3.3. Immunoblots

Apres migration dans le gel, les protéines étaient électro-transférées sur une membrane de
nitrocellulose (Hybond ECL, Amersham) dans un tampon de transfert (25 mM Tris-HCl, 250
mM glycine, 20% de méthanol) a I’aide d’un systéme de transfert semi-sec (Biorad) pendant
38 minutes a 21 volts. Une fois le transfert effectué, la membrane était récupérée et bloquée
pendant 1 heure, a température ambiante, avec du PBST (PBS, 0,1% tween) contenant 5% de
lait. La membrane était alors incubée pendant la nuit, a 4°C, avec ’anticorps primaire dilué a
la concentration appropriée dans du PBST + 5% de lait. Apres 3 lavages au PBST, I’anticorps
secondaire conjugué a un fluorophore (IRDye, Li-COR) était ajouté dans du PBST + 5% de
lait avant incubation pendant une heure a température ambiante. Apres 3 lavages au PBST et
un au PBS, la membrane était séchée et analysée en utilisant un systéme d’analyse d’images
par infrarouge Odyssey (Li-COR Biosciences), permettant une analyse semi-quantitative de
I’intensité des bandes protéiques par intégration du signal. Les anticorps primaires utilisés
pour ce travail ont été un anti-tubuline (souris, Upstate Biotech), un anti-FLAG (souris,
Sigma), un anti-PARP-1 (souris, Cell Signalling), des anticorps anti-protéines de VACV
décrits précédemment : anti-D8 (Parkinson & Smith, 1994), anti-A49 (Mansur et al., 2013),
anti-B13 (Kettle et al., 1995), anti-F1 (Postigo et al., 2006), anti-N1 (Bartlett ez al., 2002).

B.2.3.4. Immunofluorescence

Les cellules a étudier étaient ensemencées sur des lamelles de verre. Au moment désiré, les
cellules étaient lavées 3 fois dans du PBS froid puis fixées avec une solution a 4% de
paraformaldéhyde dans 250 mM d’HEPES (incubation 5 minutes sur glace et 15 minutes a
température ambiante). Apres 3 lavages au PBS, les groupes aldéhydes libres étaient
quenchés avec une solution d’ammonium chloride a 50 mM dans du PBS pour éviter des
phénomenes d’autofluorescence. Apres 3 lavages au PBS, les cellules étaient perméabilisées
avec une solution de PBS contenant 0,1% de Triton X-100 pendant 5 minutes. Apres lavage,
le blocage des cellules s’effectuait par addition d’une solution de PBS contenant 5% de sérum
de veau feetal (blocking buffer) pendant 30 minutes & température ambiante. Les lamelles
sont ensuite déposées sur une goutte de 70 pL d’anticorps primaire dilué dans du blocking
buffer pour une incubation de 90 minutes en chambre humide. Apres 3 lavages au blocking
buffer, une incubation de 90 minutes sur une goutte de 70 uL d’anticorps secondaire était
effectuée. Les lamelles étaient ensuite lavées 2 fois dans du blocking buffer, une fois dans du
PBS puis plongées dans un bain d’eau distillée pour éviter la formation de cristaux de PBS.

La lamelle était finalement montée sur une lame via une goutte de liquide de montage
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Mowiol 4-88 (Calbiochem) contenant du DAPI (4°,6-diamino-2-phenylindole) et laissée a
4°C dans I’obscurité pour séchage. Les images ont €té acquises avec un microscope confocal
Zeiss LSM780 et analysées avec le logiciel d’acquisition Zen2011. Un anticorps primaire
anti-FLAG de lapin (SIGMA) suivi d’un anticorps secondaire de chévre anti-lapin Alexa
Fluor 546 (Invitrogen) ont été utilisés pour les lignées cellulaires transduites par lentivirus.
Pour vérifier I’expression virale de GAAP, un anticorps de lapin anti-GAAP (Gubser et al.,
2007) et un anticorps de souris anti-GM130 (marqueur de I’appareil de Golgi, BD

Biosciences) ont été utilisés comme anticorps primaires.

B.2.3.5. Utilisation du MG132

La protéine F1 étant dégradée par le protéasome, nous avons utilisé le MG132, inhibiteur
pharmacologique du protéasome, pour permettre sa détection. Le composé a été dilué a la
concentration de 25 uM dans du milieu de culture et les cellules ont été collectées apres 4, 8

et 16 heures.
B.2.4. Travail avec les virus

B.2.4.1. Déterminations du titre viral

Elles ont été réalisées par infection de cellules BSC-1 ou U2-OS confluentes a 90% dans des
plaques de 6 puits. Le stock viral était dilué¢ de 10 en 10 jusqu’a la dilution 10 et 500 uL des
trois dernieres dilutions servaient a infecter les cellules (opération réalisée en duplicat). Apres
la phase d’adsorption de 90 minutes sous agitation régulicre, le milieu était retiré et remplacé
par un milieu semi-solide composé a partie égale de CMC (carboxy methyl cellulose, 3%) et
de MEM 2X contenant 5% de sérum de veau feetal et 100 ug/mL d’antibiotiques (pénicilline,
streptomycine). En fonction des virus, le temps d’incubation pouvait varier de 2 a 5 jours
pour permettre la formation de plaques visibles et comptables. Le dernier jour, le mélange
CMC/MEM était aspiré, les puits étaient lavés une fois au PBS et une solution de cristal
violet (5% de cristal violet en solution, Sigma, 25% d’éthanol) était ajoutée pendant 30 a 60
minutes. Les cellules étaient ensuite lavées a 1’eau, séchées avant le comptage des plaques.

Les titres viraux sont exprimés en p.f.u./mL (plaque forming unit/mL)

B.2.4.2. Détermination de la taille des plaques virales
Des cellules BSC-1 ou U2-OS étaient ensemencées dans des plaques de 6 puits. Chaque puits
était infecté avec 50 p.f.u. lorsque la confluence atteignait 90% puis recouvert, apres

incubation de 90 minutes sous agitation, par un mélange MEM 2X/CMC. Le temps
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nécessaire a la formation des plaques pouvait varier entre 48 heures et 5 jours. Les plaques
étaient colorées avec du cristal violet comme précédemment et leurs tailles mesurées en

utilisant un microscope invers¢ Zeiss AxioVert Al et le logiciel d’acquisition Axiovision.

B.2.4.3. Courbes de croissance virale in vitro

Les cellules U2-OS ont été utilisées. Ensemencées en flasques de 25 cm?, les courbes de
croissance en une étape (single-step growth curves) ont nécessité un inoculum de départ de
2,5 p.f.u/cellule et les cellules ont été collectées apres O heure et 24 heures. Le culot
cellulaire a été resuspendu dans un volume constant de DMEM 2% SVF et stocké a -20°C.
Le méme protocole a été utilisé pour les courbes de croissance en plusieurs étapes (multi-step
growth curves) hormis un inoculum de départ plus faible de 0.1 p.f.u./cellule et plusieurs
temps de collecte des cellules : 0 heure, 24 heures et 48 heures. Les culots cellulaires, apres 3
cycles de congélation/décongélation et une étape de sonication, ont ensuite été titrés sur

cellules U2-0S.

B.2.4.4. Construction des virus mutants : protocole « infection/transfection »

La méthode dite « transient dominant selection method » a été utilisée (Falkner & Moss,
1990) (Figure 13). Une flasque de 25 cm? était tout d’abord infectée avec le virus & muter
(0.01, 0.1 ou 1 p.fu/cellule). Apres la période d’adsorption (90 minutes), un plasmide
contenant le geéne a insérer, flanqué de chaque co6té¢ d’environ 250 paires de bases
correspondantes a la région ou le géne devait €tre insére, était transfecté. S’il s’agissait de
retirer un gene du virus, alors les régions flanquantes de ce géne dans le plasmide étaient en
position contigués. Ce plasmide, en plus de contenir le géne a incorporer et les régions
flanquantes contenait également un gene d’expression de la EGFP et un marqueur de
résistance aux drogues, la cassette Ecogpt (E. coli guanylphophoribosyl transferase). Apres
48 heures, les cellules infectées étaient collectées, resuspendues dans un milieu contenant de
I’acide mycophénolique (MPA, 25ug/mL), de I’hypoxanthine (HX, 15 ug/mL) et de la
xanthine (X, 250 ug/mL), congelées/décongelées 3 fois, soumises a sonication et diluées de
10 en 10 pour infection de cellules BSC-1 en plaque de 6 puits. Apres la phase d’adsorption,
le milieu était remplacé par un milieu solide contenant du MEM 2X et de 1’agarose
(concentration finale 1%) et les drogues citées précédemment. Apres 5 jours pour les mutants
vv811, ou 2 a 3 jours pour le mutant WR, des plaques d’intérét exprimant la GFP étaient
suffisamment grandes pour pouvoir étre prélevées et réinoculées en plaque de 6 puits. La
purification du virus intermédiaire, positif pour la GFP, nécessitait 3 cycles de purification en

plaque avant de pouvoir commencer la phase de résolution du virus. Celle-ci consistait
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¢galement en une purification en plaque, la différence étant 1’absence de drogue qui permettra
au virus de se débarrasser de 1’insert permettant la résistance aux drogues. Devant 1’absence
de marqueur EGFP a cette étape, les virus vv811 pouvaient étre laissés jusqu’a 7 jours pour
que les plaques soient suffisament visibles pour €tre prélevables. Une coloration au rouge
neutre (neutral red solution, Sigma) pouvait aider a la visualisation des plaques : ajout d’1 mL
d’une dilution au 20°™ de rouge neutre dans un mélange agarose/MEM 2X dans le puits
contenant déja le milieu solide suivi d’une incubation de quelques heures. Les plaques
prélevées étaient inoculées a la fois sur une plaque de 96 puits pour amplification du virus,
observation de 1’effet cytopathogéne, confirmation de I’absence de GFP et une plaque de 96
puits en parallele pour extraction d’ADN a la protéinase K et PCR de vérification. La PCR de
vérification utilisait des amorces situées dans les régions flanquantes du gene ou directement
dans le geéne a insérer ou retirer. Si les résultats de PCR étaient satisfaisants, alors le nouveau

virus obtenu était purifié en plaque de 6 puits pendant 3 cycles successifs.

a) b)
— LF TmpK TmpK RF TmpK |— — LF TmpK TmpK RF TmpK ——

Recombination OR Recombination

Ecogpt

Ecogpt EGFP l

Intermediate viruses

e mpe | g6t | ecogpr | [ rmpk | mpk [ Rermak
1 [l 1

Resolved viruses

[k [P75] on | —{[FmaK | mpk Wk} —

Mutant virus Parental virus

Figure 13 : principe du protocole infection/transfection pour la construction de virus
mutants par recombinaison génétique.
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B.2.4.5. Amplification du stock viral

Une fois le virus purifié, des cellules U2-OS (pour le virus vv811) ou des cellules RK-13
(pour les virus VACV), ensemencées dans 1 flasque de 25 cm?, étaient infectées avec 0.1
p-f.u/cellule pendant 48 heures. Les cellules étaient récupérées par grattage, centrifugées a
500 g pendant 10 minutes et remises en suspension dans 1 mL de DMEM 2% SVF,
constituant le « master stock ». Le stock de travail était obtenu comme précédemment en
infectant 5 a 10 flasques de 175 cm? puis resuspension des cellules apres 48 heures dans 5
mL de DMEM 2% SVF. Les virus amplifiés, apres 3 cycles de congélation/décongélation

puis sonication ont été conservés a -80°C.

B.2.4.6. Virus utilisés au cours de ce travail.

Le virus parental vv811 a été fourni par Michelle Barry (Université d’Alberta, Canada). Par
rapport a la souche parentale, VACV Copenhagen, 55 genes, dont tous les genes
antiapoptototiques étudiés dans ce travail sont manquants dans le virus vv811. Seule la
protéine E3 qui possede des propriétés antiapoptotiques reste présente (Perkus et al., 1991)
(Figure 14). Les virus VACV WT (wild type), souche Western Reserve (WR), dont les genes
BI3R, NIL ont été supprimés (WRAB13, WRANI) et le virus VACV WT, souche Evans,
dont le gene GAAP a été supprimé (EvansAGAAP) étaient disponibles au laboratoire et
décrits précédemment (Bartlett et al., 2002; Gubser et al., 2007; Kettle et al., 1995). Les virus
mutants vv811 dans lesquels ont été€ incorporés individuellement les génes BI3R, FIL, GAAP
et NIL ont été obtenus par le protocole d’infection/transfection décrit précédemment (vv811-
B13, vv811-F1, vv811-GAAP et vv811-N1). Pour cela un plasmide pUCI13 disponible au
laboratoire, contenant le géne Ecogpt fusionné avec un gene codant pour la EGFP dans le
méme cadre de lecture, a été utilisé (Ember et al., 2012). Les genes BI3R, FI1L et NIL ont été
flanqués dans ce plasmide par 250 paires de bases du gene A48R codant pour la thymidylate
kinase (TmpK) (Hughes et al., 1991; Smith et al., 1989a) afin d’insérer les protéines
antiapoptotiques dans ce géne non nécessaire a la réplication virale in vitro. vv811-GAAP a
été obtenu de la méme maniere par un ancien membre du laboratoire, le Docteur Benjamin
Johnson, a la différence que GAAP a été inséré dans le gene [4L codant pour la
ribonucléotide réductase large subunit (RR), elle aussi non nécessaire a la réplication virale
(Tengelsen et al., 1988). Afin de s’affranchir au maximum de différence de niveau
d’expression de ces protéines, il a été¢ décidé de placer leur expression sous le contrdle du
méme promoteur précoce et puissant, P7.5. Les genes BI3R, FIL, GAAP et NIL ont été

placés, par clonage moléculaire sous le controle de ce promoteur. Le virus VACV WR dont
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I’expression du géne FIL a été supprimée (WRAF1) n’étant pas disponible au laboratoire, il a
été obtenu par la méme méthode (taille de chaque région flanquante du gene FIL : 250 paires

de bases).
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Figure 14: Représentation schématique du virus vv811 et positions des genes
antiapoptotiques de vaccinia virus.
CI2L est I’équivalent dans la souche Copenhagen de B22R dans la souche WR. BI3R-t
signifie que la protéine est tronquée.

B.2.5. Apoptose

B.2.5.1. Stimulus utilisés

Les drogues utilisées pour induire I’apoptose ont été la staurosporine (0,5 uM pendant 8
heures), la doxorubicine (3 pM pendant 30 heures) ou le TNF-a humain (10 pg/mL,
Peprotech) couplé avec du cycloheximide (30 pug/mL pendant 16 heures, Sigma). Les virus
ont été utilisés, sauf cas précisés, a une concentration de 2.5 p.f.u./cellule pour induire

’apoptose.

B.2.5.2. Effet cytopathogene (ECP)
L’ECP en réponse aux différents stimuli a été observé et des photos ont été prises en utilisant

un microscope inversé Zeiss AxioVert Al et le logiciel d’acquisition Axiovision.

B.2.5.3. Mesure de I’apoptose
Le clivage de PARP-1, détecté par immunoblot, a été utilis€. Les cellules étaient
ensemencées dans des plaques de 6 puits puis stimulées comme décrit précédemment. Les

cellules étaient collectées, lysées puis les protéines séparées par SDS-PAGE et détectées avec
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les anticorps appropriés (cf précédemment). L’intensité du signal a pu étre obtenue et
I’expérience ayant été répétée trois fois, une analyse statistique a pu étre réalisée.

L’activité des caspases 3 et 7 a été détectée en utilisant le kit Caspase 3/7 Glo® (Promega) en
accord avec les recommandations du fournisseur en réponse aux différents stimuli dans des
plaques a 96 puits. Les puits étaient en triplicat ou quadruplicat, permettant une analyse

statistique des résultats.

B.2.5.4. Mesure de la viabilité cellulaire
La viabilité cellulaire a ét€ mesurée dans des plaques a 96 puits en utilisant le kit Cell Titer-
Blue® (Promega) en accord avec les recommandations du fournisseur. Les puits étaient en

triplicat ou quadruplicat, permettant une analyse statistique des résultats.

B.2.6. Analyses des données et analyses statistiques

Chaque expérience a été reproduite au moins trois fois. Les données numériques étaient
importées dans le logiciel GraphPad Prism 5 grace auquel les représentations graphiques ont
été obtenues. Les données ont été analysé€es en utilisant un #-test de Student sur des valeurs

appariées, avec une correction de Welch si nécessaire lorsque les variances différaient.
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B.3. Résultats

B.3.1. Développement d’une plateforme pour tester les capacités

antiapoptotiques de molécules virales ou cellulaires

B.3.1.1. Construction de lignées cellulaires polyclonales exprimant les molécules
antiapoptotiques de VACYV

Apres clonage moléculaire des genes BI3R, FIL, GAAP et NIL individuellement dans le
plasmide d’expression lentivirale bicistronique exprimant aussi la EGFP, les lentivirus
correspondants ont été produits et utilisés pour transduire les cellules U2-OS (voir méthode).
En parallele, le méme plasmide contenant le géne codant pour Bcl-xL a été également obtenu
pour servir de control positif. Le plasmide sans insert, n’exprimant que la EGFP a été utilisé
comme controle négatif (EV : empty vector). La vérification de I’expression de chaque
protéine dans les cellules transduites et triées pour &tre 100% positives pour la EGFP a
ensuite été réalisée tout d’abord par immunoblot (Figure 15 a). La présence des molécules
d’intérét a été confirmée. On peut remarquer que la détection de GAAP nécessitait une
exposition plus importante. La présence de F1 n’a pu étre confirmée par immunoblot qu’en
présence de D’inhibiteur pharmacologique du protéasome MG132 (Figure 15 b). Cette
particularité de 1’expression de F1 en isolation avait été¢ décrite précédemment (Postigo et al.,
2006). L’expression des protéines a €galement été vérifiée par immunofluorescence (voir
méthode). La présence des molécules étudiées et leur localisation attendue en fonction des
données de la littérature ont été confirmées. Cependant, N1, protéine normalement présente
uniquement dans le cytoplasme, s’est révélée étre également nucléaire, de fagon inattendue

(Figure 15 c).
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Figure 15 : Expression des protéines antiapoptotiques de VACYV dans les cellules U2-OS
transduites par lentivirus.

(a) Les lysats cellulaires des cellules transduites par lentivirus ont été analysés par SDS-
PAGE et immunoblot avec les anticorps indiqués. Les tailles moléculaires sont indiquées sur
la gauche en kDa. L’astérisque précise un temps d’exposition plus long. (b) L’addition de
MG132 était nécessaire pour détecter la protéine F1 par immunoblot. (c)
Immunofluorescence. Les cellules ont été fixées puis marquées avec un anticorps anti-FLAG
de lapin. L’expression de GFP, des protéines taguées avec FLAG et ces images superposées
avec la coloration DAPI sont montrées dans les 3 colonnes correspondantes. Barre d’échelle :
20 um.

B.3.1.2. Inhibition de I’apoptose extrinséque par les cellules U2-OS exprimant les
molécules antiapoptotiques de VACV
La voie extrinseque de 1’apoptose a été déclenchée par du TNF-a associ¢ a du cycloheximide

et plusieurs méthodes ont été utilisées pour mesurer 1’action de ce traitement (voir méthode).

B.3.1.2.1. Microscopie
Les changements morphologiques observés et le détachement des cellules EV ont permis de

conclure que le stimulus était efficace, entrainant probablement la mort des cellules.
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L’absence d’ECP, suite au stimulus, a uniquement été observée dans les cellules exprimant la
protéine B13 de VACV, de facon trés nette. Cette protection fournie par B13 était
comparable a celle observée dans les cellules Bcl-xL, utilisées comme contrdle positif. Les
cellules exprimant F1, GAAP et N1 ressemblaient au contréle négatif, laissant suggérer une

activité de protection nulle ou tres faible vis-a-vis du stimulus (Figure 16).

{a) CHXonly

EV B13 - F1

{b) CHX +TNF

GAAP TN o BelxL

Figure 16 : Apoptose extrinseque dans les cellules U2-OS transduites par lentivirus
observée en microscopie.

L’apoptose a été induite par du TNF-a (10 pg/mL) et du cycloheximide (30 pg/mL) pendant
16 heures puis les cellules ont été photographiées. (a) Cellules traitées par cycloheximide
seul. (b) Cellules traitées par cycloheximide et TNF-a. Barre d’échelle : 200 um.
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B.3.1.2.2. Clivage de PARP-1

Le clivage de PARP-1, marqueur de 1’apoptose, étudié par immunoblot (voir méthode) a
confirmé les données microscopiques puisque seules les lignées cellulaires exprimant B13 et
Bcl-xL sont apparues négatives pour le clivage de PARP-1. Les expériences ont été répétées
3 fois, permettant une analyse quantitative des résultats confirmant que B13 était la seule
molécule étudiée de VACV capable d’inhiber 1’apoptose extrinséque. L’ immunoblot présenté
dans la figure est représentatif des 3 expériences (Figure 17 a).

B.3.1.2.3. Activation des caspases effectrices 3/7

Le kit Caspase 3/7 glo® (Promega, voir méthode) permet d’obtenir des résultats quantitatifs
quant a I’activation des caspases effectrices en réponse a un stimulus. Dans cette expérience,
I’addition de TNF-a et cycloheximide a entrainé une augmentation de I’activité des caspases
effectrices de 8 fois dans les cellules U2-0S EV. Cette augmentation n’a été supprimée que
dans les cellules exprimant B13 et Bcl-xL de fagon drastique (Figure 17 b).

Ces résultats, considérés dans leur ensemble, montrent que dans ce contexte d’isolation, seule
la protéine B13 de VACV est capable d’inhiber I’apoptose extrinséque induite par le TNF-a
et le cycloheximide. Ces résultats sont en accord avec la capacité de B13 a bloquer I’activité
de la caspase 8 initiatrice.
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Figure 17 : Apoptose extrinseque dans les cellules U2-OS transduites par lentivirus.

Les cellules ont été traitées par du TNF-a (10 pg/mL) et du cycloheximide (30 pg/mL)
pendant 16 heures. (a) Les lysats cellulaires de puits de plaque de 6 puits ont été analysés par
SDS-PAGE et les anticorps indiqués ont ét¢ utilisés pour I’immunoblot. Un immunoblot
représentatif de 3 immunoblots est présenté. Les données quantitatives ont été obtenues par
intégration de I’intensité des bandes des 3 répétitions en utilisant un system Li-COR et le
logiciel Odyssey. L’intensité du signal de PARP-1 a été normalisée par rapport a I’intensité
du signal de la tubuline pour tous les échantillons. (b) L’activité des caspases 3/7 dans les
cellules traitées comme en (a) mais dans des puits de plaque 96 puits a été mesurée par le kit
Caspase 3/7 Glo ®. Les données quantitatives représentées indiquent la moyenne et la
déviation standard du rapport entre 1’activité observée dans les cellules étudiées par rapport
aux U2-OS-EV non traitées. Le r-test de Student a été utilisé (* p<0,05 ; ** p<0,01 ; ***
p<0,001) pour établir la significativité statistique des différences observées.
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B.3.1.3. Inhibition de I’apoptose intrinséque par les cellules U2-OS exprimant les
molécules antiapoptotiques de VACV.

La voie intrinseque de 1’apoptose a été déclenchée par des stimuli différents incluant
’utilisation de staurosporine (STS) et de doxorubicine. Comme précédemment, plusieurs

méthodes ont été utilisées pour mesurer I’action de ces traitements (voir méthode).

B.3.1.3.1. Clivage de PARP-1

Suite au traitement des cellules par la staurosporine, le clivage de PARP-1 a été étudié par
immunoblotting comme précédemment. De nouveau, B13 protege les cellules contre ce
clivage de maniere tres nette. GAAP et N1, quant a elles, montrent un effet intermédiaire.

L’analyse quantitative de ce clivage de PARP-1 confirme ce résultat visuel (Figure 18 a).

B.3.1.3.2. Activation des caspases effectrices 3/7

L’activité des caspases 3/7 mesurée en réponse a la staurosporine dans les cellules U2-OS-
EV traitées a montré une induction de 5 fois par rapport aux cellules non traitées. Ce chiffre
s’est trouvé diminué dans chaque lignée cellulaire exprimant une protéine antiapoptotique de
VACYV, et les différences étaient statistiquement significatives (Figure 18 b). Le méme niveau
d’induction a été observé suite au traitement par doxorubicine et de nouveau toutes les
protéines de VACV ont montré une capacité inhibitrice de I’activation des caspases (Figure

18 ¢). A chaque fois, B13 apparait comme 1’inhibiteur le plus puissant dans ce contexte.

Ces résultats, considérés dans leur ensemble, montrent que dans ce contexte d’isolation,
toutes les protéines de VACV sont capables d’inhiber 1’apoptose intrinséque induite par la
staurosporine ou la doxorubicine. De nouveau, B13 apparait comme étant I’inhibiteur le plus
puissant par rapport aux autres protéines de VACV. Il faut noter toutefois que F1 ne
démontre pas de pouvoir inhibiteur de 1’apoptose par la méthode du clivage de PARP-1 semi
quantitative et que son activité apparait seulement dans la méthode quantitative, a un niveau a

peu pres équivalent a GAAP et N1.
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Figure 18 : Apoptose intrinseéque dans les cellules U2-OS transduites par lentivirus.

(a) Les cellules ont été traitées avec de la staurosporine (0,5 puM, 8 heures). Les lysats
cellulaires de puits de plaque de 6 puits ont été analysés par SDS-PAGE et les anticorps
indiqués ont été utilisés pour I’'immunoblot. Un immunoblot représentatif de 3 immunoblots
est présenté. Les données quantitatives ont été obtenues par intégration de I’intensité¢ des
bandes des 3 répétitions en utilisant un system Li-COR et le logiciel Odyssey. L’intensité du
signal de PARP-1 a été¢ normalisé€e par rapport a I’intensité du signal de la tubuline pour tous
les échantillons. (b, c) Les cellules en (b) ont été traitées comme en (a) et les cellules en (c¢)
ont été traitées avec de la doxorubicine (3 uM, 30 heures) dans des puits de plaque 96 puits.
L’activité des caspases 3/7 a été mesurée par le kit Caspase 3/7 Glo®. Les données
quantitatives représentées indiquent la moyenne et la déviation standard du rapport entre
’activité observée dans la cellule étudiée par rapport aux U2-OS-EV non traitées. Le #-test de
Student a été utilisé (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001, **** p<0,0001) pour établir la
significativité statistique des différences observées.

B.3.1.4. Conclusion

La transduction de cellules U2-OS par des lentivirus afin qu’elles expriment des protéines de
VACYV a permis d’établir des lignées polyclonales stables. Cet outil a été utilisé pour tester
les voies extrinseque et intrinséque de 1’apoptose, déclenchées par des drogues utilisées
couramment dans ce domaine. Nos résultats confirment que toutes les protéines de VACV
étudiées dans ce travail possedent des propriétés antiapoptotiques. Dans ce contexte, B13 est
non seulement la seule a inhiber a la fois la voie extrinseque et la voie intrinseque mais

également la plus puissante dans la voie intrinseque comparativement a F1, GAAP et N1.
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B.3.2. Etude des molécules anti-apoptotiques de VACYV exprimées in trans

B.3.2.1. vv811, un virus déficient capable d’induire I’apoptose

vv811 ne possédant pas les molécules antiapoptotiques étudiées, nous avons posé 1’hypothese
que ce virus déficient devrait, a lui seul, sans ajout d’aucune drogue, étre a 1’origine du
déclenchement de I’apoptose dans les cellules infectées. Pour tester celle-ci, nous avons
mesuré 1’activité des caspases 3/7 avec le réactif Caspase 3/7 Glo® suite a I’infection de
cellules U2-0S parentales par ce virus (2,5 p.f.u./cellule) et comparé cette activation a celle
du virus VACV WR a différents temps suivant I’infection (2, 5, 10 et 24 heures). Les
résultats de cette expérience montrent tout d’abord que VACV WR, apres 24 heures
d’infection, n’a pas induit I’activation des caspases effectrices, au contraire il y aurait une
légére diminution du taux d’induction. Ceci s’explique par la présence de B13, E3, F1 et N1
dans VACV WR, ces protéines empéchant VACV WR d’induire I’apoptose. Des résultats
similaires, non montrés ici, ont été obtenus avec la souche parentale de vv811, VACV
Copenhagen. Ensuite, conformément a notre hypothese, on observe que I’infection par vv811
entraine une activation des caspases 3/7, modérée mais statistiquement significative apres 2 et
5 heures, importante et tres significative statistiquement, apres 10 et 24 heures (Figure 19).
Ce virus déficient devient donc un outil d’induction de I’apoptose a lui-seul, sans aucun doute
plus pertinent physiologiquement que les drogues utilisées précédemment pour étudier des
protéines virales. Dans la suite de notre travail, suite aux résultats présentés ici, les infections

seront réalisées avec 2,5 p.f.u./cellules pendant 24 heures.
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Figure 19 : vv811 peut induire ’apoptose dans les cellules U2-OS.

Les cellules ont été infectées a 2,5 p.f.u./cellule par VACV WR ou vv811 pendant les temps
indiqués dans des puits de plaque 96 puits et ’activité des caspases 3/7 a été mesurée avec
caspase 3/7 Glo®. Les données quantitatives sont normalisées par rapport a des cellules non
infectées pour obtenir un taux d’induction. La moyenne et la déviation standard du rapport
entre 1’activité observée dans les cellules U2-OS infectées et non infectées sont représentées.
Le t-test de Student a été utilisé (** p<0,01 ; **** p<0,0001) pour établir la significativité
statistique des différences observées.

B.3.2.2. Inhibition in frans de I’apoptose induite par vv811 dans les cellules U2-OS
exprimant les molécules antiapoptotiques de VACV

Tout naturellement, nous avons décidé de tirer avantage des propriétés proapoptotiques de
vv811 pour tester I’induction induite par ce virus sur nos lignées cellulaires et évaluer si les
protéines issues de la méme famille virale, exprimées in trans pourraient avoir un effet sur
I’activation des caspases effectrices. Apres 24 heures d’infection (2,5 p.f.u./cellules), les
résultats montrent que parmi les protéines virales testées, seules B13 et F1 inhibent I’activité
proapoptotique de vv811. Une fois encore, 1’activité de B13 est trés importante et tres
significative statistiquement. La protection fournie par F1 dans ce contexte est plus modérée
mais néanmoins significative statistiquement. En revanche, contrairement aux résultats
observés dans le chapitre précédent apres stimulation par des drogues entrainant 1’apoptose
intrinseque, GAAP et N1 sont incapables d’inhiber 1’activation des caspases effectrices suite

a I’infection par vv811 (Figure 20).
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Figure 20 : Apoptose induite par vv811 sur les cellules U2-OS transduites par lentivirus.
Les cellules ont été infectées a 2,5 p.f.u./cellule par vv811 pendant 24 heures dans des puits
de plaque 96 puits et I’activité des caspases 3/7 a été mesurée avec caspase 3/7 Glo®. Les
données sont normalisées par rapport a des cellules non infectées pour obtenir un taux
d’induction. La moyenne et la déviation standard du rapport entre 1’activité observée dans les
cellules U2-OS infectées et non infectées sont représentées. Le #-test de Student a été utilisé
(** p<0,01; **** p<0,0001) pour établir la significativité statistique des différences
observées.

B.3.2.3. L’expression des protéines antiapoptotiques de VACYV in frans n’améliore pas la
croissance virale

vv811 est un virus déficient. Les titres viraux obtenus apres amplification (voir méthode) sont
bien inférieurs (1 a 2 log) a ceux obtenus avec le virus parental. Ayant a disposition les
lignées cellulaires, dérivées des cellules U2-OS, exprimant les protéines virales de VACV,
nous avons formulé I’hypothése que la croissance du virus pourrait étre améliorée en
cultivant le virus sur ces cellules. Les résultats ne confirment pas notre hypothese et la courbe
de croissance de vv811 est identique sur les cellules U2-OS exprimant B13, F1, GAAP et N1
comparées aux U2-OS-EV. L’infection a été réalisée avec 0,1 p.f.u./mL (multi-step growth

curve) et les titres viraux a 24 et 48 heures ont été déterminés (Figure 21).
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Figure 21: Courbes de croissance de vv811 sur les cellules U2-OS transduites par
lentivirus.

Les cellules ont été infectées, en duplicat, avec 0,1 p.f.u/cellule et collectées aux temps
indiqués pour mesures des titres viraux a ces différents temps sur cellules BSC-1. Les titres
viraux ont été obtenus par la méthode de dilution puis comptage des plaques obtenues.

B.3.2.4. Conclusion.

Apres avoir confirmé que vv811 était capable d’induire I’apoptose sans 1’aide d’aucun autre
stimulus, nous avons testé les capacités de nos cellules U2-OS exprimant les protéines
antiapoptotiques virales in trans a prévenir I’activation des caspases 3/7 suite a I’infection par
vv811l. Comme précédemment, B13 montre les propriétés antiapoptotiques les plus
puissantes. Alors que FI, dans ce contexte, possede une capacit¢ modérée a inhiber
I’apoptose, GAAP et N1, contrairement aux résultats précédents, ne peuvent empécher
I’apoptose induite par vv811. Il est intéressant de voir que ni les cellules exprimant B13 ou

F1, et a fortiori ni les cellules exprimant GAAP ou N1 ne peuvent améliorer la croissance de

ce virus déficient.
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B.3.3. Construction de virus recombinants

B.3.3.1. Construction du virus VACV WRAF1

Le virus VACV dans lequel le gene F/L aurait été supprimé n’était pas présent au laboratoire
et nous I’avons donc construit (voir méthode). Comme précédemment, apres design et
clonage moléculaire, nous avons obtenu le plasmide ne contenant que les régions flanquantes
du gene FIL. Ce plasmide contenait également les genes Ecogpt et EGFP. La transfection par
ce plasmide des cellules infectées par le virus parental WR aura permis par recombinaison
son intégration dans le génome viral (voir méthode). Aprés I’étape de résolution, la
vérification de I’obtention du virus muté d’intérét a été obtenue par ’analyse génomique du
virus mutant par PCR. Nous avons ensuite vérifié¢ 1’absence d’expression de la protéine F1

par immunoblot. Ces résultats nous ont confirmé 1’obtention du virus WRAF1 (Figure 22).
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Figure 22 : Construction du virus VACV WRAF1 (délétion du géne FIL).

(a) Apres résolution du virus, son génotype a €té analysé par PCR aprés extraction de I’ADN
par traitement a la protéinase K a partir de cellules BSC-1 infectées. Les amorces utilisées ont
été les amorces des régions flanquantes du gene FIL. Les marqueurs de taille moléculaires
sont représentés sur la gauche de la figure en kilo paires de bases. (b) Des cellules BSC-1 ont
été infectées (5 p.f.u./cellule) avec le virus parental WR et le virus mutant WRAF1 pendant 8
heures. Les lysats cellulaires ont été analysés par immunoblot en utilisant le sérum polyclonal
spécifique anti-F1 comme indiqué. Des anticorps contre la protéine D8, contrdle de
I’infection virale, et contre la tubuline, contr6le cellulaire, ont été utilisés.
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B.3.3.2. Construction de virus vv8l1l recombinants exprimant les protéines
antiapoptotiques de VACV

Afin de déterminer si I’expression des protéines antiapoptotiques de VACV in cis pouvaient
donner des résultats différents de ceux exposés dans les parties précédentes, nous avons
construits des virus vv811 exprimant individuellement B13, F1, GAAP et N1. Ces virus ont
été obtenus par mutagénese basée sur la sélection dominante transitoire des virus ayant
incorporé un gene de résistance a différentes drogues (voir méthode). Ces genes sont sous le

controle du méme promoteur précoce et fort P7.5.

B.3.3.2.1. Vérification du génotype des virus recombinants

Apres résolution des virus mutants, nous avons vérifié par PCR sur le génome viral que ceux-
ci contenaient bien les genes d’intérét en utilisant des amorces dans les régions flanquantes.
Les plasmides ayant servi a I’étape de recombinaison sont utilisés comme contrdle positif.
Deux PCR ont été réalisées car BI3R, FIL et NIL ont été introduits dans le gene de la
thymidilate kinase (TmpK) et GAAP a été introduit dans le gene de la grande sous-unité de la
ribonucléotide réductase (RR) (voir méthode). Les résultats de la PCR, dans les deux cas,
montrent que les produits d’amplification a partir des virus sont similaires a ceux obtenus a
partir des plasmides de départ utilisés pour la recombinaison, aux tailles attendues. Alors que
les produits de PCR suite a I’insertion de BI3R, FIL et NIL sont plus grands que le gene
TmpK seul, le produit de recombinaison apres insertion de GAAP est plus petit (Figure 23).
Ceci s’explique facilement par le fait que le gene de la RR est plus grand que GAAP
contrairement a TmpK et BI3R, FIL, NIL.
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RR primers

TmpK primers

Figure 23 : PCR de vérification de I’insertion des génes antiapoptotiques de VACYV dans
le virus vv811.

Apres résolution des virus, leurs génotypes ont été analysés par PCR apres extraction de
I’ADN par traitement a la protéinase K a partir de cellules BSC-1 infectées. Les amorces
utilisées ont été les amorces des régions flanquantes du gene RR (panel du haut) ou du gene
TmpK (panel du bas). Les résultats de PCR a partir des virus sont comparés aux résultats de
PCR obtenus a partir des plasmides ayant été utilisés pour 1’étape de recombinaison, pB13,
pF1, pGAAP et pNI1. Les marqueurs de taille moléculaires sont représentés sur la gauche de
la figure en kilo paires de bases.

B.3.3.2.2. Veérification de I’expression des molécules antiapoptotiques de VACYV par les
virus recombinants

L’expression des geénes insérés dans vv811 a été confirmée par immunoblot. Les anticorps de
lapin anti-B13, anti-F1 et anti-N1 ont été décrits précédemment (voir méthode). L anticorps
de lapin anti-A49 de VACV a été utilis¢é comme contrdle du niveau d’infection et comme
contrdle de I’expression précoce des geénes. Les résultats montrent que B13, F1 et N1 sont
exprimés précocement puisqu’ils sont détectés apres 4 heures, comme A49. Ceci est
conforme a ce qui était attendu du fait qu’ils soient sous le contrdle du promoteur précoce
P7.5. Aucune de ces protéines n’est exprimée par le virus vv811 parental (Figure 24 a, b, c).
La confirmation de I’expression de GAAP a été réalisée par immunofluorescence devant
I’absence d’anticorps de qualit¢é pour la réalisation d’immunoblot. Les résultats
d’immunofluorescence des cellules U2-OS infectées pendant 8 heures montrent clairement
non seulement la présence de GAAP mais confirment également sa colocalisation avec le

marqueur de I’appareil de Golgi, GM130 (Figure 24 d).
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Figure 24 : Expression des protéines antiapoptotiques de VACV a partir des virus
recombinants vv811.

(a-c) Des cellules BSC-1 ont été infectées (5 p.f.u./cellule) avec le virus vv811 pendant 8
heures et les virus vv811-B13 (a), vv811-F1 (b), vv811-N1 (c) pendant 2, 4 et 8 heures. Les
lysats cellulaires ont été analysés par immunoblot en utilisant les anticorps spécifiques anti-
B13, -F1 et -N1 comme indiqué. Des anticorps contre la protéine A49, controle de I’infection
virale, et contre la tubuline, controle cellulaire, ont été utilisés. (d) Les cellules U2-OS ont été
infectées avec 2,5 p.f.u./cellule avec le virus vv811-GAAP pendant 8 heures et marquées
avec ’anticorps polyclonal de lapin anti-GAAP ainsi qu’avec un anticorps de souris anti-
GM130 spécifique de I’appareil de Golgi. L’ADN a été coloré au DAPI. Barre d’échelle : 20
um. La zone présente dans le petit carré blanc de I’image de droite est montrée amplifiée
dans chaque image (grand carré dans le coin supérieur gauche).

B.3.3.2.3. L’expression des protéines antiapoptotiques de VACV in cis n’améliore pas la
propagation virale ni la réplication

La taille des plaques formées par les virus recombinants a été mesurée sur des cellules U2-
OS, 96 heures apres infection. Les résultats de ces mesures ne montrent pas de différences
significatives entre le virus vv811 parental et les différents virus recombinants. L’expression
des protéines antiapoptotiques ne facilite ni ne diminue la propagation du virus au sein de ces

cellules (Figure 25).
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Figure 25 : L’expression des protéines antiapoptotiques de VACYV in cis n’affecte pas la
propagation du virus vv811.

Les cellules U2-OS ont été infectées avec les virus indiqués pendant 96 heures. Les cellules
ont été colorées au cristal violet et les diametres d’au moins 15 plaques ont été mesurés. La
moyenne et la déviation standard du diametre en pM des plaques sont représentées.

La réplication virale a été testée en mesurant les titres viraux obtenus apres infection de
cellules U2-OS pendant 24 heures avec 2,5 p.f.u./cellule (voir méthode). Aucune différence

n’a été observée entre les virus recombinants et le virus vv811 parental (Figure 26).
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Figure 26 : L’expression des protéines antiapoptotiques de VACYV in cis n’affecte pas la
réplication du virus vv811.

Les cellules U2-OS ont été infectées, en duplicat, avec les virus indiqués (2,5 p.f.u./cellule)
pendant 24 heures. Les cellules ont été collectées dans leur milieu de culture et les titres
viraux a 24 heures ont été obtenus par la méthode de dilution puis comptage des plaques
obtenues. La moyenne et la déviation standard des titres viraux a 24 heures sont représentées.
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B.3.3.2.4. Conclusion

A partir du virus parental vv811, les virus recombinants vv811-B13, vv811-F1, vv811-GAAP
et vv811-N1 ont été obtenus. Ces virus expriment les protéines précocement sous le contrdle
du méme promoteur fort P7.5. Dans les conditions testées dans ce travail, I’expression in cis
des protéines antiapoptotiques de VACV ne confére aucun avantage par rapport au virus

parental quant a la réplication ou la propagation virale.

B.3.4. Inhibition in cis de I’apoptose induite par les virus recombinants

vv811 exprimant les molécules antiapoptotiques de VACV

Comme nous ’avons testé précédemment, VACV, du fait de la présence de plusieurs genes
exprimant des protéines antiapoptotiques au sein de son génome, n’induit pas d’activation des
caspases 3/7 dans les conditions testées et il ne peut donc étre utilis€ comme un inducteur
efficace de I’apoptose. Dans le travail qui suit, nous avons tiré profit de 1’existence au
laboratoire de mutants de VACV pour les protéines antiapoptotiques : WRAB13, WRANT et
EvansAGAAP et du virus WARFI que nous avons construit. Rappelons que GAAP est
naturellement absent de la souche Western Reserve de VACV mais qu’il est présent dans la
souche Evans de VACV. Nous avons également utilisé les virus vv811 mutants décrits dans

la section précédente.

B.3.4.1. Comparaison de I’apoptose induite dans les cellules U2-OS par les virus VACV
WT parentaux et recombinants et vv811 parental et recombinants

Afin d’étudier I’impact des protéines antiapoptotiques de VACV exprimées in cis par le virus
vv811 sur l’apoptose induite par ce virus, nous avons infecté les cellules U2-OS (2,5
p.f.u./cellule) pendant 24 heures et mesuré ’activation des caspases 3/7 avec le réactif
Caspase 3/7 Glo®. De plus, afin de confirmer la performance de notre approche utilisant des
virus vv811 recombinants pour étudier 1’apoptose, nous avons, en parallele, infecté les
cellules U2-OS (2,5 p.f.u/mL) avec les virus VACV WT mutants dont les genes
antiapoptotiques ont été individuellement supprimés. Comme attendu, les virus VACV WT,
souches WR ou Evans (a partir duquel le virus EvansAGAAP a été obtenu), n’ont pas
entrainé [’activation des caspases 3/7. Ils en diminuent plutét I’activit¢é de fagon
statistiquement significative. A I’exception de WRABI13 (p<0,01 par rapport a WR), aucune
autre délétion de gene (FIL, NIL, GAAP) ne permet a l’infection virale d’augmenter

I’activité des caspases effectrices. Ceci confirme d’ores et déja le réle majeur que joue B13
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dans I’inhibition de 1’apoptose induite par les virus. Comparativement aux souches WR et
Evans, I’induction de I’apoptose par vv811 était environ 6 fois plus importante (p<0,0001 par
rapport aux cellules non infectées), comme observé précédemment. De maniere remarquable,
hormis le virus vv811-N1, tous les autres virus vv811 recombinants ont présenté une capacité
a réduire 1’activation des caspases 3/7. De nouveau B13 apparait nettement comme étant la
plus puissante molécule. Le taux d’activation des caspases en sa présence est tres faible,
similaire a celui observé aprés I’infection par WR. Alors que F1 exprimée in trans n’inhibait
que modérément 1’apoptose induite par vv811, lorsque cette protéine est exprimée in cis, son
pouvoir antiapoptotique s’avere étre également trés puissant. Enfin la protéine GAAP
exprimée in cis présente une activité modérée d’inhibition de 1’apoptose induite par vv811, ce

qui n’était pas observé in trans (Figure 27).
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Figure 27 : Induction et inhibition de ’apoptose par les virus VACV WT parentaux et
recombinants et vv811 parental et recombinants.

Les cellules U2-OS parentales ont été infectées (2,5 p.f.u./ cellule) pendant 24 heures dans
des puits de plaque 96 puits avec les virus WR, WRAB13, WRAF1, WRANI, Evans,
EvansAGAAP, vv811, vv811-B13, vv811-F1, vv811-GAAP et vv811-N1. L’activité des
caspases effectrices a été mesurée avec le réactif Caspase 3/7 Glo®. Les lysats cellulaires ont
été analysés par immunoblot en utilisant les anticorps anti-D8 et anti-tubuline comme
controle de I’infection virale et comme controle cellulaire, respectivement. La moyenne et la
déviation standard du rapport entre 1’activité observée dans les cellules U2-OS infectées et
non infectées sont représentées. Le t-test de Student a été utilisé (** p<0,01 ; *** p<0,001 ;
*HE*% p<(0,0001) pour établir la significativité statistique des différences observées.
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B.3.4.2. Comparaison de I’apoptose induite dans les cellules Hela par les virus vv811
parental et vv811 recombinants exprimant in cis les molécules antiapoptotiques de
VACV

Ayant a notre disposition les virus vv811 recombinants, et devant le large spectre d’hote de
VACYV, ils se sont révélés étre un outil utile pour étudier ’induction de ’apoptose sur
d’autres types cellulaires. Les cellules Hela sont régulierement utilisées dans les études de la
mort cellulaire et nous avons décidé de mesurer I’induction de 1’apoptose par les virus vv811
recombinants dans ces cellules, dans les mémes conditions que précédemment dans les
cellules U2-OS. De nouveau, le taux d’induction de 1’apoptose par vv811 parental est de
I’ordre de 7 fois et comme précédemment, 811-B13 annule completement cet effet. vv811-
F1, dans ce contexte, apparait comme quasiment aussi puissant que vv811-B13. En revanche,
alors que la réduction de I’apoptose était modérée apres infection des cellules U2-OS par
vv811-GAAP, aucun effet n’est observé dans les cellules Hela. vv811-N1 échoue a nouveau,

dans ces circonstances, a prévenir I’induction de 1’activité des caspases 3/7 (Figure 28).

Figure 28 : Induction et inhibition de I’apoptose par les virus vv811 parental et vv811
recombinants.

Les cellules Hela ont été infectées (2,5 p.f.u./ cellule) pendant 24 heures dans des puits de
plaque 96 puits avec les virus vv811, vv811-B13, vv811-F1, vv811-GAAP et vv811-N1.
L’activité des caspases effectrices a ét¢ mesurée avec le réactif Caspase 3/7 Glo®. Les lysats
cellulaires ont été analysés par immunoblot en utilisant les anticorps anti-D8, controle de
I’infection virale, et anti-tubuline, contrdle cellulaire. La moyenne et la déviation standard du
rapport entre 1’activité observée dans les cellules Hela infectées et non infectées sont
représentées. Le t-test de Student a été utilisé (** p<0,01) pour établir la significativité
statistique des différences observées.
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B.3.4.3. Etude de la viabilité cellulaire des cellules infectées par les virus vv811 parental
et vv811 recombinants.

Nous avons observé en microscopie (données non montrées) que contrairement aux cellules
infectées par VACV WT, un effet cytopathogénique majeur (ballonisation, détachement des
cellules) dans les cellules infectées par les virus vv811 recombinants se produisait malgré
I’inhibition importante des caspases effectrices par les virus vv811-B13 et vv811-F1. Nous
avons décidé de confirmer cette observation en mesurant la viabilité cellulaire des cellules
infectées pendant 24 heures dans les mémes conditions que celles des expériences
précédentes. La mesure de la viabilité cellulaire des cellules U2-OS et des cellules Hela a été
réalisée (Figure 29 a, b). Pour cela, nous avons utilisé le réactif Cell Titer-Blue® (voir
méthode). Tout d’abord, les résultats montrent que les cellules U2-OS sont plus résistantes
que les cellules Hela aprés infection par vv811 (de I’ordre de 50% de viabilité cellulaire pour
les cellules U2-OS et de 25% pour les cellules Hela). De plus, hormis vv811-N1 qui n’avait
pas démontré de capacité inhibitrice dans 1’activation des caspases 3/7, tous les autres vv811
recombinants améliorent la viabilité cellulaire, de fagon statistiquement significative, en
comparaison avec vv811 parental. Nous avons remarqué ensuite que bien que 1’inhibition de
I’activation des caspases 3/7 par vv811-B13 soit la plus importante, il apparait que la
protection contre la mort cellulaire fournie par vv811-F1 était plus importante, aussi bien
dans les cellules U2-OS que les cellules Hela. Enfin, nous avons été surpris de voir que
vv811-GAAP protégeait les cellules de la mort cellulaire, malgré une inhibition modérée de
’activation des caspases effectrices dans les cellules U2-OS et nulle dans les cellules Helas.
Dans les cellules U2-OS, cette protection s’est révélée équivalente a celle conférée par
vv811-F1 et supérieure a celle observée apres infection par vv811-B13. Dans les cellules

Hela, la viabilité cellulaire était équivalente apres infection par vv811-GAAP ou vv811-B13.
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Figure 29 : Viabilité cellulaire des cellules U2-OS et Hela infectées par les virus vv811
parental et vv811 recombinants.

Les cellules U2-OS (a) et Hela (b) ont été infectées (2,5 p.f.u./ cellule) pendant 24 heures
dans des puits de plaque 96 puits avec les virus vv811, vv811-B13, vv811-F1, vv811-GAAP
et vv811-N1. La viabilité cellulaire a ét€ mesurée en utilisant le réactif Cell Titer-Blue®. La
moyenne, exprimée en pourcentage, du rapport entre la viabilité observée dans les cellules
U2-0OS ou Hela infectées et non infectées et la déviation standard sont représentées. Les
immunoblots de controle d’infection virale et de contréle cellulaire ne sont pas montrés car
cette expérience, représentative de 3 répétitions, est la méme que celle représentée dans la
figure précédente, dans laquelle ces contrdles sont montrés. Le t-test de Student a été utilisé
(** p<0,01 ; *** p<0,001 ; **** p<0,0001) pour établir la significativité statistique des
différences observées.

B.3.4.4. Conclusion

Tout d’abord, ces résultats ont montré que les virus vv811 recombinants, dans lesquels ont
été insérés les genes des molécules antiapoptotiques de VACV a étudier, étaient un outil
puissant pour évaluer leur contribution relative a I’inhibition de ’apoptose dans un contexte
d’infection virale. L’utilisation de ces virus recombinants pour infecter plusieurs lignées
cellulaires a également été démontrée. La puissance de cette approche a aussi été confirmée
par comparaison avec I’approche classique qui utilisait des virus VACV WT desquels une
seule molécule antiapoptotique avait été supprimée a la fois. Comme les résultats des
expériences des parties précédentes le montraient, B13 apparait de nouveau comme la plus
puissante molécule inhibitrice. Cependant, F1 a également montré une capacité inhibitrice
proche de B13 dans ce contexte d’expression in cis. Nous avons également remarqué que
I’action de GAAP sur I'inhibition de I’apoptose était dépendante de la lignée cellulaire
utilisée. N1, quelles que soient les cellules utilisées, n’a montré aucun effet protecteur vis-a-
vis de l’activité des caspases 3/7. Enfin, il a ét¢ montré que le niveau d’inhibition des
caspases effectrices n’était pas complétement corrélé a la maintenance d’une viabilité

cellulaire. F1 apparait comme étant la meilleure protectrice contre la mort cellulaire et GAAP
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a montré des propriétés inattendues de protection contre cette mort cellulaire, parfois méme
en I’absence d’inhibition de D’activit¢ des caspases effectrices comme montré dans les

cellules Hela.
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C. Discussion
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C.1. Expression des molécules anti-apoptotiques en isolation dans les

cellules U2-0S et inhibition de I’apoptose

Dans la premiere partie de notre travail, nous avons construit des lignées cellulaires
polyclonales exprimant individuellement les protéines antiapoptotiques a étudier par
transduction avec un systéme lentiviral. Le plasmide d’expression lentiviral bicistronique
exprime la EGFP en plus du geéne d’intérét, permettant de trier les cellules positives pour GFP
qui seront positives pour la molécule d’intérét. Cette positivité pour les molécules d’intéréts a
été vérifiée a la fois par immunoblot et par immunofluorescence. La molécule GAAP a
nécessité un temps d’exposition plus important pour étre détectée en immunoblot, alors que
sa présence apparaissait comme évidente en immunofluorescence. Ceci est probablement
expliqué par les propriétés intrinseques de GAAP, qui est tres hydrophobe et qui nécessite
des conditions optimales pour obtenir des immunoblot de qualité. Il a notamment été
remarqué par d’autres membres du laboratoire que le buffer CHAPS était préférable pour
I’étape de lyse. Ces mémes personnes ont observé que ’étape d’ébullition qui favorise la
dénaturation des protéines avant le gel d’¢lectrophorese des protéines altérait grandement la
qualité des immunoblots pour GAAP et était, pour cette raison, déconseillée. Néanmoins,
dans notre travail, non seulement la bande correspondant a GAAP a été détectée apres un
temps d’exposition plus long mais, en plus, sa présence et sa localisation correcte ont été
confirmées par immunofluorescence. L’expression de N1 s’est avérée trés importante, a la
fois par immunoblot et par immunofluorescence. N1 a été décrite comme une protéine
cytoplasmique alors que I’immunofluorescence montre une présence a la fois dans le
cytoplasme et le noyau. Une expression trop importante de N1 dans ce systeme explique
probablement cela. N1 est la seule molécule dans notre étude a avoir une séquence d’acides
nucléiques optimisée pour une expression en systeme eucaryote performante. Ceci est parfois
nécessaire car le virus de la vaccine se réplique dans le cytoplasme et contient un GC% de
I’ordre de 36%. Ces deux particularités peuvent rendre difficile I’expression des protéines
virales dans le noyau de la cellule eucaryote, notamment du fait de phénomenes d’épissage
non désirés des geénes viraux. Dans notre étude, N1 est tellement bien exprimée que sa
localisation en est modifiée. Ceci souligne les difficultés d’analyse des molécules virales de
VACYV en isolation et conforte I’approche de mutagénese virale utilisée dans la suite de notre

travail.
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Exprimées en isolation, toutes les protéines ont montré des capacités inhibitrices, a des degrés
divers, de I’apoptose induite par la staurosporine ou la doxorubicine (apoptose intrinseéque) et
seule B13 a été capable d’inhiber 1’apoptose extrinséque induite par le TNF-a. Ces résultats
sont en accord avec les données de la littérature. F1 et N1, molécules de type Bcl-2, ciblent
des molécules proapoptotiques impliquées dans le déclenchement de [’apoptose
mitochondriale (Cooray et al., 2007; Kvansakul et al., 2008; Maluquer de Motes et al., 2011;
Postigo et al., 2006; Wasilenko et al., 2005; Wasilenko et al., 2003). B13 est un inhibiteur a
large spectre des caspases et si son action sur I’apoptose extrinséque peut s’expliquer par son
pouvoir inhibiteur de la caspase 8, celle sur I’apoptose intrinséque peut s’expliquer par son
action sur la caspase 9 (Dobbelstein & Shenk, 1996; Kettle et al., 1997). GAAP inhibe
I’apoptose intrinseéque (Gubser et al., 2007).

F1 n’est apparue antiapoptotique qu’avec le réactif Caspase 3/7 Glo® quantitatif et non apres
analyse semi quantitative du clivage de PARP-1. Cela permet de souligner 1’importance de
disposer de plusieurs méthodes pour évaluer les capacités antiapoptotiques d’une protéine.
Avec une approche plus sensible, un effet de cette protéine sur 1’apoptose intrinseéque a pu
étre montré. La dégradation de F1 par le protéasome permet d’expliquer cela. Des quantités
tres faibles de F1, non détectables, sont certainement présentes dans les cellules et inhibent
faiblement I’apoptose. Nous pouvons également supposer, que du fait de cette dégradation,
Iactivité de F1 étudiée dans les cellules U2-OS transduites était sous-estimée, ce que
confirmeront les résultats des expériences suivantes.

Nous n’avons pas pu observer que GAAP pouvait protéger contre I’apoptose extrinseque
comme cela avait été montré auparavant dans notre laboratoire (Gubser et al., 2007). Les
conditions expérimentales ont été différentes dans notre étude par rapport a celle de 2007 et
doivent expliquer les différences observées vis-a-vis de 1’apoptose extrinseque. Le systeme
de délivrance des genes ainsi que les essais utilisés pour mesurer 1’apoptose ont été différents.
Cela souligne une nouvelle fois la difficulté de travailler avec des molécules en isolation et la
dépendance forte des conclusions aux conditions expérimentales. Néanmoins, notre travail
étant un travail de comparaison de ’activité antiapoptotique des protéines de VACV, nous
n’avons pas cherché a tout prix a redémontrer le role de GAAP dans 1’apoptose extrinseque.
Son absence d’effet dans les conditions testées a été acceptée comme telle.

Enfin, la méthode employée dans cette premiere partie, a base de cellules U2-OS transduites
par lentivirus et triées pour avoir des lignées cellulaires 100% positives pour les genes
d’intérét pourrait servir a tester d’autres molécules que celles étudiées ici. Une plateforme

pourrait ainsi €tre développée pour envisager des screenings de premiere intention et
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découvrir des capacités antiapoptotiques de nouvelles protéines, aussi bien virales que
cellulaires. De plus, les lentivirus grace a leur glycoprotéine d’enveloppe VSV-G peuvent
infecter un grand nombre de cellules et des cellules autres que les cellules U2-OS auraient pu
étre choisies. Le fait que le laboratoire soit habitué a travailler avec ces cellules, pour étudier

I’apoptose, explique ce choix (Gubser et al., 2007; Saraiva et al., 2013b).

C.2. Utilisation du virus déficient vv811 comme inducteur d’apoptose

Les virus VACV possedent plusieurs protéines antiapoptotiques et leur capacité a inhiber
I’activation des caspases effectrices est trés importante, ce que nous avons confirmé. Du fait
de cette redondance fonctionnelle, 1’approche qui consiste a supprimer un seul gene
antiapoptotique de ces virus et ensuite infecter les cellules avec ces virus mutants ne permet
pas I’induction de 1’apoptose. C’est pourquoi, jusqu’alors, il était nécessaire d’ajouter des
drogues pouvant induire I’apoptose sur les cellules infectées. Le caractére artificiel de ces
drogues nous a amener a essayer d’améliorer cette approche en tirant profit du virus déficient
vv811, dans lequel la plupart des protéines antiapoptotiques sont absentes. Nous avons pu
montrer que ce virus était capable a lui seul, sans ajout d’aucun autre stimulus, d’activer les
caspases 3/7. Ce virus devient un outil d’induction de ’apoptose que nous avons estimé plus
pertinent physiologiquement. L’utilisation de ce virus sur les cellules U2-OS exprimant les
protéines étudiées a montré que seule B13, et dans une moindre mesure F1 dont la
dégradation par le protéasome peut conduire a la sous-estimation de son réel pouvoir
inhibiteur, étaient capables de diminuer 1’activation des caspases 3/7. Ces résultats montrent
que B13 et F1 sont plus puissantes que GAAP et N1 dans ce contexte ou que le mécanisme
de déclenchement de I’apoptose par le virus est différent de celui induit par les drogues
utilisées auparavant. Cependant, 1’infection par vv811 des cellules exprimant B13 ou F1 n’a
pas amélioré la réplication de ce virus dans les conditions testées. Beaucoup d’autres
protéines étant absentes de ce virus, il apparait que la seule inhibition de I’apoptose n’est pas
suffisante pour obtenir des titres viraux plus importants et que d’autres molécules régulatrices
doivent jouer un rdle majeur pour la réplication virale.

Nous avons par la suite décidé d’insérer les protéines antiapoptotiques de VACV dans le
génome de vv811, a des loci connus pour ne pas étre indispensables a la réplication virale.
Cette expression in cis a été placée sous le controle du promoteur fort et précoce P7.5. Le
choix de ce promoteur a été réalis€¢ pour s’affranchir au maximum des variations quant au
niveau d’expression d’une part et parce que les promoteurs naturels de ces genes

antiapoptotiques ne sont pas bien définis d’autre part. L’utilisation de ces virus vv811
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recombinants a confirmé les capacités majeures de B13 et F1 (qui dans ce contexte n’était pas
dégradé par le protéasome) a inhiber 1’apoptose dans 2 types cellulaires différents (U2-OS et
Hela) par rapport aux protéines GAAP et N1. Un atout majeur de cette approche est que les
virus mutants peuvent €tre utilisés aisément sur un nombre important de cellules. Cet
avantage a été mis a profit en infectant les cellules Hela et nous avons pu observer que, dans
ce contexte, contrairement a ce qui a été observé dans les cellules U2-OS, GAAP n’inhibait
pas I’apoptose. Ceci souligne I’importance d’utiliser plusieurs lignées cellulaires pour étudier

la mort cellulaire.

C.3. Perspectives

L’activation des caspases 3/7 conduit a I’apoptose et a la mort cellulaire inévitablement.
Seuls de rares papiers montrent une action de la caspase 3 dans le développement cellulaire
n’entrainant pas la mort cellulaire (Zermati et al., 2001). En mesurant la viabilité cellulaire de
nos cellules infectées par vv81l1l et ses recombinants nous avons pu confirmer
qu’effectivement, les cellules mourraient parallélement a 1’activation des caspases 3/7. Alors
qu’un effet positif sur la viabilité cellulaire suite a I’inhibition des caspases 3/7 a clairement
¢t¢ établi, I’inhibition importante de ces caspases par les molécules B13 et FI n’a pas
completement empécher la mort cellulaire. De plus, alors que B13 est la plus puissante
molécule pour inhiber I’activation des caspases 3/7, F1 confére une protection contre la mort
cellulaire plus efficace. A partir de ces résultats, il apparait que la mort cellulaire entrainée
par ’infection virale a VACV n’est pas uniquement dépendante de 1’apoptose et que d’autres
types de morts cellulaires régulées sont probablement impliqués. Des propriétés inhibitrices
de F1 dans ’activation de I’inflammasome ont été montrées (Gerlic et al., 2013) et le fait que
vv811-F1 soit le meilleur protecteur contre la mort cellulaire pourrait laisser a penser que la
pyroptose pourrait étre déclenchée suite a 1’infection virale. Cependant, la pyroptose étant
dépendante de la caspase 1, elle devrait étre également inhibée par la protéine B13, ce que
nous n’observons pas. En revanche, B13 en inhibant la caspase 8 peut probablement
déclencher la voie de la nécroptose, ce qui expliquerait la mortalité plus importante observée
dans les cellules infectées par vv811-B13 que vv811-F1. Dans les cellules infectées par
vv811-F1, on ne peut savoir si I’effet bénéfique de cette protéine est dii uniquement a
I’inhibition de I’apoptose, a ’absence de déclenchement de la nécroptose ou a I’inhibition de
la pyroptose. Nous avons a notre disposition les outils pour mener des recherches

complémentaires pour ticher de répondre a ces questions.
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Le résultat le plus surprenant que nous avons obtenu est la protection contre la mort cellulaire
conférée par GAAP, en dépit d’une inhibition de 1’activation des caspases modérée dans les
cellules U2-OS et nulle dans les cellules Hela. Ceci a été confirmé par microscopie en
observant un faible effet cytopathogene des cellules infectées par vv811-GAAP
comparativement aux autres virus recombinants vv811 (données non montrées). Cette
observation surprenante nous a tout d’abord fait douter du taux d’infection de ces cellules
mais cette hypothese a été écartée par 1’analyse par immunoblot des protéines virales. Cette
observation suggere que les cellules infectées meurent par un mécanisme que GAAP a les
moyens de contrdler jusqu’a un certain point. Il serait bon de préciser si cette survie est
prolongée ou s’il s’agit d’un délai, si oui de combien de temps, conféré aux cellules par
GAAP. Par quel moyen GAAP prévient la mort suivant I’activation des caspases 3/7 est une
question a laquelle nous ne pouvons répondre. Découvrir les causes de cette observation
participerait a une meilleure compréhension des mécanismes de mort cellulaire.

N1 inhibe la voie NF-kB et il a ét¢ montré que son homodimérisation était importante pour
cet effet (Bartlett er al., 2002). Si des mutations dans son sillon, basées sur la structure de
cette protéine, se sont révélées importantes pour son activité antiapoptotique (Maluquer de
Motes et al., 2011), d’autres auteurs n’ont pas pu montrer d’activité¢ antiapoptotique de N1
(Banadyga et al., 2009; Postigo & Way, 2012). Nos résultats montrent que le contexte dans
lequel les propriétés antiapoptotiques de N1 sont étudiées est un facteur déterminant. En
effet, en réponse au déclenchement de [’apoptose par les drogues staurosporine et
doxorubicine, N1 a clairement fait preuve de ses capacités a inhiber I’apoptose. En revanche,
dans un contexte d’infection virale par vv811, que nous estimons plus proche de la réalité
physiologique, N1 s’est trouvée incapable d’empécher ’activation des caspases effectrices,
que son expression soit in trans ou bien in cis. Ces résultats confirment le faible role dans la
modulation de I’apoptose joué par N1 et sont en accord avec des résultats montrant que son
role dans I’inhibition de NF-«xB était celui qui contribuait le plus a la virulence du virus in
vivo (Maluquer de Motes et al., 2011). Il est probable qu’apres duplication et convergence,
N1, qui est une protéine de type Bcl-2, a gagné ses propriétés de modulateur de la réponse
inflammatoire au détriment de ses propriétés antiapoptotiques, conservées malgré tout a un
faible niveau comme le montre nos résultats.

Etant donné le peu de données sur les propriétés antiapoptotiques de la protéine B22, il aurait
¢té intéressant de 1’inclure dans notre étude. Ceci pourra faire I’objet d’un travail ultérieur, les

outils et les protocoles étant bien maitrisés.
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L’apoptose est souvent décrite comme un moyen de limiter la réplication virale. Si le concept
est séduisant et accepté, nous n’avons cependant pas pu améliorer la réplication du virus
vv811 par réintroduction des molécules antiapoptotiques in vitro, que ce soit in trans ou in
cis. Le role de I’apoptose dans la réplication virale est peut-étre plus important in vivo. Des
études supplémentaires seraient nécessaires.

La souche VACV Copenhagen de laquelle est dérivé le virus déficient vv811 ne contient pas
GAAP (Goebel et al., 1990; Gubser & Smith, 2002) et sa protéine B13 est tronquée et non
fonctionnelle (Kettle et al., 1995). Cela laisse suggérer que F1 et N1 (dans une moindre
mesure), conservées dans la plupart des souches de VACYV et autres orthopoxvirus, pourraient
étre suffisantes pour contrdler ’apoptose déclenchée par le virus et assurer sa réplication.
Cependant, la souche Copenhagen est moins virulente in vivo que la souche Western Reserve.
Le role des molécules antiapoptotiques dans la virulence n’est pas élucidé et il a été montré
que les propriétés antiapoptotiques de F1 et N1 ne jouaient pas de rdle dans la virulence in
vivo (Gerlic et al., 2013; Maluquer de Motes et al., 2011). De méme, les résultats sur la
virulence conférée par B13 sont contradictoires mais il semblerait qu’il ne s’agit pas d’un
facteur de virulence. Des recherches complémentaires sur le réle de 1’apoptose dans la
virulence présenteraient un intérét certain. L’utilisation des virus vv811 recombinants
pourrait étre utile. Néanmoins, I’absence de nombreux autres génes régulateurs ne permettent
pas a vv8l1 d’infection efficace in vivo, limitant clairement I’approche suggérée. Si la
présence des molécules antiapoptotiques améliorerait la réponse immune a 1’infection est une
autre question a laquelle nous ne pouvons apporter de réponses, a 1’heure actuelle. Elle
représente un intérét dans le champ de la vaccinologie pour éventuellement améliorer les

formulations disponibles.
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Conclusion générale

L’apoptose, mort cellulaire régulée, est utilisée par les cellules comme mécanisme de défense
antivirale. Les virus, par conséquence, au cours de I’évolution, ont développé des stratégies
pour empécher ou retarder ce phénomene. Le virus de la vaccine représente un modele
d’étude intéressant pour disséquer 1’apoptose. Il posséde plusieurs geénes dont les capacités
d’inhibition de 1’apoptose avaient déja été démontrées individuellement. Néanmoins, leurs
activités antiapoptotiques n’avaient jamais été étudiées dans le méme systéme expérimental.
Leurs contributions relatives a cette inhibition n’avaient jusqu’alors pas été évaluées. Nos
travaux ont permis, en utilisant différentes approches, de comparer la contribution de ces
différentes molécules. L’utilisation de cellules U2-OS transduites par des vecteurs lentiviraux
afin qu’elles expriment les protéines antiapoptotiques de VACV, I’utilisation du virus vv811
sur ces cellules transduites pour induire directement I’apoptose sans aucun ajout de drogues
supplémentaires ainsi que ’utilisation de virus vv811 recombinants constituent des approches
résolument innovantes qui ont prouvé leurs performances au cours de ce travail. Il apparait
clairement que B13 et F1 sont deux puissants inhibiteurs de 1’apoptose et que B13 est la plus

puissante parmi les protéines antiapoptotiques de VACV étudiées.
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ANNEXE 1.
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Analysis of the anti-apoptotic activity of four vaccinia virus proteins demonstrates that

B13 is the most potent inhibitor in isolation and during viral infection
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Résumé

L’apoptose, mort cellulaire observée suite a 1’activation des caspases effectrices, est un
moyen de défense contre les pathogénes, en particulier les virus. Le virus de la vaccine
(VACYV) est un virus contenant un grand génome a ADN codant pour environ 200 protéines,
dont plusieurs inhibent 1’apoptose. Cette apparente redondance fonctionnelle complique
I’étude des protéines antiapoptotiques du virus dans un contexte d’infection virale. Dans ce
travail, nous comparerons les propriétés antiapoptotiques des protéines B13, F1, GAAP et N1
de VACV. Cette comparaison sera établie dans un premier temps en dehors de toute infection
virale. En utilisant des vecteurs lentiviraux, nous avons obtenu des lignées cellulaires stables
(U2-0OS) exprimant ces protéines en isolation. Nous avons alors pu tester les capacités
antiapoptotiques de ces protéines en réponse a des stimuli provoquant I’apoptose extrinseque
et intrinseque. Les résultats ont montré que B13 était la plus puissante molécule inhibitrice de
I’apoptose intrinseque et qu’elle était la seule a inhiber I’apoptose extrinséque. Ensuite nous
avons tiré avantage d’un virus de la vaccine déficient (vv811) qui ne possede aucune de ces
protéines antiapoptotiques, capable a lui seul d’induire 1’apoptose, en I’absence de toute autre
stimulus. En infectant nos lignées cellulaires exprimant les molécules in trans avec vv811,
nous avons pu montrer que B13 inhibait cette apoptose induite par le virus beaucoup plus
efficacement que F1. GAAP et N1 dans ce contexte n’ont pas démontré de propriétés
antiapoptotiques. Enfin, nous avons construit par mutagénese des virus vv811 recombinants
exprimant les molécules étudiées in cis. Suite a I’infection par ces virus de cellules U2-OS et
Hela, B13, de nouveau, et F1 ont montré des capacités d’inhibition importantes de 1’apoptose.
L’action de GAAP s’est révélée dépendante du type cellulaire et N1 n’a pas pu inhiber
I’apoptose induite par ce virus déficient dans aucune des cellules testées. En utilisant ces
différentes approches, nous avons pu nous affranchir des problemes de redondance et
comparer 4 molécules antiapoptotiques du virus de la vaccine, y compris dans un contexte
d’infection virale. Les résultats ont confirmé que toutes les protéines étudiées possédaient des
propriétés antiapoptiques et ont clairement montré que B13 était la plus puissante.

Summary

Apoptosis, which occurs following activation of effector caspases, can restrict the replication
of intracellular pathogens, especially viruses. Vaccinia virus (VACV) is a large dsDNA virus
encoding approximately 200 proteins, several of which inhibit apoptosis. This redundancy of
viral anti-apoptotic proteins complicates the study of these proteins in the context of viral
infection. Here a comparative study of the anti-apoptotic proteins B13, F1, GAAP and N1
with and without virus infection is presented. Firstly, using lentiviral constructs, we generated
transduced cell lines expressing the anti-apoptotic proteins in isolation and we analysed their
ability to protect against extrinsic and intrinsic apoptosis induced by different drugs. In that
context B13 was the most potent inhibitor of intrinsic apoptosis and the only protein to inhibit
both extrinsic and intrinsic apoptosis. We then used a deficient VACV strain, vv811, that
lacks the genes coding for the four anti-apoptotic proteins. Infection with vv811 can induce
apoptosis without the need for any other stimulus. After vv811 infection of cell lines
expressing the anti-apoptotic proteins in trans, B13 and to a lesser extent F1, inhibited
apoptosis. Finally, we introduced each gene separately into vv811 by genetic recombination.
Using these recombinant viruses to induce apoptosis, B13 and F1 were very potent inhibitors.
The protection conferred by GAAP was cell type dependant and N1 failed to protect any of
the tested cells from the virus induced apoptosis. Using these different approaches, we have
been able to overcome the redundancy issue to compare 4 anti-apoptotic proteins from
VACYV, including in the context of viral infection. The results illustrate that vv811 is a useful
tool to determine the role of VACYV anti-apoptotic proteins during infection and that whilst all
of these proteins have some anti-apoptotic activity, B13 is most potent.



