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Avant-propos 

Il y a déjà quelques années, dans un journal dont j'ai depuis oublié le nom, je 

suis tombé sur un petit encadré parlant des virus. L'auteur expliquait en quelques 

lignes que ces « microbes» avaient causé sur Terre, depuis l'apparition de la vie, 

plus de mortalité que toute autre maladie, accident ou catastrophe naturelle. Ces 

organismes m'étaient alors à peu près inconnus. Et comme pour la plupart des 

peurs, les gens ont peur des virus parce qu'ils leur sont inconnus. J'ai donc décidé 

de comprendre comment ces petites boules de protéines pouvaient être aussi 

méchantes avec nous et c'est ce qui m'a mené à étudier la biologie. 

A la fin de mon baccalauréat, Laurent Poliquin m'a donné la possibilité de 

jouer avec mon premier virus, le VSV, et j'ai appris là que ces organismes pouvaient 

non seulement nous nuire, mais également nous apporter des thérapies contre 

d'autres maladies. Après tout le temps passé à lire sur le sujet et à manipuler en 

laboratoire, j'ai compris que toute nouvelle découverte ne fait pas que répondre à 

une question, mais en ouvre une infinité d'autre. Et quelle plus belle occupation pour 

un être humain que de passer sa vie à s'interroger sur le monde qui l'entoure? 

Pour toutes les connaissances que j'ai acquises au cours de ma maîtrise, je 

tiens à dire un grand merci à Laurent Poliquin pour avoir osé me donner la clé de 

son laboratoire et à Marc Desforges pour m'avoir initié aux manipulations et m'avoir 

mis sur la piste de la calpaïne. En plus de ces deux là, je veux remercier tous les 

gens qui m'ont accompagné au cours de ces sessions : Rose-Marie « Bob » Brito, 

Etienne Dorval, Jean-Michel Bergeron et lan Boisseau, mes collègues grâce à qui 

l'ambiance du laboratoire a toujours été excellente. Un grand merci également à 

Denis Flipo pour ses connaissance en cytométrie en flux, et à tous les autres qui , 

d'une manière ou d'une autre, m'ont soutenu dans mes recherches et m'ont permis 

d'en venir à bout. 
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Résumé 

La faculté du virus de la stomatite vésiculeuse 0/SV) à induire l'apoptose 
dans les cellules tumorales en fait un bon modèle d'étude. Mais contrairement au 
virus sauvage pour la protéine de la matrice M (TP6), certains mutants de M du 
VSV, comme T1 026, induisent moins fortement l'apoptose. Ils peuvent également 
persister dans les cellules neurales humaines. Les études préalables ont montré que 
si la voie apoptotique intrinsèque est impliquée dans la mort cellulaire induite par le 
VSV, elle ne suffit pas à expliquer la totalité de la mortalité. D'autres voies 
apoptotiques sont donc impliquées. 

La calpaïne est une protéine cellulaire impliquée dans différentes voies 
métaboliques chez les cellules de vertébrés, dont l'apoptose. Cette cystéine 
protéase dépendante du calcium est particulièrement importante dans les cellules de 
type neural. L'infection virale d'une cellule pouvant induire une variation de la 
concentration en calcium cytosolique, la calpaïne peut être activée dès la phase 
précoce de l'infection et jouer un rôle à différents niveaux. Une fois activée, elle a la 
capacité de cliver le fodrine , protéine du cytosquelette , et ainsi participer aux 
changements morphologiques induits par le VSV. La calpaïne peut également cliver 
Bax, renforçant la vo ie apoptotique mitochondriale . 

Le rôle de la calpaïne à été étudié ici lors de l'infection in vitro par le VSV 
dans un neurogliome de type H4. L'analyse des protéines totales, extraites lors des 
phases précoces et tardives de l'infection par TP6 et T1 026, ont pu être effectuées 
par immunobuvardage. De plus, des modifications dans la morphologie des cellules 
infectées ont été observées par microscopie optique. 

La présence de la calpaïne a été décelée dans la fraction cytosolique des 
cellules H4. Les deux mutants viraux utilisés ont montré un clivage de cette protéase 
tôt dans l'infection sans toutefois qu'une augmentation de la concentration en 
calcium cytosolique n'apparaisse. L'inhibition de la calpaïne a provoqué un 
ralentissement des changements morphologiques induits par TP6, mais le clivage de 
la fodrine n'a pu être mis en évidence étant donné l'absence de la forme classique 
de cette protéine dans les cellules H4. L'inhibition de la calpaïne a également permis 
de diminuer la mortalité cellulaire lors de la phase précoce de l'infection par TP6 (1-
4h p.i) . Cependant, cet effet se perd au cours de la phase tardive (16-18h p.i) . Dans 
le cas de T1 026, l'inhibition de la calpaïne n'a pas provoqué de différences, que ce 
soit dans les changements morphologiques ou dans la viabilité cellulaire . Entre 14h 
et 18h p.i . la pro-caspase-3 à été clivée, montrant ainsi l'apoptose induite par le 
VSV, et Bax a également été clivé en une sous-unité de 18 kDa, portion à caractère 
pro-apoptotique pouvant provenir de l'activité de la calpaïne. Les résultats montrent 
donc que cette protéase est impliquée dans l'infection par le VSV, tant dans les 
changements morphologiques que dans la mort cellulaire induits lors de l'infection. 

- - - - ---



Introduction 

Le virus de la stomatite vésiculeuse 0JSV) présente un intérêt grandissant 

dans la recherche étant donné son activité oncolytique in vivo et in vitro 

(Balachandran et al, 2001) et sa capacité à induire l'apoptose dans divers types 

cellulaires. En effet, ce rhabdovirus à ARN simple brin négatif présente différents 

mutants, son génome étant hautement enclin à être modifié (Desforges et al, 2001 ). 

Les différents mutants de VSV sont à la disposition des chercheurs et ceux qui nous 

intéressent ici se caractérisent principalement par une mutation au niveau de la 

protéine de la matrice M ainsi que par une mutation thermosensible liée ou non à M 

(Desforges et al, 2002). La protéine de la matrice présente un grand intérêt, étant 

impliquée dans de nombreux mécanismes. De l'assemblage du virion à l'inhibition 

de la transcription des gènes de l'hôte (Rose et Whitt, 2001) elle participe également 

à l'induction d'a po ptose (Kopecky et al, 2001) . Les souches mutantes pour M 

montrent des variations dans l'induction d'apoptose et certains sont capables de 

persister dans le système nerveux (Desforges et al, 2002) . 

S'il a été montré que les deux sérotypes du VSV, soient Indiana et New 

Jersey, sont capables d'induire l'apoptose dans les cellules infectées (Balachandran 

et al, 2001 ), ce virus, lorsqu'il porte une mutation, peut également persister dans le 

système nerveux de l'hôte (Desforges et al, 2002). Ce phénomène de persistance 

est relié à la capacité du VSV à inhiber l'expression des gènes de l'hôte et à la 

présence d'une mutation thermosensible non-identifiée sur le génome viral 

(Desforges et al, 2001 ), ainsi qu'une autre sur M (Ahmed et Lyles, 1998). Il est donc 

intéressant ici de considérer deux mutants, soient TP6 et T1 026, le premier étant un 

bon inducteur d'apoptose ne montrant pas de persistance in vitro alors que le 

deuxième montre une activité apoptotique moins efficace et une capacité à persister 

(Desforges et al, 2001 ). Il est donc possible avec des études comparatives de voir 

un lien entre la voie apoptotique impliquée, menant ou non à la mort cellulaire , et la 

persistance virale. 
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Il a été montré que le VSV est capable d'infecter le système nerveux central 

(Huneycutt et al, 1994; Plakhov et al, 1995) et éventuellement d'y persister (Barrera 

et Letchworth , 1996). Ce virus est donc neurotrope et il est important de déterminer 

le rôle qu'il peut jouer dans le système nerveux de l'hôte lors d'une infection étant 

donné la possibilité de s'en servir dans le cadre d'une thérapie contre le cancer. La 

lignée cellulaire H4, de type neurogliome humain , est un bon modèle pour 

investiguer l'induction d'apoptose par le VSV dans les cellules neurales. En effet, 

ces cellules sont capables de soutenir une infection persistante de certains mutants 

pour M, comme T1 026, pendant une période allant jusqu'à 120 jours alors qu'un 

mutant comme TP6 tue la totalité des cellules entre 48 et 72 heures post infection 

(p.i.) . (Desforges et al, 2002). Il a également été montré que la caspase 3 est 

impliquée dans la mort des cellules H4 induite par le VSV, ainsi que les caspases 8 

et 9, respectivement impliquées dans la voie intrinsèque et extrinsèque de 

l'apoptose (Desforges et al, 2002). Considérant que la voie intrinsèque est 

importante lors de l'induction d'apoptose pendant l'infection par le VSV, il est 

important de confirmer le rôle de Bax dans ce modèle. 

Étant donné les différences d'induction d'apoptose en fonction des types 

cellulaires et des mutants lors de l'infection par le VSV, il est intéressant de chercher 

quel(s) facteur(s) cellulaire(s) serai(en)t impliqué(s) dans la détermination de la voie 

apoptotique employée et dans son efficacité. La calpaïne se prête bien à ces 

recherches à cause de ses multiples possibilités d'action. En effet, la calpaïne est 

activée par le calcium et certains modèles d'apoptose dans des cellules neurales 

montrent une forte implication de la concentration de calcium cytosolique dans la 

mort cellulaire (Reimertz et al, 2001 ; Wang et Xu, 2004; Waring, 2005) , 

concentration augmentant rapidement suite à un stress au niveau de la membrane, 

comme une infection virale (DeBiasi et al, 1999, 2001 ; Emgard et al, 2002; Altznauer 

et al, 2004 ). La calpaïne est donc un acteur possible dans les premiers stades de 

l'apoptose des cellules neurales, alors que dans des cellules de type fibroblastique 
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ou épithélial l'augmentation la concentration en calcium n'a pas été mise en 

évidence à ce jour. 

Le présent projet vise à évaluer le rôle éventuel de la calpaïne dans 

l'infection des cellules neurales et son implication dans l'apoptose. En effet , 

l'utilisation de deux mutants, soient TP6 et T1 026, et d'une lignée cellulaire neurale 

humaine de type H4 a permis de mettre en évidence l'implication de la calpaïne lors 

de l'infection par le VSV. 



Chapitre 1 
, 
Etat des connaissances 

1.0 Les maladies infectieuses 

Les maladies infectieuses chez l'homme sont à l'origine de nombreuses 

recherches, étant donné l'impact qu'elles ont sur la société actuelle. Selon 

l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), ces maladies ont causé, en 2001 , 14,7 

millions de morts, soit 26% de la mortalité mondiale. Parmi ces maladies, celles 

causées par des virus sont très importantes. Le SIDA était à lui seul responsable , 

selon l'OMS en 2001 , de la mort de 2,9 millions de personnes. Par ailleurs, 

l'émergence de nouvelles maladies infectieuses à caractère épidémique, combinée 

à l'augmentation des voyages et échanges commerciaux internationaux, tend à 

accroître l'importance et l'impact sur la société humaine des agents infectieux 

comme les virus. 

La recherche scientifique prend donc toute son importance dans un domaine 

où la connaissance de ces vecteurs de mort peut amener à éviter d'importantes 

catastrophes humanitaires. Mais avant de chercher des moyens de combattre une 

infection, il faut découvrir les mécanismes complexes associés à la structure et au 

cycle de vie d'un agent infectieux comme un virus . La compréhension de ses modes 

d'action permettra ainsi d'en combattre les effets pernicieux ou même de se servir 

des avantages que peuvent procurer certains virus. 

1.1 Les virus 

Les virus font partie d'une classe bien particulière des agents infectieux. En 

effet, leur incapacité à se reproduire par eux-même les place à la limite du monde du 

- ---- ·-- - - · --
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vivant. Leur seule stratégie possible pour se développer consiste donc à infecter un 

hôte de manière à se servir de sa machinerie cellulaire afin de se reproduire . 

Un virus consiste principalement en une capside protéique, parfois entourée 

d'une enveloppe, et contenant le matériel génétique viral , qu'i l soit constitué d'acide 

ribonucléique (ARN) ou d'acide désoxyribonucléique (ADN). Un virion doit donc faire 

appel à une stratégie particulière pour insérer son génome dans une cellule hôte et 

prendre le contrôle de celle-ci. Il lui faut ensuite détourner la capacité de réplication 

des acides nucléiques et de production de protéines cellulaires vers le matériel 

génétique viral pour ensuite constituer de nouveaux virions qui seront relâchés par la 

cellule infectée. La stratégie d'infection varie énormément selon le type de virus 

considéré, son génome et les protéines nécessaires à sa survie. 

1.2 Taxonomie virale 

La virologie est une discipline relativement récente , débutant avec le 20éme 

siècle. A ce moment, les virus étaient distingués des autres organismes de par leur 

capacité à traverser des filtres retenant les plus petites bactéries. Étant donné la 

grande variété de virus, les premières classifications se basaient sur les symptômes 

induits par ces agents infectieux. Les techniques de recherche s'affinant avec le 

temps, comme l'apparition de la microscopie électronique, les virus ont pu être 

classés en fonction de leur structure, principalement d'après la géométrie de leur 

capside. De nos jours, une combinaison de facteurs permet de classifier les virus, et 

leur taxonomie est basée principalement sur leur génome. En effet, le matériel 

génétique d'un virus peut varier d'une famille à l'autre, et ces différences sont 

importantes dans la stratégie développée par le virus pour assurer son cycle de 

réplication. Ces agents infectieux peuvent donc se regrouper selon que leur génome 

est constitué d'ADN double brin (ADNdb), ADN simple brin (ADNsb), ARN double 

brin (ARNdb), ARN simple brin positif (ARNsb+), ARN simple brin négatif (ARNsb-), 

voir même d'ADN circulaire. Ils peuvent également être pourvus d'une bicouche 

lipidique ou enveloppe, ajoutant ainsi un facteur de classification (Condit, 2001). 
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1.3 Entrée et réplication 

Comme mentionné ci-dessus, les différentes familles de virus ont des 

stratégies variables pour assurer leur cycle vital , et ce dépendamment de leur 

structure et de leur génome. Mais avant de mettre en avant des particularités dans la 

réplication virale, il faut que le virion, quel qu'il soit, puisse s'attacher et pénétrer 

dans la cellule cible. Une fois son matériel génétique libéré dans la cellule hôte, les 

protéines virales seront produites, le génome répliqué et l'assemblage de nouveaux 

virions pourra avoir lieu. Ces nouveaux virions seront ensuite relâchés dans le milieu 

extracellulaire par bourgeonnement. Ce sont ces étapes qui forment le cycle vital 

d'un virus. 

1.3.1 L'entrée dans la cellule hôte 

La première étape de l'infection est l'entrée du virion dans la cellule hôte. 

Cela se fait par l'attachement de protéines virales à un récepteur spécifique de la 

membrane cellulaire , parfois accompagné d'un co-récepteur. Ces protéines 

cellulaires sont les déterminants du tropisme viral, menant à l' infection de types 

cellulaires spécifiques selon le virus considéré. Par exemple, le virus de 

l'immunodéficience humaine (VIH) cible les cellules portant un récepteur CD4 à leur 

surface, et les co-récepteurs impliqués varient selon la lignée de VIH, parmi des 

récepteurs à chémokines CC ou CXC. Une fois fixé au récepteur, il existe différents 

mécanismes d'entrée dans la cellule, distingués par la dépendance au pH. Le 

mécanisme indépendant du pH, se déroulant à pH neutre, implique l'entrée du virion 

directement à la membrane plasmique ou par l'endocytose du complexe virion­

récepteur. Le mécanisme dépendant du pH implique lui une acidification de 

l'endosome facilitant le relâchement du virus dans la cellule. L'endocytose peut avoir 

lieu de manière dépendante ou indépendante de la clathrine, protéine tapissant 

l'intérieur des vésicules d'endocytose (Young, 2001). 
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Les familles de virus ont évolué en utilisant une grande variété de récepteurs 

cellulaires pour leur entrée dans la cellule cible. Toutefois, des virus différents 

montrent une affinité pour les mêmes types de récepteurs cellulaires et cela n'est 

pas dû au hasard. Il semble en effet, que ces groupes de récepteurs préférentiels 

aient dirigé l'évolution des virus vers leur utilisation de par leur propriété à faciliter 

l'entrée du virus dans la cellule. Les facteurs associés à ce phénomène restent 

encore obscurs , mais la proximité entre le récepteur et la membrane plasmique en 

est certainement un. D'un autre côté, la présence d'un récepteur dans un 

microdomaine particulier de la membrane cellulaire peut favoriser la préférence d'un 

virus pour une protéine cellulaire particulière (Young, 2001 ). 

De plus, l'enveloppe présente autour de certains virus ajoute une étape à 

l'entrée du virion dans la cellule. En effet, le virus doit fusionner son enveloppe à la 

membrane cellulaire grâce aux glycoprotéines situées à la surface virale. Ici encore 

les stratégies diffèrent selon la famille de virus considérée. Le virus Influenza A 

utilise une protéine nommée hémagglutinine (HA) pour provoquer la fusion 

dépendante du pH entre son enveloppe et la membrane plasmique, alors que le 

virus de la stomatite vésiculeuse 0/SV) utilise sa protéine G (Young, 2001 ). Dans 

tous les cas, que les virus soient enveloppés ou non, l'entrée dans la cellule leur 

permet de relâcher leur matériel génétique à l'endroit voulu de manière à assurer sa 

réplication et sa traduction en protéines virales. 

1.3.2 La réplication virale 

Quel que soit le type de matériel génétique présent dans un virus, il doit se 

retrouver sous la forme d'un ARN messager (ARNm) pour être traduit en protéines 

virales. Certains virus ARNsb+ n'ont pas d'étape particulière à suivre, étant donné 

que leur génome peut servir directement d'ARNm pour la cellule hôte, I'ARNm étant 

considéré comme positif par définition. Les autres virus à ARN doivent donc passer 

par une série de modification de leur génome pour arriver à la formation des ARNm 

nécessaires à assurer leur cycle vital. C'est le cas des rétrovirus qui, malgré leur 
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génome ARNsb+ portent dans leur capside un transcriptase inverse, permettant le 

passage à un génome ADNdb, assurant ainsi leur stratégie d'infection en intégrant 

leur matériel génétique à celui de la cellule hôte. Ils rejoignent ainsi la majorité des 

virus à ADN qui doivent importer leur génome dans le noyau de la cellule hôte pour 

compléter leur réplication. Ces différentes stratégies mènent toutes à la réplication 

du génome viral et à la production de toutes les protéines virales permettant la 

formation de nouveaux virions (Bali , 2001 et DiMaio et Coen , 2001 ). 

1.3.3 L'assemblage et le bourgeonnement 

Une fois les différentes protéines virales produites dans la cellule, elles 

doivent être assemblées pour former un nouveau virion comprenant le matériel 

génétique original du virus. Les étapes de l'assemblage font partie des mécanismes 

les moins bien connus du cycle viral. La machinerie de transport cellulaire est 

essentielle pour amener les protéines et le génome viral au lieu d'assemblage. Elle 

permet de cibler les sites favorables à la formation d'un nouveau virion . Les virus 

enveloppés ont une étape supplémentaire à effectuer, car leur enveloppe peut se 

former de différentes manières. En effet, elle peut provenir du réticulum 

endoplasmique (RE), de l'appareil de Golgi , ou même du noyau ou de la membrane 

plasmique. Une fois que toutes les parties des virions sont assemblées, ils sont 

relâchés dans le milieu extracellulaire par bourgeonnement à la membrane 

plasmique. Certains virus ne provoquent pas la lyse de la cellule à ce moment alors 

que d'autres, comme le VSV, lysent la cellule hôte en re-larguant les virions 

nouvellement produits (Hunter, 2001 ). 

1.4 Interactions hôte-virus 

Au cours de l'infection, les mécanismes permettant la production de virions 

dans une cellule hôte entre en confli t avec le métabolisme cellulaire normal. En effet, 

pour pouvoir répliquer leur génome et produire les protéines nécessaires, les virus 

doivent détourner la machinerie cellu laire à leur avantage. Le détournement et 
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l'utilisation des molécules cellulaires se font aux dépens de la cellule hôte et est la 

principale cause des effets pathologiques associés à l' infection virale. Les effets 

cytopathiques principaux subséquents à infection virale sont des changements 

morphologiques comme l'arrondissement et le détachement du substrat, la lyse de la 

cellule, la formation de syncytiums et la formation de corps d'inclusion. Ces effets 

néfastes sont les résultats des étapes nécessaires à la complétion du cycle viral. 

1.4.1 Ciblage du lieu de réplication pour le génome viral 

Selon la stratégie de réplication virale, le génome du virus doit être transporté 

de son lieu d'entrée à un site favorisant sa réplication puis sa traduction . Par 

exemple, les virus à ADN qui doivent pénétrer dans le noyau ont mis au point divers 

moyens d'y parvenir. En effet, des produits viraux, comme le Vpr des lentivirus, 

interagissent avec des importines, ou agissent eux-même comme importines pour 

accéder au noyau de la cellule hôte. Dans d'autres cas, ce sont des séquences de 

localisation nucléaire (SLN) présentes sur les protéines virales qui permettent cette 

entrée. En plus de mener le génome viral à son lieu de réplication , cela permet au 

virus d'assurer la prise de contrôle de la machinerie cellulaire à ses propres fins 

(Knipe et al, 2001) . 

1.4.2 Prise de contrôle de la machinerie cellulaire 

A part les virus ARNsb+, les autres doivent procéder à la production d'ARNm 

de novo. Pour cela ils devront utiliser certaines protéines cellulaires comme les 

facteurs de transcription et la polymérase cellulaire . Ils détournent ainsi les 

mécanismes cellulaires à leur avantage de différentes manières. La prise de contrôle 

de la traduction cellulaire est l'un des facteurs principaux de ce détournement, 

associé à l'inhibition de la transcription du matériel génétique cellulaire (Knipe et al, 

2001 ). Certains virus, comme le VSV, inhibent l'expression des gènes de l'hôte pour 

prendre l'avantage sur la cellule (Ahmed et Lyles, 1998 et Kopecky et Lyles, 2003) . 

D'autres mécanismes cellulaires, comme la traduction et le transport des protéines, 
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ainsi que la réplication du génome font également partie des cibles métaboliques 

lors d'une infection virale (Knipe et al, 2001 ). 

1.4.3 Réponse cellulaire à l'infection virale 

Une des principales réponses de l'hôte à une infection virale est la production 

d'interférons (IFNs) . Les IFNs sont groupés en deux types, les IFNs de type 1 

comprenant I'IFNa et I'IFNI3. Le type Il ne comprend que I'IFNy. Une cellule infectée 

par un virus se met à produire ces 1 FNs permettant la mise en place d'un état anti­

viral chez la cellule et ses voisines (Knipe et al, 2001 ). Cet état se caractérise par un 

ralentissement de la croissance cellulaire et des modifications au niveau du 

métabolisme permettant l'induction d'apoptose, évitant ainsi la dispersion du virus. 

La liaison de I'IFN à son récepteur induit différentes voies métaboliques dont 

l'activation d'enzymes comme la PKR (protein kinase RNA-dependent). Cette 

dernière permet l'inhibition de la traduction , participant ainsi à l'état anti-viral (Stark 

et al, 1998). La production d'interféron lors d'une infection peut provenir de différents 

facteurs, comme la présence d'ARNdb (Sen et Ransohoff, 1993). 

D'un autre côté l'induction d'apoptose fait partie de la réponse cellulaire à 

une infection. Certains virus l'induisent et d'autres cherchent à l'inhiber, 

dépendamment des stratégies de réplication mises en place. L'induction d'apoptose 

peut survenir par différentes voies et provoque la mort de la cellule infectée, limitant 

ainsi la dispersion du virus dans l'organisme touché (Knipe et al, 2001 ). 

1.5 Le phénomène de persistance 

Contrairement à une infection aiguë, où le virus est produit rapidement et 

cause la lyse des cellules, une infection persistante implique un cycle viral non­

lytique. D'autre part, les infections aiguës stimulent le système immunitaire et la 

destruction des cellules infectées par les lymphocytes spécifiques de l'antigène. 

Dans le cas d'une infection persistante, le virus est souvent associé à la cellule et 
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peu de glycoprotéines virales sont exprimées à la surface de cette cellule. Les 

anticorps ne sont donc plus efficaces pour provoquer la lyse de la cellule infectée. 

Par conséquent, en plus de la stratégie visant à assurer un cycle non-lytique, 

l'infection persistante implique une réponse immunitaire incapable de détruire le 

virus ou les cellules infectées (Oidstone, 1991 ). 

Une stratégie virale pour se cacher du système immunitaire se retrouve dans 

la diminution de l'expression du complexe majeur d'histocompatibilité de classe 1 

(CMH-1). Pour reconnaître et détruire une cellule infectée, les lymphocytes T n'ont 

besoin que de 1 à 1 00 complexes CMH-antigène qui soient présent à la surface de 

la cellule. Certains virus, comme les herpesvirus, sont capables de bloquer la 

synthèse protéique de la cellule pour se protéger, mais peu de familles de virus ont 

cette capacité. D'autres ont donc développé la capacité d'inhiber directement la 

présentation de l'antigène par le CMH dans les cellules infectées (Whitton et 

Oldstone, 2001 ). 

1.6 Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) 

Étant donné la simplicité structurale des virus, ils ont longtemps été utilisés 

pour mettre en évidence les mécanismes cellulaires, comme la production et la 

maturation des protéines. En effet, il est plus simple de suivre dans une cellule une 

protéine virale bien définie afin de mieux détailler les voies métaboliques qui mènent 

à la protéine mature. Le VSV a été l'un de ces virus et la production dans une cellule 

infectée de sa glycoprotéine a permis d'identifier différents mécanismes cellulaires. 

C'est notamment sa protéine G qui a servi de modèle dans des études sur la 

synthèse protéique, l'assemblage et le transport à la surface de la cellule (Rose et 

Whitt, 2001 ). Le VSV est donc un virus très bien caractérisé au niveau structural et 

participe à de nombreuses voies cellulaires. Différents mutants du VSV sont connus 

et présentent des caractéristiques d'infections différentes. Certains sont de bons 

inducteurs d'apoptose alors que d'autres peuvent établir une infection persistante 

(Desforges et al, 2001 et Desforges et al, 2002). Ce virus permet donc d'étudier 
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différentes stratégies cellulaires et voies métaboliques et constitue donc un outil de 

recherche des plus intéressant. 

1.6.1 Classification du VSV 

Le VSV est un membre de la famille des Rhabdoviridae. Les membres de 

cette famille infectent autant les vertébrés que les invertébrés et même les plantes 

pour certains. Cette famille est divisée en cinq genres : les vesicu/ovirus, les 

!yssavirus et les ephemerovirus infectant les animaux, et les cytorhabdovirus et les 

nucleorhabdovirus infectant les plantes. Ces virus présentent une forme en balle de 

fusil d'environ 180 nm de long et 75 nm de large et sont constitués de deux parties 

principales : le cœur de ribonucléoprotéines (RNPs) , contenant le matériel 

génétique, et l'enveloppe lipidique contenant des projections ou spicules. Le VSV fait 

partie du genre vesicu/ovirus et est reconnu pour causer des maladies 

principalement chez les bovins et les chevaux, mais il peut également infecter les 

porcs et les moutons (Licata et Harty, 2003). Deux sérotypes sont connus, soient 

VSV-Indiana et VSV-New Jersey, qui montrent des comportements différents dans 

l'infection (Desforges et al, 2001 ). 

1.6.2 Structure du VSV 

Le VSV est un virus à ARN négatif simple brin non-segmenté, codant pour 

cinq protéines virales : 3' N, P, M, G, L 5' (Bath et al , 1975; Barber, 2004). Comme 

tous les rhabdovirus, le VSV a un génome simple et compact. Chaque ARNm 

commence une séquence de départ identique de cinq nucléotides, cap-AACAG, et 

se termine par la séquence UAUG-poly(A). Il n'y a que deux nucléotides entre deux 

régions du génome codant pour un ARNm (Rose et Whitt, 2001 ). 

La fonction de la protéine de la nucléocapside (N) est de permettre le 

stockage du génome de façon très serrée dans la capside virale. On retrouve une 

protéine N pour environ 9 nucléotides du génome à ARN du VSV et le complexe N-
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ARN interagit avec le complexe de la polymérase P-L pendant la transcription et la 

réplication. N interagit également avec la protéine de la matrice (M) lors de la 

formation de la nucléocapside, de sa liaison à la membrane et du bourgeonnement. 

Il est possible que ce soit le taux de protéine N qui permette la régulation du 

passage entre la transcription et la réplication (Rose et Whitt, 2001 ). 

En association avec la protéine L, la phosphoprotéine (P) qui forme le 

complexe transcriptase-réplicase-P est une protéine de 265 acides aminés (a.a.) et 

se trouve dans des formes phosphorylées de diverses manières dans les virions et 

les cellules. La divergence dans la phosphorylation peut mener à la formation de 

deux complexes P-L différents, l'un responsable de la transcription et l'autre de la 

réplication (Rose et Whitt, 2001 ). 

La grande protéine L (L pour large) est une protéine de plus de 2,100 a.a. et 

forme le complexe transcritpase-réplicase avec la protéine P, comme mentionné ci­

dessus. Sa grande taille reflète ses rôles multiples dans la transcription, la 

réplication , la formation de la coiffe (capping), la méthylation de la portion 5' de la 

coiffe et la polyadénylation. 

La glycoprotéine (G) est une protéine de la membrane d'environ 500 a.a. 

L'enveloppe du VSV contient autour de 1,200 de ces molécules transmembranaires 

qui forment 400 spicules trimériques répartis dans l'enveloppe du virion. La protéine 

G du VSV est synthétisée en un précurseur de 511 a.a. dont une séquence N­

terminale de 16 a.a. est clivée après son insertion dans le RE. Elle est glycosylée et 

joue un rôle important dans l'attachement du virion à la membrane cellulaire et dans 

la fusion de la membrane. Elle permet également la sortie du virus par 

bourgeonnement en formant l'enveloppe virale dans la membrane plasmique 

(Jeetendra et a/, 2003 et Rose et Whitt, 2001). 

La protéine de la matrice (M) est la plus petite et la plus abondante des 

protéines dans le virion mais présente de nombreuses fonctions. Elle joue un rôle 
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dans la condensation de la nucléocapside, l'assemblage du virion et le 

bourgeonnement (Rose et Whitt, 2001) . Elle est également impliquée dans 

l'inhibition de la transcription des gènes de l'hôte (Kopecky et Lyles, 2003; Licata et 

Harty, 2003 et Rose et Whitt, 2001) ainsi que dans l'induction d'apoptose par le VSV 

(Kopecky et al, 2001 ). 

1.6.3 Le VSV : apoptose et persistance 

Certaines souches mutantes pour la protéine de la matrice M ont montré une 

capacité de persistance dans les cellules hôtes alors que d'autres ont une action 

cytopathique élevée ce qui en fait de bons modèles pour l'étude des mécanismes 

d'apoptose (Desforges et al, 2001). En effet, les différentes mutations, situées sur la 

protéine M, ou une mutation thermosensible pouvant se trouver sur M ou ailleurs 

dans le génome, produisent un modèle d'infection différent selon la souche virale qui 

les porte. La souche mutée du type sauvage Indiana appelée TP6 porte une 

mutation thermosensible située dans une région autre que celle codant pour M. 

Cette souche présente une cytopathicité élevée, induisant in vitro l'apoptose dans 

100% des cellules neurales de type H4 dans les 72 heures (Desforges et al, 2002). 

Par ailleurs, cette souche ne montre pas de persistance dans ces mêmes cellules, 

ce qui a été montré pour d'autres variants du VSV, comme la souche T1 026, 

comportant, elle, une mutation au niveau de l'acide aminé 51 de la protéine M 

(Desforges et al, 2001 ). 

La protéine de la matrice, ayant été désignée par diverses recherches 

comme étant responsable de l'induction d'apoptose, fait l'objet d'une grande 

attention lorsqu'une mutation dans sa séquence modifie son pouvoir apoptotique. Il 

est donc important de considérer la protéine M comme un facteur majeur de 

l'induction d'apoptose par le VSV. Toutefois, cette protéine ne suffit pas à elle seule 

à expliquer le processus de mort cellulaire associé au VSV (Kopecky et al, 2001) . Il 

est aussi important de noter le fait que non seulement les différents mutants de VSV 

montrent des variations dans l' induction d'apoptose, mais le type cellulaire considéré 



15 

est aussi important, certains mutants ayant des comportements diamétralement 

opposés en fonction de la nature des cellules infectées (Kopecky et Lyles, 2003) . Il 

est donc possible d'imaginer l'implication d'un facteur cellulaire interagissant avec la 

protéine M, de manière directe ou non, mais permettant de moduler la réponse à 

l'infection. 

1.6.4 Le VSV dans l'oncolyse 

La multiplication incontrôlée et l'immortalité des cellules cancéreuses peuvent 

être induites par de nombreux facteurs génétiques dont une mutation dans le gène 

suppresseur de tumeur p53 (Crow et al, 2004). Lors de la recherche de nouveaux 

outils contre cette maladie, il est donc nécessaire de tenir compte de ce facteur et 

l'utilisation de virus capables d'induire l'apoptose dans une cellule sans avoir à 

passer par l'expression de p53 constitue une voie de recherche très intéressante. Le 

VSV représente un modèle prometteur dans ces recherches grâce à ses 

caractéristiques propres dont une induction d'apoptose indépendante de p53. En 

effet, ce virus a pour grand avantage de s'attaquer principalement aux bovins et 

chevaux, n'incluant pas l'homme dans ses hôtes de prédilection, bien que pouvant 

l'infecter. Les infections humaines sont généralement asymptomatiques, mais 

certains cas ont présenté fièvre , nausées et myalgie (Roberts et al, 1999). Ceci 

assure donc l'utilité d'une thérapie oncolytique basée sur VSV étant donné la très 

faible proportion d'êtres humains ayant été infectés par ce virus et portant donc des 

anticorps contre lui. Pour cela , les mécanismes de mort cellulaire induite par le VSV 

doivent être élucidés de même que les divergences dans le patron d'infection qu i 

caractérisent ses différents mutants. 

1.7 L'apoptose 

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus naturel menant 

à la mort d'une cellule par différents facteurs. Elle sert de mode de contrôle dans le 

renouvellement cellulaire , dans l'élimination des cellules en excès, dans la sélection 
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de cellules spécifiques, comme c'est le cas pour les lymphocytes T. D'autre part, 

l'apoptose sert de protection de l'organisme lorsque celui-ci peut être mis en danger 

par une ou des cellules potentiellement pathogènes, comme une cellule infectée par 

un virus. La mort cellulaire ainsi induite permet donc à l'hôte d'éviter la propagation 

du pathogène. Le mécanisme de mort cellulaire programmée met en jeu différentes 

voies de signalisation parfois bien distinctes menant à la dégradation de la cellule 

concernée. Selon le modèle étudié, que ce soit pour la sélection cellulaire, une 

protection de l'hôte ou une infection virale, différentes voies peuvent entrer en jeu, 

séparément ou encore de manière complémentaire (Crow et al, 2004; Gupta et al, 

2005; Yakovlev et Faden, 2004) . 

Certains modèles viraux ont montré que l'induction d'apoptose peut être 

directement liée à l'infection, de même que l'inhibition de la mort cellulaire par le 

virus. Ces modèles montrent néanmoins de grandes variations de résultats selon le 

type de virus ou de cellule considérée, montrant bien l'importance des relations 

spécifiques virus-hôte, dépendantes autant de la stratégie de réplication virale que 

de défense de l'hôte (DeBiasi et al, 2001 ; Kopecky et al, 2001 ; Kopecky et Lyles, 

2003; Licata et Harty, 2003). 

1.7.1 La voie apoptotique intrinsèque 

La voie d'apoptose intrinsèque, ou voie mitochondriale (figure 1 ), est l'une 

des voies métaboliques principales menant à la mort de la cellule. La mitochondrie 

est une organelle cellulaire liée à la production d'énergie et à la mort cellulaire 

programmée. En effet, la perméabilisation de ses membranes est le facteur menant 

à l'apoptose par voie intrinsèque. Ce processus est contrôlé par des protéines 

cellulaires de la famille Bcl-2 qui régulent la perméabilité de la membrane 

mitochondriale externe et contrôlent le relâchement des molécules pro-apoptotiques 

séquestrées dans l'espace inter-membranaire de la mitochondrie. Les protéines Bcl-

2 et Bel-XL empêchent la perméabilisation et la sortie des facteurs pro-apoptotiques 
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alors que Bax et Bak induisent la perméabilisation et la cascade protéique menant la 

mort de la cellule (Armstrong , 2006). 

1.7.2 Bax et Bak 

Bax est une protéine cytosolique de 21 kDa dans un état inactif dans les 

cellules au repos. Cette protéine est séquestrée par des interactions avec des 

facteurs protéiques indépendants de la famille des Bcl-2 comme l'humanine, Ku70 et 

les isoformes 14-3-3 cr,8,E et Ç. Lors d'un stimulus pro-apoptotique, Bax subit un 

changement conformationel lui permettant de se re-localiser et de s'insérer dans la 

membrane mitochondriale externe où elle forme un pore (Armstrong , 2006) . Bax 

peut également être clivé en une sous-unité de 18 kDa ayant également un pouvoir 

pro-apoptotique. Cette sous unité peut être formée par un clivage dû à la calpaïne , 

une autre protéine cellulaire, et ainsi participer à la voie d'apoptose mitochondriale 

(Oh et al, 2004) . 

Bak est, quant à elle, une protéine ancrée à la membrane mitochondriale 

externe dans un complexe avec un canal à anions voltage-dépendant (VDAC) . Lors 

d'un stimulus pro-apoptotique, sa conformation change et provoque son 

oligomérisation et la formation d'un pore dans la membrane permettant ainsi la sortie 

des facteurs pro-apoptotiques (Armstrong , 2006) . 

1.7.3 Le cytochrome cet SmaciDIABLO 

Lors de la formation de pores dans la membrane mitochondriale par l'action 

de Bax ou Bak, les facteurs pro-apoptotiques séquestrés à l'intérieur sont relâchés 

dans le cytosol. Ces protéines peuvent alors activer une cascade enzymatique via 

les caspases menant à la mort cellulaire. Ces facteurs contenus dans la 

mitochondrie sont appelés Smac (second mitocondria-derived activator of caspases) 

et DIABLO (direct IAP-binding protein with law pf). Ils induisent la formation de 

- -- - --
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l'apoptosome qui active la caspase-9 puis la caspase-3, menant à la mort de la 

cellule (Armstrong, 2006). 
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Figure 1 : La voie apoptotique intrinsèque (Jin et EI-Deiry, 2005). 

1. 7.4 La voie apoptotique extrinsèque 

La voie extrinsèque (figure 2) est également appelée la voie des récepteurs 

de mort cellulaire. En effet, les cellules portent à leur surface des récepteurs qui, 

lorsque liés à leur ligand spécifique, induisent un signal cellulaire menant à la mort 

de la cellule par apoptose. 
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Ces récepteurs sont principalement le TNFR (tumor necrosis factor receptor), Fas et 

TRAIL (TNF-re/ated apoptosis-inducing ligand). Lorsque leur ligand respectif s'y lie, 

ces molécules transmembranaires subissent des changements conformationnels 

dans leur portion cytosolique induisant le signal apoptotique. De nombreuses 

molécules cellulaires sont mises en jeux pour arriver principalement à l'activation de 

la caspase-8 qui peut, elle, aller activer la caspase-3 (Jin et EI-Deiry, 2005). 

Complexl+ 
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ù. z ... 

TNFa 
• è! ____ ù. 
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JNK, NF-«B 
activation 

/ ~~~ 
J - -- · 1 Bax,Bak ~ 

@~ 
/ s~cl"' \ 

ê / "' ' '("' CytochromeC .. ·• --- --~ Apoptosome 

apoptosis 

Figure 2 : Les voies apoptotiques extrinsèques (Jin et EI-Deiry, 2005). 

1. 7.5 Les caspases 

Les caspases sont une famille de cystéine-protéases responsables des 

principaux évènements de l'apoptose. A ce jour, 14 caspases ont été identifiées 

chez les mammifères, qui présentent des rôles différents dans les voies 

apoptotiques. En se basant sur leur fonction, il est possible de les classer en trois 

groupes. Le premier groupe comprend les caspases inflammatoires (caspase-1, -4, -

5, -11, -12, -13 et -14) qui sont impliquées dans l'inflammation plutôt que dans 

l'apoptose. Le deuxième groupe comprend les caspases initiatrices. Ces dernières 
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possèdent soit un domaine DED (death effector domain) (caspase-8 et -1 0) ou un 

domaine CARO (caspase activation and recruitement domain) (caspases-2 et -9). 

Elles font le lien entre les molécules de stimulus pro-apoptotique et les caspases du 

troisième groupe soient les caspases effectrices (caspase-3, -6 et -7) . Celles-là sont 

activées par les caspases en amont de la cascade et assurent les fonctions 

apoptotiques en aval en clivant de nombreux substrats (Jin et EI-Deiry, 2005). 

Les cibles des caspases menant à la mort cellulaire sont très variées. Elles 

peuvent comprendre des protéines apoptotiques comme les caspases effectrices, 

mais aussi jouer un rôle dans le clivage des protéines structurelles affectant la 

morphologie et les interactions entre cellules, ou entre une cellule et son substrat. 

D'un autre côté, les caspases peuvent agir au niveau des protéines de réparation de 

l'ADN comme PARP (poly(ADP-ribose) polymérase), facilitant ainsi la mort de la 

cellule . Elles peuvent également jouer un rôle dans le clivage de facteurs associés 

au cycle cellulaire (Jin et EI-Deiry, 2005). 

1.7.6 Les voies apoptotiques alternatives 

En plus des deux voies dites classiques, de nouveaux modèles existant 

depuis quelques années ont permis de supposer l'existence de voies alternatives 

mettant en jeu ou non les caspases. En effet, l'une d'elle, nommée la voie du stress 

du réticulum endoplasmique, est encore mal connue mais permet de mettre en 

évidence le rôle de la caspase 12. Activée suite à un stress au niveau du RE, elle 

est également impliquée dans une cascade de caspases effectrices menant à la 

mort cellulaire (Kitamura et al, 2003; Rao et al, 2004). 

Par ailleurs, il est question depuis quelques années de la possible implication 

d'une molécule ne faisant pas partie de la famille des caspases, la calpaïne. Elle 

pourrait dans certains cas entrer en jeu dans les différentes voies apoptotiques, soit 

en s'intercalant directement dans une voie déjà décrite en étant alors caspase 

dépendante (Biomgren et al, 2001; Huang et Wang, 2001 ; McCollum et al, 2002; 
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Wingrave et al, 2003) , soit de manière indépendante des caspases (Bao et al, 2002). 

Il est toutefois connu que la calpaïne est capable de cliver Bax (Aitznauer et al, 

2004), ce qui en ferait un candidat à la voie intrinsèque, mais pourrait aussi bien 

jouer un rôle dans le stress du RE et dans l'activation de la caspase 12 (Mandic et 

al, 2003) . 

1.7.7 VSV dans l'apoptose 

Il a été mis en évidence que la voie apoptotique intrinsèque est en cause lors 

de l'infection par le VSV de même que l'activation de la caspase 3. Toutefois aucune 

modification de Bax ne semble avoir lieu lors de l'infection par les différents mutants 

(Desforges et al, non-publié). L'utilisation de molécules anti-apoptotiques de la 

famille Bcl-2, ainsi que d'inhibiteurs pan-caspases ne permet la survie que de 80% 

des cellules considérées. La voie apoptotique mitochondriale, de même la caspase-

8 et la caspase-9 sont impliquées dans la mort cellulaire programmée induite par le 

VSV, mais ne constituent pas l'ensemble des voies impliquées (Desforges et al, 

2002). D'un autre côté, des variations dans l'induction d'apoptose se retrouvent 

également en considérant différents types cellulaires infectés par différents variants 

viraux (Desforges et al, 2001 et Kopecky et al, 2001 ). Cela signifie donc que le VSV 

peut être impliqué dans diverses voies apoptotiques lors de l'infection et que la 

calpaïne est un candidat intéressant. 

1.8 La calpaïne 

La calpaïne fait partie d'un groupe de protéines appelées cystéines protéases 

calcium-dépendantes. Les connaissances concernant la régulation de son activité 

cellulaire sont encore floues, mais il est déjà clair qu 'elle est impliquée dans une 

grande variété de mécanismes cellulaires, comme le remodelage de l'attachement 

entre le cytosquelette et la membrane, différentes voies de transduction de signaux, 

et l'apoptose (Gall et al, 2003) . 



Il existe en fait plusieurs types de calpaïne, dont deux principales 

différenciées par la concentration en calcium cytosolique nécessaire pour induire 

leur autolyse : la IJ-calpaïne ([Ca2+] nécessaire en micromolaire) et la m-calpaïne 

([Ca2+] nécessaire en mill imolaire) (Huang et Wang , 2001). En effet, les deux 

calpaïnes se présentent sous la forme d'un hétérodimère composé d'une grande 

sous-unité de 80 kDa et d'une petite sous-unité de 28 kDa et une modification de la 

concentration en calcium cytosolique induit l'autolyse, réduisant la masse de la sous­

unité de 80 kDa de la j.J-calpaïne à 76 kDa et celle de la m-calpaïne à 78 kDa . 

D'autre part, la même autolyse réduit la masse de la sous-unité de 28 kDa de la l..l­

calpaïne à 18 kDa et celle de la m-calpaïne à 20.5 kDa. Toutefois, si de nombreuses 

études ont montré que l'autolyse précède l'activité protéolytique de la calpaïne , 

d'autres ont montré qu'elle peut être active même sans autolyse. L'autolyse permet 

donc d'assurer la présence de calpaïnes actives dans la cellule, mais son absence 

n'implique pas l'inactivité de ces protéases (Gall et al, 2003). 

Différents tissus ou cellules présentent de grandes variations dans le ratio 

entre les deux calpaïnes qui se trouvent dispersées dans le cytosol. Toutefois, une 

stimulation cellulaire induit leur re-localisation en périphérie, probablement par un 

flux intrinsèque de calcium (Gall et al, 2003) . 

Comme il a été mentionné plus haut, une fois activée, la calpaïne peut 

exercer son action à de nombreux niveaux. Une de ses fonctions connues est sa 

capacité à cliver la molécule pro-apoptotique Bax (Aitznauer et al, 2004). En effet, 

sachant que la voie apoptotique mitochondriale est impliquée dans le cas du VSV, il 

est possible de suggérer que la calpaïne y participe en procédant au clivage en sa 

petite sous-unité de 18 kDa. De plus, si l'activité de la calpaïne reste à préciser, il a 

été montré que son rôle est important dans différents modèles d'apoptose induite 

par un virus. C'est le cas pour certa ins réovirus, où l'inhibition de la calpaïne protège 

contre l'a po ptose induite par ces pathogènes (DeBiasi et al, 1999, 2001 ). D'autre 

part, d'autres modèles de stress cellulaires non liés à une infection virale ont montré 

l'implication de la ca lpaïne dans l'apoptose (McCollum et al, 2002; Rajgopal et 
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Vemuri, 2002; Wang et Xu, 2004). Cela ouvre donc des perspectives intéressantes, 

sachant que l'attachement d'un virion à la membrane cellulaire lors de l'infection 

peut induire un stress mod ifiant la concentration cytosolique de calcium (Cheshenko 

et al, 2003). 

La calpaïne peut être également impliquée dans les changements 

morphologiques associés à une infection virale. En effet, une protéine du 

cytosquelette, la fodrine, ou a-spectrine, est un substrat de la calpaïne et se trouve à 

former un lien entre la membrane plasmique et le RE (Lencesova et al, 2003). Étant 

donné la capacité de la calpaïne à cliver la fodrine en un doublet spécifique de 145-

150 kDa (DeBiasi et al, 2001; Rajgopal et Vemuri , 2001 ), il est possible de proposer 

un lien direct entre une activation de la calpaïne tôt dans l'infection, suite à une 

augmentation de calcium cytosolique, et les changements morphologiques associés 

à l'infection par le VSV. 

Na+ pu.mp 
Trk 8 al PMCAI SOC NCXl 

Na+ pump 
a2/a3 

Figure 3 : Modèle des complexes de jonction entre la membrane plasmique et le RE 

(Lencesova et al, 2004). 
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L'hypothèse de l'activation de la calpaïne lors de l'infection par le VSV est 

renforcée par la présence, au niveau de la membrane plasmique, de microdomaines 

particuliers. Au niveau de ces sites, les échangeurs d'ions sodium/calcium (NCX 

pour Na+/Ca2+ exchanger) permettent l'entrée de calcium dans la cellule. Ils sont 

également liés à la fodrine et au RE (Lencesova et al, 2004; figure 3) . L'attachement 

d'un virion à la membrane plasmique pouvant provoquer la rentrée de calcium dans 

la cellule, la calpaïne située dans ces microdomaines peut directement agir en 

clivant la fodrine disponible à proximité. Son action peut donc être ciblée dans des 

zones bien précises de la cellule infectée. 

1.8.1 La calpaïne et le VSV: importance dans les cellules neurales 

Un autre aspect important de l'activation de la calpaïne lors de l'infection de 

VSV est la neurotropie de ce virus. Il a été montré dans diverses études que le rôle 

de la calpaïne prend toute son importance dans l'apoptose induite chez des cellules 

de type neural (Biomgren et al, 2001 ; McCollum et al, 2002; Wingrave et al, 2003) . 

En effet, la concentration en calcium cytosolique est très importante dans le 

métabolisme de ce type de cellules (Lencesova et al, 2003). Différents résultats 

concernant VSV ayant déjà été montrés sur les cellules neurales H4, elles 

représentent un bon modèle pour l'étude de l'implication de la calpaïne lors de 

l'induction d'apoptose calcium-dépendante. 



Hypothèses de travail 

Étant donné les variations lors de l'induction d'apoptose par différents mutants du 

VSV, il est possible d'émettre les hypothèses suivantes : 

L'infection par le VSV cause une augmentation du calcium cytosolique dès 

l'attachement du virion à la cellule. 

La calpaïne est activée par l'augmentation en calcium cytosolique dans la phase 

précoce de l'infection. 

Une fois activée, la calpaïne peut agir sur la morphologie cellulaire en clivant la 

fodrine. 

La calpaïne activée peut également agir dans les voies d'apoptose induites par 

le VSV, notamment dans la voie mitochondriale en clivant Bax. 

Objectifs 

Les objectifs de cette étude sont de vérifier l'induction d'apoptose par le VSV dans 

les cellules de type H4 par le clivage de la caspase-3. Le rôle de Bax doit également 

être pris en compte afin de mettre en évidence le rôle de la calpaïne dans la voie 

mitochondriale. 

L'objectif principal de cette étude est de montrer l'activation de la calpaïne dans la 

phase précoce de l'apoptose et d'évaluer son rôle. Il s'agit donc de regarder la 

concentration de calcium cytosolique suite à l'infection, la morphologie des cellules 

infectées en présence d'un inhibiteur de calpaïne, ainsi que la viabilité des cultures 

cellulaires infectées en présence de cet inhibiteur. 

La fodrine étant un substrat de la calpaïne, elle sert de témoin pour son activation et 

doit être vérifiée dans le cadre des changements morphologiques. 



Chapitre Il 

Matériel et méthodes 

2.0 Lignées cellulaires 

Deux lignées cellulaires humaines sont utilisées ici. La lignée H4, de type 

neurogliome, permet de représenter l'effet de la calpaïne, mis en évidence par la 

littérature, dans les cellules neurales principalement (Biomgren et al, 2001 ; 

McCollum et al, 2002; Wingrave et al, 2003) . La lignée Hela, de type 

adénocarcinome épithélial, sert de comparaison en tant que lignée non-neurale. La 

lignée H4 est cultivée dans du milieu OMEM (Oulbecco 's minimum essential 

medium) contenant 10% de sérum de veau fœtal (SVF) et 1% d'antibiotiques 

pénicilline/streptomycine (p/s), alors que la lignée Hela est cultivée dans du milieu 

ME M-a (minimum essential medium alpha) contenant 10% de sérum de veau 

nouveau né (NCS pour newborn calf serum) et 1% d'antibiotiques (p/s) . Ces cellules 

sont maintenues en atmosphère humide à 37°C et 5% C02. 

2.1 Mutants viraux 

Deux mutants viraux du sérotype Indiana du VSV sont utilisés ici , selon leur 

capacité à induire l'apoptose, leur persistance dans les cellules neurales et la 

présence d'une mutation sur la protéine de la matrice (M) . Le mutant TP6, porteur 

d'une mutation thermosensible non identifiée, est utilisé comme inducteur 

d'apoptose rapide et efficace dans les cellules H4, ne montrant pas de persistance ni 

de mutation au niveau de M. Le mutant T1 026, qui est un plus faible inducteur 

d'apoptose dans les cellules H4, permet l'établissement de l'état de persistance et 

ce variant est porteur d'une mutation au niveau de l'acide aminé 51 de la protéine M 

(Desforges et al, 2001 ). 
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2.2 Infections virales 

Les cellules à infecter sont ensemencées dans des boîtes de Pétri de 6 cm 

de diamètre dans le cas d'une analyse protéique par immunobuvardage, ou en 

plaque de six puits lors des tests de calcium cytosolique. Les cellules sont comptées 

et la quantité nécessaire à obtenir 90% de confluence dans les 24 heures est 

ensemencée. Au moment de l'infection, le milieu de culture est retiré et la dilution 

virale (dans du PBS avec 2% de sérum) nécessaire à avoir une multiplicité 

d'infection (m.o.i) de 1 ou 1 0 est ajoutée aux cellules. Après 45 minutes en 

atmosphère humide à 37°C et 5% C02 , le milieu de culture est ajouté et les cellules 

sont remises à l'incubateur jusqu'au moment de la récolte . La récolte se fait à l'aide 

d'un grattoir lors de l'analyse protéique et par la trypsine lors des tests de calcium 

cytosolique. 

2.3 Inducteur chimique d'apoptose 

De manière à obtenir des témoins d'apoptose, un inducteur chimique est 

utilisé. La camptothécine (CPT, Sigma), inhibiteur de topoisomérase 1 induisant 

l'apoptose par la voie de p53 , est utilisée comme contrôle pour la voie 

mitochondriale. L'inducteur dilué dans du diméthyl sulfoxyde (DMSO) est ajouté au 

milieu de culture au même moment que les virus, sans que la concentration finale en 

DMSO ne dépasse 0,3%. La camptothécine est utilisée à une concentration de 

50nM (Desforges et al, non publié) 

2.4 Inhibiteur de la calpaïne 

De manière à mettre en évidence l'implication de la calpaïne dans l'infection 

par le VSV, un inhibiteur de cette protéase, I'Acetyi-L-Leucyi-L-Leucyi-L-Norleucinal 

(ALLN, Sigma) est utilisé à une concentration de 25 f-LM (DeBiasi et al, 1999). Il est 

nécessaire de pré-incuber durant deux heures les cellules traitées avant de procéder 

à l'infection. Une fois les 45 minutes d'adsorption virale écoulées et le milieu rajouté, 
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il est nécessaire de ré-incuber les cellules dans une concentration identique de 

l'inhibiteur pour la durée de l'infection. 

2.5 Extraction protéique 

Pour les extraits protéiques totaux, un tampon RIPA est utilisé [150mM NaCI, 1% 

NP-40 (v/v) , 0.5% deoxycholate (p/v), 0.1% SOS (p/v) , 50 mM Tris-HCI pH 8.0] avec 

1 mM PMSF ajouté frais . Les cellules récoltées sont incubées dans ce tampon 

pendant 10 min sur glace, avant d'être centrifugées à 10,000 x g pendant 1 0 min à 

4°C. Dans le cas du fractionnement cytosol/mitochondrie, la lyse se fait sur glace 

avec un tampon digitonine (1 mg/ml digitonine, tampon HEPES 20 mM pH 7.4, 250 

mM sucrose, 1 mM PMSF) suivie d'une centrifugation de 30 secondes à 14,000 g 

(To pièce) . Le surnageant représente la fraction cytosolique et est placé sur glace. 

Le culot est resuspendu dans un tampon de lyse (0,2% Triton X-1 00 (v/v) , 150 mM 

Na Cl , 30 mM Tris-HCI pH7.2, 1 mM PMSF) pendant 10 min . sur glace puis centrifugé 

pendant 15 min. à 4°C et 5,000 g. Le surnageant représente la fraction 

mitochondriale. La concentration en protéines est dosée en utilisant la trousse Bio­

Rad basée sur la technique de Lowry. 

2.6 SOS-PAGE, transfert Western et immunobuvardage 

Après le dosage, les protéines cellulaires (20 IJg) sont déposées sur des gels 

de polyacrylamide de différentes concentrations (15 % pour séparer les faibles poids 

moléculaires et 8 % pour séparer les hauts poids moléculaires) pour la migration par 

électrophorèse. Elles sont ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidene 

fluoride (PVDF) (transfert en cassette pour les hauts poids moléculaires et en semi­

dry pour les faibles poids moléculaires). Les membranes sont placées pour la nuit à 

4 °C dans la solution de blocage (PBS - 5% lait en poudre écremé), avant d'être 

hybridées avec les différents anticorps utilisés (temps d'hybridation d'une heure 

pour l'anticorps spécifique et le conjugué). 
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Ces derniers sont : un anticorps de lapin anti-Bax (dilution 1/2000, BD 

Biosciences) , un anticorps de souris anti-calpaïne (1/1 000, Chemicon) , un anticorps 

de souris anti-fodrine (1/1 000, Chemicon) , la fodrine étant un substrat de la calpaïne 

spécifique de son activation (DeBiasi et al, 2001 ; Rajgopal et V emu ri , 2001 ), un 

anticorps de lapin anti-caspase-3 (1/500 , Santa Cruz Biotechnology) et un anticorps 

de souris anti-actine (1/5000, Chemicon) utilisé à des fins de témoin de charge. Les 

anticorps conjugués (1/2000 à 1/10,000) sont desanti-souris ou anti-lapin selon le 

premier anticorps utilisé. La révélation se fa it à l'aide du kit de chemiluminescence 

ECL + de la compagnie Amersham. 

2.7 Concentration en calcium cytosolique 

Le test de calcium cytosolique se fait à l'aide de Fluo-5F/AM (Molecular 

Probes), ayant une sensibilité correspondant à la concentration de calcium 

nécessaire à l'activation de la calpaïne. Après avoir été détaché du substrat à l'aide 

de trypsine et récoltées, les cellules sont resuspendues dans une solution de 

tampon phosphate (PBS) , glucose 5 mM, albumine bovine sérique (BSA) 0.1% (p/v), 

auquel est ajouté le Fluo-5F/AM dilué dans du DMSO avec 0.2% sulfinpyrazone 

(Molecular Probes) . Les cellules sont incubées 1 h en atmosphère humide à 37°C et 

5% C02, puis centrifugées 10 min à 350 x g et resuspendues dans le milieu 

précédant de manière à éliminer le Fluo-5F/AM du milieu. Suite à une incubation de 

30 min en atmosphère humide à 37°C et 5% C02, la fluorescence est lue au 

FACScan. En parallèle, ces mêmes échantillons sont traités à l'iodure de propidium 

afin d'avoir une lecture de viabilité cellulaire au FACScan. 

2.8 Changements morphologiques 

Les changements morphologiques associés à l'infection peuvent être 

analysés au microscope optique. Des photographies numériques prises à différents 

temps p.i., pour tous les tests effectués, permettent de comparer la morphologie des 

cellules. 



30 

2.9 Analyse densitométrique 

Les bandes obtenues par immunobuvardage avec les anticorps spécifiques 

aux protéines ciblées peuvent être comparées par densitométrie. Ceci est effectué à 

l'aide du logiciel Quantity One (Bio-Rad) . 

2.10 Analyse statistique 

Les résultats de viabilité sont obtenus par le test MTS/PMS. Ce test mesure 

l'activité des déshydrogénases mitochondriales reflétant l'activité métabolique 

cellulaire et donc la viabilité d'une culture. Ils sont effectués en triplicatas. Ils ont été 

soumis à un test statistique pour être évalués. Le test de Student (student's T-test) a 

été utilisé. Les résultats sont significatifs lorsque la probabilité P<0.05. 



Chapitre Ill -Résultats 

3.0 La protéine pro-apoptotique Bax est clivée en une sous-unité de 18 kDa 

et la caspase-3 est activée lors de la phase tardive de l'infection par TPG 

et T1026. 

Étant donné la mortalité induite par l'infection du VSV dans les cellules 

neurales, il est nécessaire de vérifier de quelle manière les cellules concernées sont 

affectées. Il a déjà été montré que TP6 et T1 026 sont capables d'induire l'apoptose, 

bien qu'à des niveaux différents (Kopecky et al, 2001 ). La voie mitochondriale 

(intrinsèque) est une des voies mise en évidence pour l'induction de mort cellulaire 

par le VSV et il a été nécessaire de vérifier son implication dans le cas présent. Une 

protéine pro-apoptotique, Bax, est impliquée dans cette voie et son clivage est 

directement lié à l'induction de la mort cellulaire programmée. En effet, la portion 

clivée de 18 kDa est considérée comme tout autant pro-apoptotique que la forme 

pleine longueur de cette protéine. Lorsque clivée dans le cytosol , la forme de 18kDa 

peut être relocalisée à la mitochondrie et renforcer la voie intrinsèque induite par la 

forme pleine longueur de Bax (Oh et al, 2004) . Pour montrer ce clivage, les cellu les 

H4 ont été infectées par TP6 et T1 026, ou traitées à la camptothécine (contrôle 

positif) , un inhibiteur chimique de la topoisomérase 1 et inducteur d'apoptose 

(Gajkowska , et al, 2004) . Les protéines totales ont été extraites entre 12h et 18h p.i. 

pour être analysées par immunobuvardage à l'aide d'anticorps spécifiques à Bax. 

La figure 4 montre clairement l'apparition au cours du temps de la sous-unité cl ivée 

de Bax (18 kDa) impliquée dans la voie apoptotique mitochondriale. À 14h p.i., le 

cl ivage semble plus fort pour T1 026, mais la bande à 21 kDa est également plus 

marquée. Le cl ivage n'est donc pas proportionnellement plus fort dans le cas de 

T1 026. Toutefois, ce phénomène est plus marqué dans le cas de TP6 à 18h, ce qui 

correspond à la faculté de ce variant à induire fortement l'apoptose dans les cellules 



-
-

12
h 

14
h 

16
h 

18
h 

A
 

A
 

A
 

A
 

(
r
-
-
~
 

\ 
( 

\ 
( 

\ 
( 

'-
--

--
--

..
\ 

B
a

x 
m

o
ck

 
C

P
T

 
T

P
6

 T
1

0
2

6
 m

o
ck

 C
P

T
 T

P
6

 T
10

26
 m

o
ck

 
C

P
T

 
T

P
6

 T
1

0
2

6
 m

o
ck

 C
P

T
 T

P
6

 T
1

0
2

6
 

2
1k

D
a 

.., 
18

kD
a 

.., 

Fi
gu

re
 4

: 
B

ax
 e

st
 c

liv
é 

lo
rs

 d
e 

l'i
n

fe
ct

io
n

 p
ar

 T
P

6 
et

 T
1 

02
6.

 L
es

 c
el

lu
le

s 
H

4 
o

n
t 

ét
é 

no
n-

tr
ai

té
es

 
(m

oc
k)

, 
tr

ai
té

es
 à

 la
 c

am
pt

ot
hé

ci
ne

 (
C

P
T

) 
50

 n
M

 o
u 

in
fe

ct
ée

s 
pa

r 
T

P
6 

ou
 T

10
26

 a
ve

c 
un

e 
m

.o
.i.

 d
e 

1 O
. 

Le
s 

ex
tr

ai
ts

 p
ro

té
iq

ue
s 

to
ta

ux
 o

nt
 é

té
 r

éc
ol

té
s 

au
x 

de
ux

 h
eu

re
s,

 d
e 

12
h 

à 
18

h 
p

.i.
, 

sé
pa

ré
s 

pa
r 

é
le

ct
ro

ph
or

ès
e 

(S
O

S
-P

A
G

E
) 

et
 

tr
an

sf
ér

és
 

su
r 

P
V

D
F

. 
B

ax
 

es
t 

ré
vé

lé
 

à 
1 

'a
id

e 
d 

'a
nt

ic
or

ps
 

sp
é

ci
fiq

ue
s

. 
La

 c
am

pt
ot

hé
ci

ne
 (

C
P

T
) 

es
t 

un
 i

nd
uc

te
ur

 c
hi

m
iq

ue
 d

 '
ap

op
to

se
 e

t 
se

rt
 d

e 
té

m
oi

n.
 L

es
 

ré
su

lta
ts

 m
on

tr
en

t 
l'a

pp
a

rit
io

n 
de

 l
a 

fo
rm

e 
cl

iv
ée

 (
18

 k
D

a)
 d

e 
B

ax
 l

or
s 

de
 l

'in
du

ct
io

n 
d

'a
po

pt
os

e 
pa

r 
la

 C
P

T
 e

t 
le

s 
de

ux
 v

ar
ia

nt
s 

de
 V

S
V

. 



33 

infectées. En ce qui concerne T1 026, le clivage de Bax en une bande de 18 kDa est 

plus faible que pour TP6 et peut se comparer au témoin CPT. 

D'un autre côté, il est nécessaire de montrer que la cascade apoptotique est 

complétée pour atteindre la mort de la cellule concernée. Pour cela, l'activation de la 

caspase-3 représente un témoin adéquat d'induction d'apoptose. En effet, cette 

protéase se retrouve en fin de cascade apoptotique dans le cas de différentes voies 

pouvant être induites (Jin et EI-Deiry, 2005). Le clivage de la pro-caspase-3 permet 

donc de montrer que les cellules infectées ont été tuées par apoptose. La figure SA 

montre cela dans le cas de TP6 et de T1 026 où la diminution de la bande 

correspondant à la pro-caspase-3 est bien visible. L'analyse densitométrique 

présentée en 58 quantifie la même information. Il est donc clair que l'infection par le 

VSV induit l'apoptose dans les cellules neurales humaines de type H4. 

3.1 La calpaïne se trouve dans le cytosollors de l'infection par TP6. 

Une fois montré que l'infection par le VSV induit l'apoptose dans les cellules 

concernées, il est important de vérifier de quelle manière. Les voies mises en 

évidence à ce jour, comme la voie mitochondriale, ne suffisent pas à expliquer 

complètement la mortalité cellulaire induite par ce virus, notamment dans les cellules 

neurales humaines. 

D'autres ouvertures ont cependant été faites au niveau des possibles voies 

apoptotiques qui fournissent de nouveaux axes de recherche. La calpaïne, une 

protéase calcium-dépendante, fait partie de ces candidats au rôle pro-apoptotique, 

principalement dans les cellules neurales. En effet, cette protéine cytosol ique ou 

membranaire joue un rôle dans différents aspects de l'apoptose, selon le modèle 

étudié (Goll et al, 2002). Sa présence dans le cytosol ou dans la mitochondrie peut 

influencer son rôle dans la voie mitochondriale étant donné sa capacité à cliver Bax 

(Oh et al, 2004). Sa localisation lors de l'infection par le VSV est donc un facteur à 

prendre en compte. 
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Des cellules neurales humaines de type H4 ont donc été mises en culture et 

infectées par TP6 ou traitées avec un témoin chimique inducteur d'apoptose, la 

camptothécine (CPT). L'analyse par immunobuvardage des extraits protéiques 

fractionnés (cytosol et mitochondrie) a permis de localiser la petite sous-unité de la 

calpaïne (28 kDa) (figure 6) . Il est possible de voir sur cette figure que cette sous­

unité se retrouve dans la fraction cytosolique des cellules H4 tant lors de l'infection 

par TP6 que dans le cas du témoin chimique CPT. De plus, une diminution de la 

bande de cette sous-unité peut se remarquer dans le cas de l'infection et de la CPT. 

Cette diminution reflète l'autolyse de la calpaïne lorsqu'elle est activée. L'apparition 

de faibles bandes dans les fractions mitochondriales à 16h p.i. n'est probablement 

due qu'à une légère erreur de manipulation. 

3.2 La calpaïne est clivée lors de l'infection par TP6, mais la concentration 

en calcium cytosolique ne varie pas significativement. 

La petite sous-unité de la calpaïne (28 kDa) est une partie active de cette 

protéase. Son autolyse est une indication de son activité dans différentes voies 

métaboliques cellulaires, dont l'apoptose. Elle peut toutefois être active sans subir 

d'autolyse. Son action étant dépendante de la concentration en calcium cytosolique, 

elle est d'autant plus importante dans le cas des cellules neurales. De plus, son 

action lors d'une infection virale tend à prendre place lors des phases précoces de 

l'infection (DeBiasi et al, 1999). 

Des cellules H4 ont donc été infectées par deux variants viraux, TP6 et 

T1 026, qui diffèrent dans leur vitesse d'induction d'apoptose. Les protéines totales 

ont été extraites 1 h et 4h p.i. de manière à analyser la calpaïne lors de la phase 

précoce de l'infection . Les résultats à une heure p.i. pour TP6 (figure 7, A et B) 

semblent déjà montrer une diminution de la petite sous-unité de la calpaïne. Il est 

également possible de voir sur la figure 7 (A et B) que cette sous-unité est autolysée 
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à 4h p.i. lors de l'infection par TP6 et dans le cas du témoin CPT. Dans le cas de 

T1 026, les résultats présentés sur la figure 7 (A et B) ne montrent pas de clivage à 

1 h p.i. , mais l'analyse densitométrique (figure 78) pour 4h p.i. présente une 

diminution de la petite sous-unité de la calpaïne. 

Étant donné la dépendance de la calpaïne au calcium pour être activée, un 

test de concentration en calcium cytosolique a été effectué. Les résultats obtenus 

(figure 8) ne montrent toutefois pas de variations majeures dans la concentration en 

calcium cytosolique des cellules infectées par TP6 ou T1 026. 

3.3 L'inhibition de la calpaïne ralentit les changements morphologiques 

induits lors de la phase précoce de l'infection par TP6 sur les cellules 

H4 et maintient la viabilité de la culture cellulaire. 

Le variant TP6 du VSV est un inducteur rapide de l'apoptose et son effet peut 

se remarquer dès la phase précoce de l'infection (1 h-4h p.i. ). Il est reconnu que l'un 

des effets précoces induits par le VSV est une modification dans la morphologie de 

la cellule infectée, relié à l'induction d'apoptose (Blondel et al, 1990). Par ailleurs, la 

calpaïne a pour substrat une protéine du cytosquelette impliquée dans le maintient 

de la forme de la cellule : la fodrine. Il est donc intéressant de vérifier l'implication de 

la calpaïne dans les changements morphologiques induits par TP6. 

Les cellules H4 ont donc été infectées par ce variant du VSV, avec ou sans 

un inhibiteur de la calpaïne, I'ALLN. Des photos ont ensuite été prises 1 h et 4h p.i. 

afin d'observer l'aspect morphologique de la culture et un test MTS/PMS a permis 

d'estimer la viabilité de cette même cultu re. 

L'observation des images présentées à la figure 9 permet de mettre en 

évidence les changements morphologiques induits par TP6 dans les cellules H4. Les 

cellules témoin non-infectées (mock, figure 9A) présentent un tapis cellulaire 

uniforme sans décollement ni arrondissement des cellules en culture. Lors de 
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A) 

mock 

B) D) 

TP61h TP64h 

C) E) 

TP6 + ALLN 1h 

Figure 9: L' inhibition de la calpaïne ralentit les 
changements morphologiques induits par TP6 lors de la 
phase précoce de 1 'infection. Les cellules H4 ont été non­
traitées (mock) ou infectées avec TP6 avec une m.o.i. de 10, 
avec ou sans ALLN 25 ).!M. L'ALLN est un inhibiteur de la 
calpaïne. Les photos ont été prises 1 h et 4h p.i. et leur 
observation montre les changements morphologiques induits 
par 1 'infection ainsi que leur ralentissement lors de 1 'inhibition 
de la calpaïne. 
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l'infection par TP6, les cellules ne présentent pas de variation à 1 h p.i. , avec ou sans 

ALLN (figure 9B et 9C) . Par contre, à 4h p.i. , les cellules infectées par TP6 (figure 

90) montrent d'importants changements morphologiques en comparaison au témoin . 

Le tapis cellulaire n'est plus uniforme, de nombreuses cellules ont décollé du 

substrat et un arrondissement marqué est le témoin de l'influence de TP6 sur la 

culture cellulaire. Par contre, en observant la figure 9E, il est possible de remarquer 

que les cellules infectées par TP6 et soumises à l'action de I'ALLN ont gardé une 

plus grande intégrité morphologique en comparaison de l'infection sans inhibiteur de 

calpaïne. Le tapis cellulaire est préservé dans ce cas, et l'arrondissement cellulaire 

est fortement amoindri. 

Le test MTS/PMS présenté à la figure 10 est représentatif de l'état des 

cellules. Cette figure montre que la culture cellulaire témoin (mock) présente une 

légère croissance au cours du temps, alors que l'infection par TP6 provoque une 

chute marquée de la viabilité cellulaire dans les quatre premières heures p.i. En 

parallèle, les cellules infectées par TP6 et soumises à l'effet de l'inhibiteur de 

calpaïne conservent une bonne viabilité, même si à 4h p.i. la 0.0. commence à 

baisser par rapport au témoin . 

3.4 Les changements morphologiques sont peu marqués lors de l'infection 

par T1026 et la viabilité est peu influencée. 

Le variant T1 026 du VSV, mutant pour la protéine de la matrice M, est un 

inducteur d'apoptose moins efficace que TP6. Il a également été montré qu'il peut 

persister dans les cellules neurales. Les changements morphologiques associés à 

l'infection étant également retardés en comparaison au VSV sauvage, l' influence de 

la calpaïne lors de la phase précoce de l'infection (1 h-4h p.i.) ne devrait donc pas 

être aussi marquée que dans le cas de TP6. Les cellules H4 ont donc été infectées 

par T1 026, avec ou sans un inhibiteur de la calpaïne, I'ALLN. Des photos ont ensuite 

été prises 1 h et 4h p.i. afin d'observer l'allure de la culture et un test MTS/PMS a 

permis d'estimer la viabilité de cette même culture. 
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Les observations montrent qu'à 1 h p.i. , l'influence de T1 026 sur la 

morphologie cellulaire est nulle, avec ou sans inhibiteur de calpaïne (figure 11 B et 

11 C) . À 4h p.i. (Figure 11 D et 11 E) il est possible de remarquer de légers 

changements morphologiques, comme l'arrondissement d'une minorité de cellules, 

mais le tapis cellulaire reste intact. L'ALLN ne semble pas avoir d'effet marqué. 

En considérant la viabilité de ces cultures (figure 12), aucune différence 

significative n'est à noter dans les trois premières heures suivant l'infection par 

T1 026. C'est à 4h p.i. que la viabilité de la culture infectée par T1 026 commence à 

baisser et I'ALLN n'a pas d'effet notoire sur cette baisse. 

3.5 La procaspase-3 n'est pas clivée par la calpaïne et la forme classique 

de la fodrine ne se retrouve pas dans les cellules H4 lors de la phase 

précoce de l'infection par TP6 et T1026. 

Différents substrats de la calpaïne peuvent être util isés pour montrer son 

activation et la procaspase-3 en fait partie. En effet, la calpaïne peut cliver cette 

caspase de manière spécifique et donner un fragment de 29 kDa. Ce cl ivage de la 

procaspase-3 n'est pas directement lié à l'apoptose mais à l'activité enzymatique de 

la calpaïne (Emgard et al, 2002) . Les cellules H4 infectées par TP6 et T1 026 ont 

donc été lysées 1 h et 4h après l'infection pour en extraire les protéines totales. 

L'utilisation d'un anticorps spécifique aux différents fragments de la caspase-3, dont 

le fragment de 29 kDa dépendant de la calpaïne, a permis d'analyser le clivage de 

cette caspase. La figure 13 montre toutefois que la procaspase-3 reste intacte lors 

de la phase précoce de l'infection par les deux variants de VSV, ne présentant ni de 

fragment de 29 kDa ni d'aucune autre sorte. 

Un autre substrat possible pour déterminer l'activation de la calpaïne est la 

fodri ne. Cette protéine du cytosquelette est un des substrats préférentiels de la 

calpaïne ce qui lui permet d'agir sur la morphologie cellulaire au niveau du 

cytosquelette. Lorsque la forme classique de la fodrine (240 kDa) est clivée par la 



------ --- --- - - - - ---- - - -----

A) 

mock 

8) D) 

T1026 1h T1026 4h 

C) E) 

T1026 + ALLN 1h T1 026 + ALLN 4h 

Figure 11: L'inhibition de la calpaïne a peu d'effet lors 
de la phase précoce de l'infection par T1 026. . Les 
cellules H4 ont été non-traitées (mock) ou infectées avec 
T1 026 avec une m.o.i. de 10, avec ou sans ALLN 25 J.!M. 
L'ALLN est un inhibiteur de la calpaïne. Les photos ont été 
prises 1 h et 4h p.i. (B etC) Aucun changement n'a lieu à 1 h 
p.i. (D et E) De légers changements apparaissent à 4h p.i . 
sans effet marqué de I'ALLN. 

. 
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calpaïne, elle donne, lors d'une analyse par immunobuvardage, un doublet de 

bandes spécifique de 145-150 kDa . Les cellules H4 infectées par TP6 et T1 026, 

avec ou sans ALLN, ont donc été récoltées et lysées 1 h et 4h p.i. de manière à en 

extraire les protéine totales. L'analyse Western de ces extraits totaux a été effectuée 

à l'aide d'un anticorps spécifique à la fodrine. La figure 14 montre toutefois que cette 

protéine du cytosquelette n'est pas détectable dans les cellules H4 à1h et 4h p.i. , 

pas plus dans sa forme complète (240 kDa) que sous sa forme clivée par la calpaïne 

(145-150 kDa). 

3.6 La forme classique de la fodrine n'est pas exprimée dans les cellules 

neurales humaines de type H4. 

Étant donné l'absence d'une bande à 240 kDa lors de l'immunobuvardage 

pour la fodrine à 1 h et 4h p.i., il a été nécessaire de vérifier si cette protéine du 

cytosquelette pouvait se retrouver à un autre moment lors de l'infection des cellules 

H4, tout en les comparant avec un autre type cellulaire humain , des fibroblastes de 

type Hela. Les deux types de cellules ont donc subi le même traitement, soit une 

infection par les deux variants TP6 et T1 026, ainsi qu'un témoin d'apoptose 

chimique, la camptothécine. Les protéines totales ont été extraites et l'analyse par 

immunobuvardage à été effectué grâce à un anticorps spécifique à la fodrine, le 

même que celui utilisé pour la figure 14. Les résultats obtenus présentés dans la 

figure 15 montrent clairement que la fodrine est absente des cellules H4 sous sa 

forme détectable par cet anticorps alors que les cellules Hela présentent une bande 

à 240 kDa spécifique de la protéine de cytosquelette. 

3.7 La calpaïne reste stable lors de la phase tardive de l'infection par le 

v sv. 

La calpaïne étant directement dépendante de la concentration en calcium 

cytosolique, il est normal de chercher son activation dans la phase précoce de 

l'infection par le VSV, étant donner le stress membranaire causé par l'attachement 
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du virion à la membrane. Toutefois, au cours de l'induction d'apoptose, d'autres 

facteurs peuvent influer sur la concentration en calcium cytosolique. Il a d'ailleurs été 

montré que la calpaïne peut être associée à l'induction d'apoptose par voie 

mitochondriale, voie impliquée dans l'infection par le VSV. Elle peut dans ce cas 

participer au clivage de Bax et donc à l'action pro-apoptotique de sa forme clivée de 

18 kDa. 

Les cellules H4 ont donc été infectées par TP6 et T1 026 puis récoltées toutes 

les deux heures entre 12h et 18h p.i. Les extraits protéiques totaux ont ensuite été 

analysés par immunobuvardage grâce à un anticorps spécifique à la calpaïne. Les 

résultats présentés à la figure 16 montrent que la calpaïne ne subit pas de variations 

lors de la phase tardive de l'infection par TP6 et T1 026, comparativement au témoin 

cellulaire non infecté. Toutefois, les bandes obtenues pour mock 12h et CPT 12h 

(figure 16) paraissent plus marquées que les autres, mais il est probable que ce ne 

soit là qu'un artéfact dû à la manipulation. 

3.8 L'inhibition de la calpaïne à peu d'effet lors de la phase tardive de 

l'infection par le VSV. 

Comme il été montré auparavant (figure 1 0), la calpaïne est impliquée dans 

la mortalité cellulaire induite par TP6 tôt dans l'infection . Afin de vérifier pendant 

combien de temps l'inhibition de la calpaïne peut influencer la viabilité d'une culture 

infectée, un test MTS/PMS a été effectué sur des cellules infectées par TP6 ou 

T1 026, traitées ou non à I'ALLN, mais cette fois entre 12h et 18h p.i. La figure 17 

montre les résultats obtenus pour TP6 et il est possible d'y voir une baisse de la 

viabilité au cours du temps pour tous les tests effectués. Toutefois, les cellules 

infectées par TP6 et non traitées à I'ALLN présentent une mortalité de loin plus 

élevée que le témoin. Lors de l'utilisation d'ALLN, les résultats présentés sur la 

figure 17 montrent que l' inhibition de la calpaïne a encore un léger effet positif sur la 

viabilité de la culture à 12h et 14h p.i. Toutefois, à partir de 16h p.i. cet inhibiteur 

n'est plus en mesure de contrer la mortal ité induite par TP6 sur les cellules H4. 
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Dans le cas de T1 026 (figure 18), il n'est pas possible de déceler de 

différence significative dans la baisse de viabilité entre les différents traitements 

infligés aux cellules H4 en culture. En effet, les valeurs de D.O. obtenues par le test 

MTS/PMS entre 12h et 18h p.i. baissent au cours du temps pour tous les tests sans 

qu'il y ait d'effet marqué de l'infection par T1 026 ou de l'inhibition de la calpaïne. 
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Chapitre IV 

Discussion 

4.0 Variations dans le patron d'infection entre TP6 et T1026 

Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) présente, comme il en a été 

discuté précédemment, des caractéristiques permettant d'étudier son rôle lors de 

l'induction d'apoptose dans des cellules cultivées in vitro. Parmi les protéines issues 

de son génome, la protéine de la matrice (M) est considérée comme un facteur 

majeur dans l'induction de la mort cellulaire programmée des cellules infectées 

(Kopecky et al, 2001 ). D'un autre côté, différents variants du VSV sont à la 

disposition des chercheurs, porteurs de différentes mutations, dont la plus 

intéressante porte sur la protéine M. En effet, une modification de cette protéine 

entraîne des changements radicaux dans la dynamique de l'infection par le VSV, 

que ce soit en rapport avec le type cellulaire considéré ou dans l'induction 

d'apoptose elle-même (Kopecky et Lyles, 2003). Pour cette raison, les variants TP6 

(sauvage pour M) et T1 026 (mutant en M 51) constituent un modèle des variations 

dans l'induction d'apoptose dues à une mutation sur la protéine de la matrice. Le 

variant TP6 présente une cytopathicité élevée, induisant in vitro l'apoptose dans 

100% des cellules neurales de type H4 dans les 72 heures (Desforges et al, 2002) 

alors que T1 026 est plus lent à induire la mort des cellules infectées et peut 

éventuellement persister dans le système nerveux (Barrera et Letchworth , 1996). 

L'induction d'apoptose a été ici vérifiée dans le cas de ces deux variants. La 

figure 1 montre bien que la voie mitochondriale est impliquée dans la mort cellulaire, 

de par l'apparition de la forme clivée de Bax (18 kDa) . Ce fragment clivé présente un 

pouvoir pro-apoptotique élevé et est impliqué dans la sortie de cytochrome c (Cyt c) 

de la mitochondrie (Oh et al, 2004). Ce clivage commence à apparaître lors de la 

phase tardive de l'infection, soit entre 12h et 18h p.i. Comme attendu, la portion de 

18 kDa de Bax est plus abondante à ces temps dans le cas de TP6 que de T1 026. 
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Cela vient confirmer que la voie mitochondriale est activée lors de l'infection par ces 

deux variants , mais à des niveaux différents, T1 026 étant un inducteur d'apoptose 

moins puissant que TP6. 

D'un autre côté, l'induction d'apoptose a été vérifiée en regardant l'activation 

de la caspase-3. Cette protéine a été identifiée comme une protéase clé dans 

l'apoptose (Biomgren et al, 2001) et se retrouve en fin de cascade apoptotique, 

pouvant être activée par différentes voies cellulaires (EI-Deiry, W.S., 2005). La figure 

2 présente l'analyse par immunobuvardage de la pro-caspase-3 lors de l'infection 

par TP6 et T1 026, ainsi que l'analyse densitométrique des bandes obtenues. Il est 

possible d'y remarquer une forte diminution de la pro-caspase-3 , correspondant à 

son clivage et à l'activation de la caspase-3 (Jin et EI-Deiry, 2005), dans le cas des 

deux variants considérés, comparativement aux cellules témoin non-infectées. 

L'analyse densitométrique montre que ce clivage de la pro-caspase-3 est équivalent 

pour TP6 et T1 026 à 16h et 18h p.i. alors qu'une variation entre ces deux variants 

aurait été plus probable. Toutefois, l'activation de la caspase-3 pouvant résulter de 

différentes voies, cela va de pair avec le fait que les deux mutants n'induisent pas 

l'apoptose de la même manière chez les cellules H4, mais que dans les deux cas 

cela aboutisse à une activation de cette caspase effectrice. 

Comme mentionné précédemment, TP6 et T1 026 n'ont pas le même impact 

sur les cellules infectées. Afin de vérifier cela , la morphologie et la viabilité des 

cellules à différents temps post-infection a été mesurée à l'aide d'un test MTS/PMS. 

Les figures 6 et 7 montrent les résultats obtenus dans le cas de TP6. La figure 6 (B 

et 0) montre que ce variant du VSV est en effet hautement cytopathique. Les 

cellules infectées deviennent très arrondies et se séparent de leur substrat dès la 

quatrième heure d'infection, ce qui confirme l'action rapide et prononcée de ce 

variant. La figure 7 appuie les observations morphologiques en montrant une chute 

de viabilité très prononcée pour l'infection par TP6 en comparaison des cellules 

contrôle. L'effet drastique de ce virus sur la forme et la survie des cellules est donc 

confirmé, et l'implication d'une protéase, la calpaïne, dans ces effets sera discutée 
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plus loin. La rapidité de ce virus à atteindre les fonctions cellulaires reste toutefois 

inexpliquée. Les études préalables ne fournissent pas d'indices sur une voie 

métabolique pouvant expliquer un effet aussi précoce et dévastateur, et de nouvelles 

recherches devront tenter de l'expliquer. 

Le mutant pour l'acide aminé 51 de la protéine M, T1 026, est quant à lu i bien 

moins impressionnant dans les effets morphologiques induits sur les cellules. En 

effet, la figure 8 ne montre pas de différence marquée entre les cellules infectées par 

ce variant et les cellules contrôles. Les différentes photographies montrent un tapis 

cellulaire intact et des cellules adhérentes étalées sur leur substrat. Cela confirme 

une fois de plus la plus grande faiblesse de T1 026 à induire des effets marqués sur 

les cellules infectées. De la même manière, la baisse de viabilité associée à 

l'infection est bien moindre que pour TP6, comme le montre la figure 9. Sur cette 

figure , seule la viabilité à 4h p.i. commence à être légèrement marquée. 

Le rôle prépondérant de la protéine M dans les effets cytopathiques associés 

à l'infection pas le VSV est donc appuyé par les résultats présents. Le virus mutant 

pour cette protéine est moins efficace et moins rapide que le virus sauvage, autant 

dans l'atteinte à la morphologie cellulaire que dans l'induction d'apoptose lors de la 

phase précoce de l'infection (1 h-4h p.i. ). Cela est confirmé par les résultats 

présentés dans les figures 14 et 15, sur lesquelles on montre que la baisse de 

viabilité lors de la phase tardive de l'infection (12h-18h p.i.) est bien plus prononcée 

en ce qui concerne TP6 que T1 026. 

La voie apoptotique mitochondriale, représentée par le clivage de Bax, est 

également plus importante dans le cas de TP6, mais l'activation de la caspase-3 est 

équivalente pour les deux variants. Cela suggère que ces deux virus sont impliqués 

dans des voies métaboliques divergentes. Comme l'ont montré Desforges et al en 

2002, l'utilisation de molécules anti-apoptotiques de la famil le de Bcl-2 et 

d'inhibiteurs pan-caspases ne permet pas de garantir la survie des cultures 

cellulaires infectées. D'autres voies apoptotiques sont donc impliquées dans 
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l'infection par TP6 et T1 026 chez les cellules neurales humaines. De plus en plus de 

modèles considèrent la calpaïne comme un mécanisme effecteur possible dans 

l'apoptose induite par un virus (DeBiasi et al, 1998, 2000). 

4.1 Le rôle de la calpaïne 

La calpaïne est une protéase dont l'activation est dépendante du calcium 

cytosolique. Elle se retrouve dans tous les types cellulaires eucaryotes et est 

impliquée dans de nombreuses voies cellulaires comme l'attachement entre le 

cytosquelette et la membrane (morphologie cellulaire) , de même que dans 

l'apoptose (Gall et al, 2003). De nombreuses études ont montré son implication lors 

d'une infection virale comme dans le cas du réovirus (DeBiasi et al, 1999, 2001 ). La 

régulation de son activité reste encore floue dans de nombreux cas, mais il a été 

montré dans différents modèles qu'elle a une implication importante dans les les 

cellules neurales étant donné sa dépendance au calcium cytosolique (Aitznauer et 

al, 2004; Emgard et al, 2002; Goll et al, 2003; Neumar et al, 2003) . Cette protéase 

joue un rôle important au niveau de la morphologie des cellules. Ayant comme 

substrat une protéine du cytosquelette, la fodrine (Biomgren et al, 2001 ; DeBiasi et 

al, 2001 ; Emgard et al, 2002), elle peut, une fois activée, influencer l'aspect d'une 

cellule en clivant cette protéine. 

4.2 La localisation de la calpaïne 

Étant donné l'effet de TP6 sur la morphologie des cellules infectées, la 

présence et l'activation de la calpaïne a été recherchée. L'analyse par 

immunobuvardage de la calpaïne dans les cellules infectées par TP6 montre que la 

petite sous-unité (28 kDa) de cette protéine se retrouve dans la fraction cytosolique 

des cellules H4 (figure 3) à 12h et 16h p.i. Sur cette figu re, il est possible de voir une 

diminution de la bande à 28 kDa entre TP6 et les cellules témoin . Cela est 

représentatif d'une autolyse de la petite sous-unité correspondant à l'activation de la 

calpaïne au cours de l' infection. Toutefois, le tampon de lyse uti lisé pour fractionner 
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les échantillons protéiques en fractions mitochondriale et cytosolique (tampon 

digitonine) a pu avoir une influence sur ce clivage, ce qui rend hasardeux 

l'interprétation de ce résultat et pourrait expliquer une variation entre 12h et 16h p.i. 

Un autre type de fractionnement devrait être util isé pour s'en assurer. La seule 

présence de cette protéase dans les cellules utilisées permet toutefois d'aller vérifier 

sa possible implication dans l'infection par le VSV. 

4.3 L'activation de la calpaïne 

Pour avoir une confirmation de l'activation de la calpaïne, une autre analyse 

par immunobuvardage à été effectuée sur des extraits protéiques totaux de cellules 

H4 infectées par TP6 et T1 026. Ce premier test a été effectué lors de la phase 

précoce (1 h et 4h p.i.) de l'infection virale pour les raisons exposées ci-après. Lors 

de l'attachement d'un virion à une cellule, un stress est causé au niveau de la 

membrane plasmique. Ce stress peut être la cause d'une augmentation de la 

concentration en calcium cytosolique, nécessaire à l'activation de la calpaïne, mais 

cette augmentation se mesure en secondes (Cheshenko et al, 2003). Dans d'autres 

cas, cette protéase est activée très tôt après un dommage causé à la cellule et 

montre des pics d'activité dans les quatre premières heures (Emgard et al, 2002). 

Les résultats obtenus pour l'immunobuvardage de la calpaïne à 1 h et 4h p.i . sont 

présentés à la figure 7. Ils montrent clairement que la sous-unité de 28 kDa diminue, 

ayant subi l'activation par autolyse, dès la première heure p.i. pour TP6, mais 

également à 4h p.i. dans le cas de T1 026. Cela confirme l'hypothèse que la calpaïne 

est impliquée dans l'i nfection par le VSV et peut donc ainsi être impliquée dans 

l'action du VSV, tant au niveau morphologique que dans la mort cellulaire. Le retard 

dans l'autolyse montré pour T1 026 par rapport à TP6 vient une fois de plus appuyer 

les divergences déjà exposées entre ces deux variants. 
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4.4 La concentration en calcium cytosolique 

L'attachement d'un virion pouvant causer un stress membranaire et la 

calpaïne étant activée tôt dans l'infection par VSV, il est intéressant de regarder si la 

concentration en calcium cytosolique est affectée lors de l'infection par le VSV. Les 

cellules H4 infectées ont donc été traitées pour mesurer au FACScan la 

fluorescence du calcium cytosolique. La figure 5 présente les résultats obtenus, mais 

ne montre pas de variation significative concernant le calcium dans le cas de TP6 et 

T1 026. Néanmoins, cela ne suffit pas à mettre en doute l'activation de la calpaïne. 

En effet, la variation de calcium lors d'un stress membranaire peut avoir lieu dans 

des microdomaines de la membrane plasmique faisant, par exemple, le lien entre la 

membrane plasmique, le cytosquelette et le RE. La fodrine plus particulièrement 

peut former un lien entre la membrane plasmique et le RE au niveau de ces 

microdomaines (Lencesova et al, 2004). La détection d'une variation de la 

concentration en calcium cytosolique dans un de ces domaines devient donc ardue 

à mettre en évidence et peut avoir lieu pendant un court laps de temps et à des 

endroits bien spécifiques. L'activation de la calpaïne peut donc avoir lieu et cette 

protéase jouera son rôle dans le clivage du cytosquelette et donc dans l'atteinte à la 

morphologie de la cellule. 

4.5 Les changements morphologiques 

La spécificité de la calpaïne pour la fodrine en fait une cible pour identifier les 

causes des modifications morphologiques engendrées par le VSV. La fodrine est 

attachée à la membrane plasmique et se retrouve donc en périphérie de la cellule 

considérée, particulièrement dans les microdomaines de la membranes plasmiques 

ou les échanges ioniques sont importants (Lencesova et al, 2004) . Lors d'une 

infection virale , le stress causé à la membrane plasmique peut permettre l'activation 

de la calpaïne dans la région proche de la membrane. La fodrine est donc disponible 

pour l'activité enzymatique de la calpaïne. 
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S'il est difficile de montrer une augmentation en calcium cytosolique, 

l'utilisation d'un inhibiteur de la calpaïne, I'ALLN, permet de mettre en évidence le 

rôle de cette protéase sur la morphologie cellulaire au cours de l'infection par le 

VSV. Les observations des photos présentées à la figure 6 montrent que les cellules 

infectées par TP6 sont arrondies et se sont détachées de leur substrat dès la 

quatrième heure (figure 60). Les cellules soumises à la même infection mais traitées 

à I'ALLN (figure 6E) ont gardé l'intégrité du tapis cellulaire et présentent une forme 

moins arrondie et plus proche du contrôle cellulaire. Cela montre clairement que la 

calpaïne intervient au niveau des modifications morphologiques induites par TP6 lors 

de la phase précoce de l'infection et confirme l'activation de la calpaïne tôt dans 

l'infection montré à la figure 4. La fodrine semble donc être clivée par la calpaïne lors 

de l'infection par TP6, ce qui sera discuté plus loin . 

En ce qui concerne T1 026 , les effets de l'infection virale sont très peu 

prononcés lors de la phase précoce de l'infection. La figure 8 ne montre que peu de 

cellules arrondies à 4h p.i. alors que le tapis cellulaire est conservé (figure 80) . 

L'inhibition de la calpaïne par I'ALLN n'offre donc pas d'observation pertinente quant 

à l'activité de la calpaïne aussi tôt dans l'infection pour le virus mutant. Tout comme 

le montre la figure 4, l'autolyse de la calpaïne est moindre que pour TP6, ce qui 

confirme la plus faible cytopathicité de T1 026. 

4.6 La fodrine 

Étant donné les résultats présentés sur la figure 6, il est clair que la calpaïne 

est activée lors de l'infection par TP6 et qu'elle agit de façon précoce sur la 

morphologie cellulaire. La cible principale de la calpaïne au niveau du cytosquelette 

est, comme mentionné ci-dessus, la fodrine. Afin de déterminer de façon précise 

l'action de la calpaïne sur la cytosquelette , une analyse par immunobuvardage a été 

effectuée, en utilisant un anticorps spécifique à la fodrine. En effet, la clivage de la 
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fodrine pleine longueur (240 kDa) par la calpaïne fournit un doublet spécifique à 145-

150 kDa (Biomgren et al, 2001 ; Emgard et al, 2002). 

Pour rester en phase avec les résultats présentés sur les figures 4 et 6, le 

clivage de la fodrine a été recherché de 1 h à 4h p.i. La figure 11 montre qu'il est 

impossible de détecter le doublet 145-150 kDa lors de l'infection, pas plus qu'il n'est 

possible de voir la forme pleine longueur de la fodrine dans les cellules H4, même 

pour le témoin mock. Cette protéine semblant donc être absente de ce type 

cellulaire , une seconde analyse par immunobuvardage a été effectuée, à des temps 

différents (12h et 14h p.i.), de manière à comparer le type cellulaire H4 à un autre 

type de cellules humaines, les fibroblastes Hela. La figure 12 montre bien que, dans 

les cellules Hela, la forme pleine longueur de la fodrine à 240 kDa est présente à 

12h et 14h p.i. , sans qu'il y ait apparition de doublet spécifique au clivage par la 

calpaïne. Cela confirme l'hypothèse que l'activité de cette protéase est 

particulièrement importante au niveau des cellules neurales (Biomgren et al, 2001 et 

McCollum et al, 2002) , comme les SH-SY5Y (Reimertz et al, 2001). D'un autre côté, 

le patron obtenu pour les cellules H4 est différent entre la phase précoce (figure 14) 

et la phase tardive (figure 15). Cela peut s'expliquer par une modification de 

certaines protéines cellulaires au cours de l'infection, celles que l'anticorps reconnaît 

de façon non-spécifique. Toutefois , il est clair que les cellules H4 présentent une 

modification au niveau de la séquence de la fodrine, la rendant impossible à détecter 

en utilisant un anticorps commercial spécifique de la forme classique de cette 

protéine. Cela rend donc son utilisation impossible comme témoin de l'activation de 

la calpaïne. Une autre souche de cellules neurales pourrait être utilisée pour 

conserver la fodrine comme témoin . Sinon, un autre témoin devra être utilisé. 

4.7 La caspase-3 comme témoin 

Étant donné que la fodrine est absente sous sa forme classique des cellules 

étudiées, un autre témoin peut être utilisé pour montrer l'activation de la calpaïne. La 

caspase-3 est elle aussi un substrat de la calpaïne et peut donc servir lors d'une 
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analyse par immunobuvardage à déterminer si la calpaïne est active dans les 

cellules considérées. En effet, la pro-forme de la caspase-3 (33 kDa) peut être 

dégradée en une portion de 29 kDa spécifique de l'action de la calpaïne (Biomgren 

et al, 2001 ; Emgard et al, 2002). La figure 10 montre le test effectué sans toutefois 

présenter de bande à 29 kDa comme attendu. Cela semble donc infirmer l'activation 

de la calpaïne entre 1 h et 4h dans les cellules H4 infectées par TP6, contrairement 

aux résultats obtenus sur la figure 6 par l'utilisation d'un inhibiteur. Toutefois, comme 

mentionné dans le cas du calcium cytosolique, il est possible que ce ne soit que la 

forme de la calpaïne associée à la membrane plasmique qui soit activée, dans des 

zones précises de la membrane plasmique (microdomaines) et ne soit ainsi pas en 

contact direct avec une protéine cytosolique comme la caspase-3. 

4.8 Viabilité cellulaire 

Au delà des effets drastiques sur la morphologie cellulaire induits par TP6, ce 

variant agit également sur la viabilité des cellules. Son action comme fort et rapide 

inducteur d'apoptose a déjà été discutée ci-dessus. De manière à corréler les 

modifications dans l'allure des cellules et la viabilité de la culture atteinte, un test 

MTS/PMS a été effectué sur les cellules infectées par TP6 et T1 026 , tout en utilisant 

un inhibiteur de la calpaïne, I'ALLN. Cela permet de voir si , au-delà du rôle de cette 

protéase sur la structure cellulaire , elle peut intervenir dans la mortalité induite par le 

VSV. Les tests ont été effectués entre 1 h et 4h p.i. 

La figure 7 montre les résultats obtenus pour TP6. Il est intéressant d'y 

remarquer l'augmentation de la vitalité de la culture témoin (mock) au cours des 

quatre premières heures, alors que les cellules infectées par TP6 voient leur viabilité 

chuter drastiquement. Même en considérant la puissante action apoptotique de ce 

variant, il est étonnant, compte tenu des études précédentes, de voir une 

augmentation de la mortalité aussi rapide dans la phase précoce de l'infection, bien 

que des expériences répétées aient fourni des données semblables. Une fois de 

plus, de nouvelles expériences seront nécessaires à éclaircir ce phénomène. En 
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effet, le test de viabilité MTS/PMS ayant fourni ces résultats est basé sur l'activité 

mitochondriale des cellules testées. Il est possible que les infections aient produit 

une baisse passagère du métabolisme mitochondrial. En observant la figure 17, il 

semble que la mortalité à 12h p.i. ne soit plus aussi forte qu'à 4h p.i. ce qui laisse 

penser qu'une faible partie de la réponse observée à 4h p.i n'est pas directement 

liée à la mortalité cellulaire. 

Le point le plus pertinent des résultats présentés sur la figure 7 est l'effet de 

I'ALLN , non seulement sur la morphologie cellulaire, mais également sur la viabilité 

des cellules infectées. En effet, l'inhibition de la calpaïne permet de conserver une 

viabilité semblable aux cellules témoin au cours des trois premières heures de 

l'infection, et de voir encore une différence significative entre les cellules non-traitées 

à I'ALLN et les cellules traitées à l'inhibiteur au cours de la quatrième heure 

d'infection. Cela vient appuyer le fait que la calpaïne est activée lors de la phase 

précoce de l'infection par TP6, même si son action n'a pas pu être montrée sur l'un 

de ses substrats (fodrine ou caspase-3) . La voie empruntée par cette protéase reste 

toutefois inconnue dans ce cas et devra être montrée ultérieurement. Il est 

également important de noter que si l'inhibition de la calpaïne ne semble plus avoir 

d'effet de sauvegarde dans la phase tardive de l'infection, cela peut être dû à un 

manque de stabilité de I'ALLN. Si c'est le cas, d'autres inhibiteurs devront être testés 

pour montrer le rôle de cette protéase tout au long de l'infection. 

4.9 Le clivage de Bax 

Considérant que la voie mitochondriale est l'une des voies empruntées lors 

de l'induction d'apoptose par le VSV (Desforges et al, 2002) , et que Bax est 

impliquée au cours de l'infection (figure 1 ), il est possible d'y voir un rôle joué par la 

calpaïne. En effet, cette dernière peut participer à la voie apoptotique intrinsèque en 

participant au cl ivage de Bax en une portion de 18 kDa. Cette forme cl ivée constitue 

une molécule pro-apoptotique aussi puissante que la forme pleine longueur et peut 

être obtenue suite à l'action de la calpaïne, lui permettant ainsi de participer à cette 
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voie d'apoptose (Oh et al, 2004) . Comme le montre la figure 1, l'infection par le VSV 

induit un cl ivage de Bax pleine longueur en un fragment de 18 kDa lors de la phase 

tardive de l'infection. Il est possible de considérer que ce clivage est dû à l'action de 

la calpaïne, pouvant être effectué suite à l'activation de cette protéase (Oh et al, 

2004) . 

Considérant que le clivage de Bax en une forme de 18 kDa a eu lieu de 

manière tardive, il est intéressant de vérifier si la calpaïne peut être activée 

également plus tard dans l'infection. Pour ce faire , une analyse par 

immunobuvardage de cette protéase a été effectuée entre 12h et 18h p.i. sur des 

cellules infectées par les deux variants du VSV. La figure 13 montre les résultats 

obtenus, mais ne donne pas d'indication que la calpaïne soit activée tardivement 

dans l'infection par TP6 ou T1 026. La petite-sous unité de 28 kDa se retrouve dans 

tous les échantillons en quantité égale et ne présente pas de diminution pouvant être 

due à l'autolyse et donc l'activation de la protéase. D'un autre côté, la figure 14 

montre que l'effet protecteur de l'inhibition de la calpaïne par I'ALLN est perdu au 

cours du temps. À 12h et 14h p.i. il présente encore une très légère amélioration de 

la survie des cellules infectées par TP6, ce qui se perd dès la seizième heure et au­

delà . Cela confirme l'hypothèse voulant que la calpaïne soit activée tôt dans 

l'infection, subséquemment au stress membranaire causé par l'attachement du virion 

à la membrane plasmique de la cellule considérée. Le clivage tardif de Bax peut 

toutefois être une conséquence de l'activation précoce de la calpaïne, le mécanisme 

liant ces deux molécules étant encore flou . 

En ce qui concerne T1 026, son action , autant au niveau morphologique que 

sur la survie des cellules reste fa ible lors des premières heures de l'infection (figures 

8 et 9) . La figure 9 consiste en un test MTS/PMS en présence et absence d'ALLN 

lors de l'infection par le mutant T1 026. Il est clair que ce dernier a une action bien 

moins marquée que TP6 su r les cellules et la viabilité des cellules ne s'en retrouve 

affectée qu'à partir de la quatrième heure d'infection. L'utilisation de l'inhibiteur de la 

calpaïne n'a pas d'effet significatif sur la survie de la culture cellulaire, pas plus qu 'i l 
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n'en avait sur les changements morphologiques lors de la phase précoce de 

l'infection. En regardant les phases plus tardives de l'infection, il n'est pas possible 

de voir une activation de la calpaïne lors de l'infection par T1 026 entre 12h et 18h 

p.i. (figure 13) et la viabilité des cellules n'est pas affectée par l'utilisation d'ALLN. Il 

faut toutefois remarquer que la survie des cellules n'est déjà que faiblement atteinte 

par l'infection virale au cours des phases tardives de l'infection (figure 15). Cela 

confirme la plus faible et plus lente induction d'apoptose par ce variant viral, et sa 

capacité de persistance peut être mise en cause. Il est donc difficile de déterminer 

une activation de calpaïne dans le cas de T1 026 étant donné les faibles effets de ce 

virus sur les cellules considérées. 

4.10 Conclusion 

Ces résultats suggèrent que la calpaïne est impliquée dans les changements 

morphologiques et l'apoptose induits par TP6, mais pas par T1 026, lors de la phase 

précoce de l'infection. Il est également probable que la calpaïne soit impliquée dans 

la voie apoptotique mitochondriale, de par sa capacité à agir au niveau de Bax. Elle 

ne constitue donc pas un élément indépendant dans l'induction d'apoptose mais 

peut agir en augmentant une voie en particulier. D'un autre côté, les différences 

obtenues entres les deux variants viraux suggèrent que la protéine de la matrice (M) 

du VSV, sauvage chez TP6 et mutante chez T1 026, joue un rôle dans l'activation de 

la calpaïne. La mutation présente sur la protéine de la matrice de T1 026 agit donc 

sur la capacité du virus à activer la calpaïne lors de l'infection. Cette hypothèse 

devra être vérifiée par la suite. 
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