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IMPLICATION DE LA PROTEINE MV-LAP DANS LA PATHOGENICITE

DU VIRUS MYXOMATEUX.
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Introduction

INTRODUCTION

C'est en 1896, en Amérique du sud, que la myxomatose a été décrite pour la
premiére fois, par le professeur Giuseppe Sanarelli (Joubert ef al., 1972).

Jusqu’alors confinée dans son berceau originel, elle fut officiellement introduite en
Australie en 1950, pour parvenir a la réduction de la population du lapin de garenne
européen, devenu ennemi public numéro un sur le territoire (Joubert et al., 1972). En
deux ans, les australiens réussirent a diviser la population par six
(http://rubens.anu.edu.au).

Malgré la virulence de la souche introduite (souche Lausanne), de nombreux
lapins survécurent, laissant entrevoir une possible adaptation du virus a son héte, et
inversement.

C’est le 14 juin 1952 que la maladie fut introduite dans I’hexagone par Louis
Armand-Delille, soucieux d’éradiquer les lapins présents sur ses terres.
Malheureusement, par un phénoméne inconnu a I'époque, la maladie diffusa dans
toute 'Europe en moins de 10 ans (Joubert et al., 1972). Le commerce international
permit la diffusion de la myxomatose en Algérie et au Maroc. La myxomatose devient
une maladie de répartition mondiale, limitée seulement par la présence de I'héte
spécifique.

Cette maladie fut considérée comme une maladie I|également réputée
contagieuse jusqu'en 1995. Elle continue de sévir sur tout le territoire et de décimer
des populations entiéres de lapins. Différents moyens de lutte sont explorés : vaccins
homologues, hétérologues etc... C’est en étudiant finement les différents facteurs de
pathogénicité du virus que les connaissances sur ses modalités d’interaction avec
I'héte seront mieux connus.

Un nouveau gene viral fut identifié sur le génome du virus myxomateux : MV-LAP.
Plusieurs hypothéses ont été proposées quand a son rble dans le cycle infectieux.
Par homologie, il a été supposé qu’il pourrait étre un géne majeur de pathogénicité.
Aprés une introduction bibliographique qui traitera de la myxomatose et du pouvoir




Introduction

pathogéne du virus myxomateux, nous présenterons dans le cadre de la partie
expérimentale le réle biologique joué par un nouveau facteur de pathogénicité codé
par le virus myxomateux, le facteur MV-LAP, et son implication aux niveaux clinique
et histologique. Nous ouvrirons la discussion sur les interactions avec des structures

cellulaires.
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Premiére partie : Etude bibliographique

La myxomatose est une maladie virale répandue, hautement contagieuse qui se

caractérise, chez le lapin européen (genre Orybtolagus), par 'apparition de pseudo-

tumeurs (ou myxomes) inflammatoires et exsudatives généralisées. Elle entraine

d’énormes pertes dans la population de lagomorphes, autant dans la nature que
dans les élevages rationnels.

I1 La myxomatose chez le lapin européen

1. Etude épidémiologique de la maladie

1.1 Les différentes espéces touchées
Le lapin européen (Oryctolagus cuniculus) est le seul lagomorphe
spontanément sensible a la myxomatose (Joubert et al., 1972), qu'il soit sauvage ou
domestique.
Le genre Sylvilagus (lapin américain) est quand a lui peu sensible, et le liévre
(Lepus europaeus) n'est qu'exceptionnellement infecté. Cette maladie reste donc

une spécificité du lapin.

1.2 Les sources possibles de virus
Elles sont multiples : les animaux malades, morts (les cadavres restent
infectieux pendant plusieurs mois), les animaux porteurs, comme les Sylvilagus, qui
peuvent jouer le rdle de réservoir, et pour finir les arthropodes qui hébergent le virus
pendant leur diapause hivernale.

1.3 Extension de la maladie

Elle se fera grace aux arthropodes vecteurs comme les moustiques (du genre
Anopheles et Aedes), aux puces (du genre Spilopsyllus cuniculi) ou aux simulies
(Fenner et Ratcliffe, 1965). Les puces joueraient un rdle assez important dans la
transmission du virus dans les zones tempérées , en assurant la présence du virus
au sein d'un terrier au cours de lhiver, alors que les moustiques sont eux en
diapause. Dans des environnements confinés, le virus peut également se
transmettre via les aérosols. Tout ceci explique I'épidémiologie originale de la

myxomatose « respiratoire » ou amyxomateuse dans les élevages intensifs.




Premiére partie : Etude bibliographique
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Figure 1 : Cycle épidémiologique de la myxomatose (Arthur et Louzis, 1988)
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Premiére partie : Etude bibliographique

Il faut aussi noter que la transmission peut étre faite par voie séminale, avec
une persistance du virus dans la semence jusqu’a 15 jours aprés la guérison (Kerr et
Best, 1998).

1.4 Synthése épidémiologique

L’évolution de la maladie dans le temps est singuliére (figure 1), dépendante
de la présence du vecteur indispensable (du genre Culicidé). On constate une
fluctuation en fonction, non seulement de la souche de virus mais aussi de
lenvironnement et des conditions de vie du lapin.

En élevage traditionnel, on constate une épizootie estivale dans les garennes
et une enzootie dans les clapiers. Le virus persiste au fond des terriers pendant
I'hiver. En élevage intensif, les épizooties sont indépendantes de la saison. En effet,
elles se manifestent au cours d’'un cycle : début de maternité, puis 1 a 2 mois plus
tard a 'engraissement.

2. Virus myxomateux et pouvoir pathogene

2.1Virulence du virus myxomateux
Une souche trés virulente, isolée initialement au Brésil, fut introduite en 1950
en Australie (Best et Kerr, 2000). Cette souche fut baptisée SLS (Standard
Laboratory Strain). A lorigine, cette souche était létale a plus de 99% mais
rapidement une souche moins virulente fit son apparition, associée a un temps de
survie plus élevé tout en restant a un taux de mortalité de 90% (Best et Kerr, 2000).

11



Premiére partie : Etude bibliographique

De cette constatation suivit une étude sur le terrain qui permit d’isoler différentes
souches de virus et de les classer : '

Grade de virulence Temps de survie moyen Taux de létalité (%)

I <13 jours >99

] 14-16 jours 95-99

0 17-28 jours 70-95

A 17-22 jours 90-95

]]3 23-28 jours 70-90

v 29-50 jours 50-70

\% Non applicable <50

Tableau 1: Critéres de définitions des grades de virulence de souches de virus
myxomateux (Adaptation de Fenner et Marshall, 1957).

La souche de grade 5 (Ur pour Uriarria Strain) fut obtenue par atténuation de la
premiére. A ce jour, on retrouve sur le terrain une majorité de souche de grade 3
(Fenner et al., 1956). Cette atténuation permet de mettre en évidence une
adaptation du virus myxomateux au changement d’environnement ainsi qu’'une
sélection naturelle des lapins les plus résistants. On constate qu’aprés les sept
premiéres années d’épizootie, le taux de survie d’'un lapin atteint du virus
myxomateux de grade 3 est passé de 10 a 74% (Marshall et Fenner, 1958).

2.2 Symptémes principaux

Sur les animaux infectés, on retrouve au point d’inoculation, une lésion de
diametre variable, rouge, indurée et surélevée. Cette Iésion se nomme myxome
primaire (Joubert, 1972). Par la suite on observe un épaississement des paupiéres,
lapparition de boursouflures sur celles-ci ainsi que sur le nez et les oreilles. Les
myxomes secondaires s'étendent par la suite a tout le corps. Une
blépharoconjonctivite s’installe, accompagnée d’un jetage mucopurulent. L’animal est
en détresse respiratoire et présente une inflammation de la sphére ano-génitale. La

figure 2 montre les différents signes cliniques classiques de la myxomatose.

12




Premiére partie : Etude bibliographigue

Figure 2 : Forme classique de la myxomatose (lapin & J+10 post-inoculation par la
souche virale MV-T1) . On retrouve les myxomes primaires au point d’inoculation
(oreilles), une déformation de la face, une blépharoconjonctivite et de nombreux
myxomes secondaires sur tout le corps. Inflammation et cedéme de la région
anogénitale.

Figure 3 : Forme amyxomateuse. On trouve une localisation essentiellement faciale
et respiratoire.
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Premiére partie : Etude bibliographigue

L’animal se trouve affaiblit et incapable de se nourrir. C’est ainsi que le virus fait
le lit de surinfections bactériennes de type Gram négatif (Pasteurella multocida et
Bordetella bronchiseptica) au niveau de l'arbre respiratoire. C’est cette surinfection
qui entraine la mort de I'animal bien plus que les Iésons initiales causées par le virus
lui méme.

Pour les formes dites respiratoires (ou amyxomateuse), on constate une absence
du tropisme cutané avec des myxomes trés discrets (Brun, 1981). On retrouve
essentiellement une conjonctivite mucopurulente et une atteinte des organes
génitaux, ce qui va entrainer une stérilité a long terme . Les symptdmes respiratoires
restent prépondérant (figure 3).

Les délais d’apparitions ainsi que l'intensité des symptdmes sont fonctions de la
souche de virus et de la réceptivité de I'animal (Best et Kerr, 2000). Deux lots de
lapins, lapin sauvage v.s lapin de laboratoire, ont été soumis a deux souches de
virus, grade 1 v.s grade 5 (Best et Kerr, 2000). On peut constater qu’en général, les
délais d’apparitions des symptémes sont plus longs pour les lapins sauvages, ce qui
suggeére une certaine résistance a l'infection par le virus myxomateux. De plus, la
souche de virus joue un réle important en augmentant les délais d’apparition en
méme temps que sa virulence diminue.

Le tableau suivant résume les observations de I'équipe Australienne ayant
effectué cette manipulation (Best et Kerr, 2000).

Délai d’apparition des symptomes en jours

Lapins de laboratoire Lapin sauvages
Signes cliniques | Souche SLS Souche Ur Souche SLS Souche Ur
Site d'inoculation 2¢ 3° 2¢ 4°
Conjonctivite 4-6 6 5 7-10
Oedeme génital 6 6 5-7 10
Myxomes secondaires 6 9 7 10
Détresse respiratoire 7 10 9-12 _
Régression des lésions _ 17 12-15 15

Tableau 2: Signes cliniques et délais d’apparition (Adaptation de Best et Kerr,
2000).

14




Premiére partie : Etude bibliographigue
En ce qui concerne lintensité des symptémes, on voit une nette différence
entres les deux lots de lapins. On peut résumer les résultats de I'étude comme suit :

Lapins de laboratoires Lapins sauvages
Signes cliniques | Souche SLS | Souche Ur Souche SLS Souche Ur
Intensité du myxome ++ ++ ++
primaire -
Développement  des Rapide Lent Moyen Trés lent
myxomes secondaires
Intensité des signes +++ ++ ++ (sévérité _
cliniques modéré)
Mort 10 a 14 jours > 28 jours

Tableau 3 : Influence de la souche virale sur différents critéres cliniques (Adaptation
de Best et Kerr, 2000)

Pour résumer, on peut conclure que la souche de virus la plus virulente
provoque des troubles importants dans les populations de lapins, mais que le lapin
sauvage est plus résistant. Ceci lui permet de trés bien supporter linfection par la
souche de grade 5.

Cette comparaison directe est bien sir rendue possible grace au fait que le
programme génétique du virus myxomateux reste constant. L'utilisation de deux
souches différentes permet de mettre en évidence la résistance que le lapin sauvage
a développé.

2.3 Lésions macroscopiques et histologiques rencontrées
Le virus s’étend du site d’'inoculation jusqu'aux nceuds lymphatiques qui
drainent cette région. Au niveau du myxome primaire, on retrouve le plus haut titre
viral (10° pfu/lg) au 6°™ jour suivant Iinfection pour tous types de lapins (Best et
Kerr, 2000). La réplication du virus dans la peau est un élément crucial pour
expliquer la transmission du virus a d’autres individus. De ce fait, les lésions
secondaires (dont les titres viraux atteignent 107 pfulg) sont une source importante
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de virus pour la dissémination. Le nceud lymphatique qui draine le myxome primaire
montre un titre viral assez élevé a partir du 4éme jour suivant I'infection en moyenne,
et ce, pour toutes les souches de virus utilisées. La dissémination virale est prouvée
par la présence du virus dans le nosud lymphatique poplité controlatéral au site
d’inoculation, en moyenne six jours post-infection. Il a été démontré que le nceud
lymphatique drainant le site primaire est un organe critique pour I'amplification et la
dissémination du virus myxomateux (Best et Kerr, 2000).

S’en suit une dissémination jusqu’a la rate ou on retrouve un titre viral élevé entre

6°™ et le 10°™

le jours. Les poumons présentent un titre viral trop faible pour étre
détecté avant le 6°™ jour. Les testicules sont aussi le lieu d’une présence virale
(Best et Kerr, 2000).

Histologiquement, le myxome est décrit comme une prolifération de cellules
mésenchymateuses non différenciées : les cellules myxoides. Elles ont 'apparence
de fibroblastes étoilés et présentent de nombreuses déformations nucléaires. Le
virus se multiplie activement dans lintima des vaisseaux. De ce fait, il existe des
Iésions prolifératives de I'endothélium des différents capillaires du corps de I'animal.
On peut aboutir ainsi a I'obturation du capillaire provoquant la nécrose du territoire
vascularisé. Les cellules infectées présentent fréquemment des corps d’inclusions
intracytoplasmiques basophiles qui sont nommés « corps de Splendore » (Joubert,
1972). Les différents plans cutanés subissent une métaplasie squameuse évoluant
vers la kératinisation et la destruction de I'architecture ciliaire. Le mécanisme de
recrutement des cellules inflammatoires sur le site de l'infection est inconnu mais la
nature méme des cellules est partiellement dévoilée : neutrophiles, hystiocytes et

sécrétion abondante de mucine.
3. Prophylaxie face a une contamination éventuelle

Elle commence par la lutte contre les différents vecteurs potentiels de la
myxomatose. La maitrise de ces facteurs étant tout de méme relativement aléatoire,
la vaccination reste un atout majeur pour la lutte contre la maladie.

Deux types de vaccins sont disponibles sur le marché :

- Virus du fibrome de Shope : virus vivant hétérologue qui permet de
protéger les lapins sur une période de trois mois. Il posséde une
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parfaite inocuité mais demande des rappels fréquents (Shope,
1938). '

- Souche vaccinale SG33 : c’est une souche homologue atténuée. Sa
mise au point a été effectuée a 'lENV de Toulouse par Saurat et
Gilbert (Saurat et al., 1978). Cette souche présente un compromis
excellent entre innocuité et immunogénicité. Quelques accidents
post-vaccinaux, dans le contexte d’élevages dont le statut sanitaire
est trés hétérogéne, ont suggéré la persistance d'un pouvoir
immunodépresseur résiduel (Brun, 1981).

II] Généralités sur les poxvirus

1. Cycle et structure

La famille des Poxviridae est une famille composée de nombreux genres. On
peut la diviser comme suit (Van Regenmortel ef al., 2000) :
Sous famille des Chordopoxvirinae
Genre un grand nombre figurant dans le tableau 4
Sous famille des Entomopoxvirinae
Genre Entomopoxvirus A/B/C

1.1 Organisation et morphologie du virus

1.1.1 Composants chimiques
L’analyse des poxvirus a révélé que:

L’ADN représente 3% du poids du virus, les lipides quand a eux
représentent 4% et sont essentiellement présents dans les différentes membranes
virales. On obtient aussi 3% d’hydrates de carbone qui sont présents sur les
hémaglutinines des orthopoxvirus.

90% du poids du virus est représenté par des composants protéiques.
Le génome code pour 150 a 300 protéines dont environ 100 sont présentes dans le
virion. On retrouve des enzymes impliquées dans la réplication, la transcription ou
les modifications post-traductionelle des protéines (Van Regenmortel et al., 2000).
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1.1.2 Structure générale

Les poxvirus sont des virus a ADN. lls comprennent une seule molécule
d’ADN linéaire, double brin d’environ 130 a 375 kpb.

Le virion se compose de deux constituants principaux :

e Le core, partie centrale, qui contient le génome viral ainsi qu'une
partie de ses protéines. Celles-ci sont essentiellement des enzymes nécessaires au
cycle viral. L’association des deux constituants forme ce qu’on appelle un complexe
nucléoprotéique. Une membrane (la membrane interne) I'entoure donnant a la
structure un aspect biconcave. De part et d’autre de cet élément, on trouve des corps
latéraux qui sembleraient étre des artéfacts (Van Regenmortel et al., 2000).

¢ Une membrane entoure le tout. Elle est constituée de phospholipides
et de protéines qui seront des cibles potentielles d’anticorps produit par I'héte en
réaction a l'infection. On la nomme membrane de surface ou membrane externe. Elle
présente des structures tubulaires ou globulaires qui sont des antigénes viraux
(Figure 4) et qui permettent une grande résistance face a l'attaque des anticorps
synthétisés par I'héte.
Le virus est présent sous deux formes infectieuse différentes : le virion intracellulaire
mature (IMV) et le virion extracellulaire enveloppé (EEV) (Smith, 1993). Les IMV sont
séquestrés dans le cytoplasme et ne sont libérés que lors de la lyse de la cellule.
Une part infime de ces IMV peut acquérir une enveloppe d’origine golgienne ou
endosomale : ils deviennent ainsi des virions intracellulaire enveloppés (IEV). lIs
peuvent se déplacer dans le cytoplasme pour atteindre la membrane plasmique de la
cellule. Il y a fusion et libération dans le milieu extérieur des EEV qui seront
minoritaire. Elle sera la forme de dissémination du virus.

Deux morphologies différentes sont cependant visibles en microscopie
électronique au sein d’'un méme genre : une forme ovoide de 300nm de long pour
190nm de large, et une forme parallellepipédique de 400nm de long sur 200 de large
et 150nm d’épaisseur.
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GENRE ESPECE TYPE PRINCIPALES AUTRES
ESPECES

Orthopoxvirus Virus de la vaccine Cowpox
Virus de la variole du buffle
Virus de la variole du singe
Rabbitpox, Mousepox
Virus de la variole humaine

Parapoxvirus Orf virus Virus de I'ecthyma contagieux
Virus de la stomatite papuleuse
Pseudocowpox

Avipoxvirus Virus de la variole aviaire Virus de la variole du canari
Virus de la variole du dindon
Virus de la variole du pigeon
Virus de la variole de la caille

Capripoxvirus Virus de la clavelée Virus de la variole caprine

Leporipoxvirus |Virus de la myxomatose Virus du Fibrome de Shope
Virus du fibrome de I'écureuil
Virus du fibrome du liévre

Suipoxvirus Virus de la variole porcine

Yatapoxvirus Tanapoxvirus de '’homme Virus de la tumeur Yaba du singe

Molluscipoxvirus | Virus molluscum contagiosum

Tableau 4 : Classification des Chordopoxvirinae (D’aprés Moss, 1991)
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1.2 Organisation génomique

Le génome est constitué d’une région centrale unique et trés conservée au
sein du genre (figure 5). Les génes essentiels au cycle viral se retrouvent a ce
niveau. Aux deux extrémités terminales, sont présentes des séquences répétées
inversées (RIT) d’environ 10 a 15 kpb et codant pour les facteurs de pathogénicité. Il
faut noter I'absence d’introns, I'existence de nombreuses ORF de petite taille, des
séquences promotrices courtes.

On trouve trois types de génes (Van Regenmortel et al., 2000) :
Génes précoces : ils permettent la production de protéines non structurales, type
enzyme , pour la réplication et la modification de 'ADN ou de 'ARN. Ces protéines
contribuent aussi a neutraliser la réponse de I'héte.
Génes intermédiaires : lls codent pour les facteurs transcriptionnels tardifs. lis
s’expriment pendant la phase de réplication de 'ADN et sont nécessaires pour
I'expression des génes tardifs.
Genes tardifs : lls s’expriment pendant la phase post-réplicationnelle. lls codent pour
des protéines structurales et des facteurs précoces pour la transcription.

1.3 Le cycle viral
On retrouve 4 phases importantes (figure 6) (Cann, 1993).

+» Pénétration du virus dans la cellule

L’attachement consiste en une reconnaissance spécifique entre des protéines
a la surface de la cellule, et d’'autres du virus. Les cibles en surface peuvent étre de
nature différentes et il est a noter que les poxvirus utilisent plus d’un récepteur. Cela
leur offre maintes possibilités pour entrer dans la cellule et leur confére une grande
capacité d’infection. La représentation ou l'absence de récepteurs cellulaires
détermine le tropisme d’un virus, donc le type de cellule dans lequel il peut se
répliquer.

20




Premiére partie : Etude bibliographigue

Eléments tubulaires de surface (STE)

Enveloppe externe

Membrane externe

Corps latéraux

Nucléosome Membrane du
core

Figure 4 : Vue schématique d’'un Orthopoxvirus (forme EEV) (Bertagnoli, 2002)
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Figure 5 : Organisation du génome des Poxviridae (Van Regenmortel ef al., 2000)
A : Représentation schématique du génome viral (Modéle : virus de la vaccine)
B : Carte Hindlll du génome du virus de la vaccine (Souche Copenhagen)
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En général, la pénétration suit de prés la phase d’attachement et est souvent
un processus « énergie-dépendant ». La cellule doit étre métaboliquement active.
Trois mécanismes sont mis en jeu suivant le groupe viral, le type de virus... En ce qui
concerne les poxvirus, virus enveloppés, on distingue deux modalités : la fusion de
cette enveloppe avec la membrane plasmique ou la formation d’'une vésicule
d’endocytose . Il faut rappeler que cette fusion nécessite une protéine spécifique de
fusion (par exemple, une hémaglutinine pour le virus de l'influenza). Cette vésicule a
une durée de vie trés courte, car il y a rapidement fusion avec un lysosome qui va se
charger de détruire 'enveloppe du virion. Le pH de la vésicule étant trés bas, le virus
doit en sortir le plus rapidement possible afin d’éviter une dégradation totale.

< Déshabillage du virus

Cette phase regroupe les termes décrivant les événements qui arrivent aprés
la pénétration. On peut donc y introduire le remodelage de la capside, I'exposition du
génome viral sous forme de complexe nucléoprotéique. La fusion entre I'enveloppe
et la membrane de 'endosome, se fait grace a l'intervention de protéines virales qui
changent de morphologie sous I'effet d’'un pH acide. On assiste donc au dévoilement
d’'un domaine de fusion jusque la caché. Il s’en suit des remodelages de la capside.
La composition chimique et la structure de cette nucléocapside déterminent les
étapes ultérieures de la réplication.
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Figure 6 : Cycle récapitulatif des poxvirus (Modéle : virus de la vaccine). Adaptation
de Moss, 1996.
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«» Réplication, expression du génome et régulation du cycle

La stratégie de réplication dépend de la hature du matériel génétique viral. On
détermine ainsi sept groupes classés, par exemple, suivant le type d’acide nucléique.
Les poxvirus se situent dans la classe | : ADN double brin, avec une réplication dans
le cytoplasme (Tableau 5). Tous ont acquis ou développé des facteurs nécessaires a
la transcription, a la réplication et sont donc indépendants des facteurs cellulaires
ambiants.

ADN » ARNm — Protéines précoces

ARNmM Protéines intermédiaires

"

ADNrepliqué —__________y ARNm ———P Protéines tardives

Virus néosynthétisé

Tableau 5 : Stratégie de réplication des poxvirus (Cann, 1993)

On peut souligner que le contréle de I'expression du géne détermine la stratégie
d’infection du virus.

La régulation commence dés I'entrée du virus dans la cellule et prend fin lors
de la phase d’assemblage.

La premiére phase consiste en I'expression des génes précoces afin d’obtenir
'ARN polymérase, des facteurs spécifiques de transcription ainsi que des enzymes
aidant a la synthése d’ARNm. Ces ARNm sont extraits du core pour étre associés
aux ribosomes de la cellules héte.

La seconde phase correspond a la réplication de 'ADN qui conditionne la
transcription des génes intermédiaires.

La troisieme phase du cycle correspond a I'expression des génes tardifs
codant pour les protéines structurales, le systéme enzymatique viral et les facteurs
précoces de transcriptions (Moyer et Turner, 1990).
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% Maturation et libération des nouveaux virions

L’assemblage implique la présence de tous les constituants nécessaires a la
formation de virions matures en un point particulier de la cellule. Le site
d’assemblage de tous les constituants dépend du site de réplication dans la cellule et
du mécanisme par lequel le virus est libéré par la cellule. En ce qui concerne les
poxvirus, 'assemblage se fait dans le cytoplasme. Dans la plupart des cas, les
membranes cellulaires sont utilisées pour ancrer les protéines virales, tout ceci
initialisant le processus d’assemblage. Le contréle est mal connu. On pense qu’'une
certaine concentration en particules virales déclenche le phénoméne. Certaines sont
concentrées dans des sites cellulaires formant ainsi ce qu’on nomme les corps
d’inclusions.

Les étapes suivantes vont permettre aux virions de devenir infectieux. La
maturation permet un remaniement des protéines de la capside par des phénoménes
de clivages par exemple. Ces changements se font grace a des enzymes virales ou
cellulaires. Ces derniéres étant moins spécifiques que les premiéres, il y a un risque
de dégradation totale de la capside. Pour les virus enveloppés, la maturation se fait
une fois I'assemblage effectué sur les membranes cellulaires ainsi qu’aprés la
libération du virion dans le milieu extracellulaire.

Des sites cellulaires ou les membranes virales se forment ont été identifiées
par microscopie électronique. Ces structures sont appelées virosomes et
apparaissent 4 a 5 heure post-infection. Il y a accumulation des membranes virales
lipidiques formées par la modification des membranes du compartiment intermédiaire
entre le réticulum endoplasmique et I'appareil de golgi (Sodeik et al., 1993). Par la
suite, les particules s’entourent d’'une enveloppe supplémentaire dérivée du golgi,
migrent vers la surface grace a la polymérisation de I'actine du cytoplasme de la
cellule, et sont relarguées par fusion avec la membrane plasmique (Smith et
Vanderplasschen, 1998).

2. Les facteurs majeurs de pathogeénicité du Virus myxomateux et leur role

Le génome du virus myxomateux est composé d’'une molécule d’ADN unique,
linéaire, bicaténaire de taille variant entre 145 et 162 kpb (Cameron et al., 1999). La
région centrale de la molécule est fortement conservée et contient les génes
nécessaires au cycle viral. On retrouve des TIR (régions terminales répétées
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inversées) d’environ 10kpb dans le voisinage desquelles sont situés la plupart des
génes de virulence (Messud-Petit et Bertagnoli, 2000) (figure 7). '

Une stratégie du virus myxomateux pour survivre dans I'héte est la synthése de
molécules visant a provoquer une immunodépression importante. On retrouve des
virokines et des virocepteurs qui vont bloquer les signaux extracellulaires visant a
éliminer le virus (Messud-Petit et Bertagnoli, 2000).

2.1 Action stimulante sur la cellule héte

Un couple de molécule, 'EGF (epidermal growth factor) et son récepteur,
régule la prolifération et la différenciation cellulaire. On distingue chez les poxvirus
quatre représentants de cette famille dont le MGF (myxoma growth factor) pour le
virus myxomateux (Upon et al., 1987). Tous les homologues poxviraux de 'EGF ont
des structures secondaires et tertiaires similaires a celle de 'EGF, ainsi que le prédit
la conservation des six résidus cystéine qui forment les ponts disulfure. Le géne
codant pour MGF se trouve de fagon unique au c6té des séquences inversées
gauches. Les virus mutant n'exprimant plus MGF provoquent les symptomes
caractéristiques de la maladie, mais leur virulence est trés diminuée (Opgenorth et
al., 1992).

L’hyperplasie de I'épithélium est fortement diminuée et les surinfections
réduites. En revanche, les souris transgéniques exprimant le MGF présentent une
prolifération et une arborisation des acini mammaires ainsi qu'une hyperplasie de
I'épithélium gastrique (Strayers et al,, 1993). On peut imaginer que cette virokine
stimule 'anabolisme des cellules, qu ‘elles soient infectées ou non, fournissant un
terrain favorable pour la réplication du virus.
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Figure 7 : Les facteurs de pathogénicité codés par le virus myxomateux (Messud-
Petit et Bertagnoli, 2000)
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2.2 Action anti-inflammatoire

Les serpines sont des protéines synthétisées par les poxvirus, qui pemettent
la régulation de nombreux processus physiologiques (activation du complément,
fibrinolyse, modulation de la réponse inflammatoire...). Actuellement, elles sont
considérées comme des virokines puisqu’elles interférent avec la signalisation
intracellulaire. SERP1 est spécifique du virus myxomateux. (Macen et al., 1993). Elle
présente une forte activité anti-inflammatoire. Lors d’inoculation de lapins par le virus
délété du géne codant pour SERP1, on constate une diminution des surinfections du
tractus respiratoire et un taux de survie plus élevé (Upton et al., 1990). In vitro, cette
serpine forme des complexes stables avec l'activateur du plasminogéne tissulaire,
l'urokinase, la plasmine, la thrombine et le facteur Xa (Lomas et al., 1993, Nash et
al., 1998). Néanmoins, il subsiste un doute sur son action in vivo.

La protéine M11L, synthétisée précocement, semble impliquée dans la
prévention de I'apoptose sans qu’'un mécanisme d’action ne soit vraiment élucidé.
Elle est composée d’'un domaine extracellulaire dans la partie N-terminale et d’'une
hélice transmembranaire dans sa partie C-terminale. Une déletion de cette derniére
réduit de 45% son expression et bloque son transport a la surface des cellules
infectées. L’inoculation de mutants M11L-C-terminale(-) fait diminuer le pouvoir
pathogéne du virus myxomateux (Opgenorth et al, 1992). On constate une
augmentation du nombre de macrophages dans les myxomes, les signes
respiratoires sont réduits et la guérison intervient dans les 30 jours. On remarque
donc un accroissement de la réponse inflammatoire par rapport a l'inoculation d’'un
virus sauvage. M11L pourrait étre en fait un ligand pouvant fixer un effecteur normal
de l'inflammation, ce qui rendrait ce dernier trés peu disponible pour pouvoir amplifier
le processus inflammatoire.

2.3 Fabrication de leurres

Les virocepteurs jouent le réle le leurre, piégeant et détournant ainsi les
cytokines produites par I'héte. Trois génes situés aux extrémités terminales du
génome ont été identifiés chez le virus myxomateux : M-T1, M-T2 et M-T7 (le numéro
est en relation avec la position du géne par rapport a la boucle terminale du génome
(Cameron et al., 1999)).

M-T1 fait partie d’'un groupe de protéines poxvirales dénomées T1/35 kd qui
sont des inhibiteurs solubles de CC-chimiokines (Graham et al., 1997). On a montré,
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in vitro, qu’il existait une forte affinité entre M-T1 et certaines CC-chimiokines type
MIP1a (macrophage inflammatory protein). | Ceci mérite a penser que M-T1
empécherait la fixation de ces ligands a leurs récepteurs (Lalani et al., 1998). Sur
des études in vivo, lors d’inoculation d’un virus mutant M-T1(-), on constate un afflux
de cellules monocytaires et macrophagiques aux sites méme d’inoculation (Lalani et
al., 1999) alors que ce phénomeéne reste absent lors d’une inoculation par la souche
sauvage. |l est a noter que I'évolution clinique reste la méme quel que soit I'inoculat,
que le virus exprime ou non M-T1.

Le TNF est un facteur de nécrose tumorale qui est impliqué dans I'immunité
antimicrobienne (Beutler et al, 1992). Il agit soit par lyse directe des cellules
infectées, soit de fagon indirecte en synergie avec les interférons (Wong et Gbeddel,
1986). Les deux formes a et B du TNF ont des activités biologiques trés proches
mais reconnaissent des récepteurs différents, respectivement TNFR1 et TNFR2. M-
T2 est marquée d’une forte homologie avec la région extracellulaire de la famille des
TNFR2, ce qui correspond au site de fixation du ligand. Cette protéine, secrétée
précocement sous la formes d’une protéine de 325 acides aminés, fut apparentée
aux récepteurs de la famille du TNFB (Smith et al., 1991). Son géne fut mis en
évidence sur le génome du virus myxomateux (Upton et al., 1991). La protéine
secrétée se fixe aussi bien au TNFa que 3, avec cependant une certaine préférence
pour la cytokine de I'héte naturel du virus. Dans ces conditions, M-T2 est capable
d’inhiber la lyse cellulaire induite par le TNF du lapin. La capacité de fixation de la
protéine T2 a TNF nécessite des répétitions N-terminales de domaines riches en
cystéines ou CRD. Si on effectue des mutations au niveau de ce domaine, la
protéine est incapabe de se fixer & TNF (Schreiber et al., 1996). Cette terminaison
posséderait une activité anti-apoptotique. L'inoculation d’'un virus délété montre une
diminution importante du pouvoir pathogéne par rapport a I'inoculation d’'un virus
sauvage (Upton et al., 1991).

M-T7 présente une homologie dans sa partie N-terminale avec le récepteur de
PIFNy (Upton et al., 1992). Elle est d’autant plus grande dans le domaine d’intéraction
avec le ligand. Fixé a un leurre, I'lFNy n'a pas la possibilité d’interagir avec son
récepteur normal et d’exercer ses propriétés antivirales (Upton ef al., 1992). On
retrouve la spécificité d’héte comme pour la protéine M-T2. Par le biais d’analyse des

tissus dermiques, on a pu rmontrer que M-T7 inhibait 'afflux leucocytaire mais la
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signification biologique de M-T7 comme inhibiteur de chimiokines nécessite d’étre
confirmée (Mossman et al., 1996).

2.4 Limitation de I'apoptose cellulaire pour la survie

Les protéines caspases jouent un réle majeur dans le déclenchement et le
déroulement de I'apoptose. Le virus myxomateux va donc déployer une stratégie afin
d’empécher ces différents étapes. Serp2 est actuellement le seul inhibiteur de
caspases identifié (Petit ef al., 1996). Cette protéine de 333 acides aminés est
produite tout au long du cycle viral sans jamais étre exportée dans le milieu
extracellulaire. Elle serait capable d’inhiber la caspase 1 (enzyme de conversion de
la pro-IL1pB, ou ICE) (Petit et al., 1996). L'inoculation de lapin par des virus mutant
Serp2 (-) montre que la maladie est fortement atténuée (Messud-Petit ef al., 1998).
L’analyse du nceud lymphatique drainant la région du site d’inoculation montre un fort
taux dapoptose chez les lymphocytes. Histologiquement, lorsque Serp2 est
exprimée, on constate que la réponse inflammatoire est bloquée au niveau de la
phase vasculaire. Tout ceci permet de conclure sur le role probable de Serp2 en
temps qu’agent anti-apoptotique et inhibiteur d’IL1p.

Dans ce phénomeéne de modulation de I'apoptose des cellules infectées, on
retrouve les produits des génes T2, T4 et T5. Lors d’inoculation de virus mutant M-
T2(-), on constate I'apoptose de cellule RL5 (Macen et al., 1996). |l faut noter que
cette action est indépendante de la fixation au TNF. |l semblerait donc que cette
protéine ait deux actions différentes peut étre en relation avec la partie
intracytoplasmique de M-T2. M-T4 est localisée dans le réticulum endoplasmique et
possede une séquence spécifique, nécessaire a sa localisation (Barry et al., 1997).
Lors d’inoculation de virus mutant M-T4(-) a des lymphocytes, on constate que ceux
ci meurent par apoptose (Barry et al., 1997). L’inoculation de lignée RL5 par un virus
mutant M-T5(-) provoque le méme phénoméne de fagon indirecte. En effet, c'est
larrét des syntheses protéiques cellulaires et virales qui provoquent la mort des
cellules RL5 (Mossman et al, 1996). A contrario, des fibroblastes infectés ne
subissent pas le méme phénomene, orientant ainsi les hypothéses vers une
spécificité de lignée cellulaire pour cette protéine. Lors d’inoculation de lapins par ce
virus mutant, on constate quand méme un taux de survie de 100%, I'absence de
myxomes secondaires et aucune surinfection.
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2.5 Réduction de I'expression de protéines membranaires

Un autre systéme d'échappement du virus myxomateux a la réponse de I'héte
est la baisse de I'expression des marqueurs membranaires CD4 et CMH1.

L'infection de cellules de singes (BGMK) par le virus myxomateux a montré
une nette diminution de [I'expression des molécules du CMH1 mais sans
modifications pour les autres molécules de surface (Boshkov ef al, 1992). Ce
phénoméne est bien plus modéré lors de l'infection par le virus du fibrome de shope.
Lors de I'analyse des cellules a 4, 8, 12, 16 et 24 heures aprés I'infection par le virus
myxomateux, il a été constaté une diminution progressive de I'expression des
molécules de surface de classe |. Ce phénomeéne débuterait environ 4 heures aprés
I'infection et montrerait un pic entre 16 et 24 heure post-infection. Il a été mis en
évidence que la perte des molécules de surface de classe | n’était pas seulement
due au blocage complet de I'expression des génes de la cellules héte. || semblerait
que le virus myxomateux ait le pouvoir de masquer des protéines de surface
préexistante ne permettant pas la reconnaissance antigénique (Boshkov et al.,
1992). Par ailleurs, lors d’'une- infection, le taux de récepteurs a transferrine reste
inchangé laissant prévoir que la réaction du VM face aux molécules de classe | est
spécifique.

On constate la méme diminution de I'expression des molécules CD4 lors
d’infection de la lignée RLS (lymphocytes CD4+ de lapins) par le virus myxomateux
(Barry et al., 1995). Si tout ceci était confirmé in vivo, on pourrait aboutir a la
conclusion que ce mécanisme d'action contribuerait a diminuer la réponse a
médiation cellulaire, a participer au déficit de la réponse immunitaire et a
'immunodépression en générale. La figure 9 reprend les différents facteurs de
virulence du VM.
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Conclusion

Le virus myxomateux présente une architecture particuliére pour un matériel
génétique peu complexe en apparence : une molécule d’ADN regroupe tous les
génes nécessaire a sa survie. Son cycle reste simple : il se réplique sans avoir
impérativement recours a des protéines d’origine cellulaire. 1l est donc quasi
indépendant et assure lui méme sa réplication.

A ce jour, la carte génétique du virus myxomateux a été entiérement établie
(Cameron et al, 1999). Il apparait une longue liste de différents facteurs de
pathogénicité dont les rdles ne sont pas tous déterminés. En revanche, de nombreux
travaux ont permis de mettre en évidence son mode d’action favori : mettre en défaut
le systéme immunitaire de I'héte afin d’assurer sa survie.

Il apparait donc comme une entité parfaitement adaptée a son héte avec une
capacité incroyable a déjouer les défenses immunitaires. Au fil des années, il a su
s’adapter en développant des souches de différents grade de virulence permettant
ainsi d’étre présent aussi longtemps que I'espéce hote se trouve sur le terrain. Mais
la lutte continue pour trouver de nouvelles stratégies afin de lutter efficacement
contre ce virus qui ravage encore des populations entiéres de lapins. C'est par
I'étude de nouveaux genes isolés que nous pourrons mieux comprendre son mode
d’action et ainsi, a terme, développer de nouvelles approches prophylactiques.

C’est pour compléter ces recherches que nous avons étudié de plus prés le
génome du virus myxomateux. Pour cela, nous nous sommes servis du séquengage
de la zone manquante du génome de la souche virale SG33 (Guérin, 2001b). C’est
ainsi que nous avons pu mettre en évidence un nouveau géne, mv-lap, codant pour
un nouveau facteur dont la fonction était encore inconnue. Le rapprochement avec
des génes équivalents rencontrés chez d’autres virus, nous améne a émettre des
hypothéses fonctionnelles. Le rdle de mv-lap dans la pathogénie du virus
myxomateux sera validé par I'analyse in vitro et in vivo, d'un mutant délété de ce
gene. Nous allons ainsi agrandir la liste non exhaustive mais déja longue des
facteurs de pathogénicité de ce poxvirus.
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Introduction

Ce travail consistera en l'analyse de l'effet d’'un des génes du virus
myxomateux, gene identifié et caractérisé par TUMR INRA-ENVT de Microbiologie
Moléculaire de I'école vétérinaire de Toulouse.

En mai et juin 2000, deux groupes américains ont montré que deux protéines
a motif LAP codées par le virus HHV-8 (associé au sarcome de Kaposi), K3 et K5,
jouaient un réle majeur dans la diminution de I'expression du CMH 1 a la surface des
cellules infectées, en activant I'endocytose de ces molécules (Coscoy et
Ganem,2000 ; Ishido et al., 2000). MV-LAP étant comparable a ces deux facteurs,
d’un point de vue structurel, nous nous sommes intéressés a l'influence de ce géne
sur la pathogénicité du virus de la myxomatose.

Afin de déterminer la fonction exacte de cette protéine, nous avons procédé
par différentes étapes. ’

Tout d’abord, nous ferons une analyse de la séquence MV-LAP afin de
déterminer I'architecture précise de cette protéine. Nous essayerons de la mettre en
relation avec celle d’autres protéines, afin d’approcher sa fonction biologique.

Pour étudier le r6le de MV-LAP dans le pouvoir pathogéne du virus
myxomateux, nous construiront un virus délété, selon une technique éprouvée au
laboratoire. L’étude comparée du pouvoir pathogéne du virus délété et du virus
sauvage de référence sera mis en évidence grace a des inoculations expérimentales.
Nous évaluerons I'impact de ce facteur sur la pathogénie clinique de la myxomatose,
en comparant son phénotype avec celui du virus sauvage.

Pour terminer, nous chercherons a montrer si le facteur MV-LAP entraine bien
une diminution des molécules du CMH 1.

Dans une discussion générale, nous rassemblerons ces observations et nous
présenterons les hypothéses susceptibles d’éclairer le mode d’action de ce nouveau
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facteur de pathogénicité. Les perceptions de recherches visant a valider ces
hypothéses seront présentées et discutées. L’étude clinique sera complétée par une
analyse histologique, permettant d'évaluer plus finement les modifications

Iésionnelles au point d’'inoculation, comme dans les tissus lymphoides drainant.
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1] Matériel et méthode

1. Virus et cellules

La souche sauvage T1 du virus myxomateux et le mutant MV-ALAP ont été
cultivés sur des cellules de reins de lapins (RK13) dans un milieu minimum de Eagle
(Invitrogen) supplémenté de 2% de sérum de veau foetal.

Cette souche sauvage de virus fut isolé a I'école vétérinaire de Toulouse, d’'une
fagon contemporaine a lisolement de la souche Lausane (Bouvier, 1994) et fait
depuis, office de souche de référence au laboratoire.

Les cellules sont multipliées tous les 6 a 7 jours : elles sont trypsinées, décollées
du support et centrifugées. Elles sont ensuite réparties dans de nouvelles boites afin
d’obtenir un nouveau tapis cellulaire.

2. Analyse de séquence, clonage et séquencage

L’ADN viral entre les genes serp-1 et serp-3 a été amplifié et séquencé comme il
a été fait auparavant sur le géne serp-3 (Guérin et al., 2001). Le séquengage est
réalisé selon une méthode enzymatique (méthode de SANGER), par la société
Génome Express a Grenoble.

La séquence d’ADN a fait I'objet d’'une analyse informatique grace au logiciel
DNA-strider™. Les recherches d’homologie avec des séquences protéiques (ou

nucléotidiques) connues ont été effectuées en consultant le logiciel BLAST sur le

serveur Medline (www.ncbi.nim.nih.gov). Les séquences éditées ont été analysées a
I'aide du programme GAP ( SwissProt, version 33, March 1996).

La séquence nucléotidique du géne MV-LAP et du polypeptide déduit ont été
déposées a la banque de données GenBank sous le numéro d’accession AF229033.

3. Extraction d’ARN et RT-PCR
Des cellules RK13 a la concentration 5x10° ont été infectées par la souche

sauvage T1 ou par la souche délétée MV-ALAP. Nous avons isolé les ARN a 2, 4, 8,
12 et 16 heures post-infection grace au réactif TRIzol de la société Invitrogen. Nous
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les avons extraits des cellules en les traitant avec 40ug de cytosine arabinoside/ml a
chacun des moments désirés. _

Pour la RT-PCR, nous avons utilisé des amorces spécifiques de MV-LAP afin de
reconstituer TADN complémentaire. Par la suite, nous avons amplifié ce brin grace a
I'utilisation d’amorces spécifiques suivantes :

% MV-LAP-Fwd-BamHI : 5- CAGCGGATCCGGTAAACATGGCTACTGTTG- 3

<% MV-LAP-rev-Pstl : 5- AAACTGCAGTTTCTAAGCGGGTGACTCCA- 3’

Ces amorces correspondent respectivement aux terminaisons 5’ et 3’ du cadre de
lecture de MV-LAP.

4. Construction d’un virus mutant MV-ALAP et d’un virus révertant

Afin d’évaluer I'implication du géne MV-LAP dans la pathogénicité du virus
myxomateux, nous l'avons inactivé en enlevant le site actif présumé (le domaine
LAP) et en le remplagant par une cassette /acZ placée en anti-sens.

Deux couples d’amorces comportant des sites de restrictions en partie 5
terminale, ont été utilisés afin d’amplifier les fragments situés juste en amont et en
aval du domaine LAP, par PCR (polymérisation en chaine).

Préparation du mix de réaction pour : 50l
Tampon de réaction 10X : 5ul
Mélange de dNTP 50X : 1l
Taq Polymérase (5Ul / pl) : 0,5ul
Amorces 20X sens : 2,5l
Amorces 20X anti-sens : 2,5ul
MgCl, 33X: 1,5l
Quantité d’eau suffisante pour 50yl : 36ul

Le mix est réparti dans les tubes de réaction dans lequel on rajoute 1ul d’ADN cible.
Les cycles d’'amplifications sont réalisés dans un thermocycleur Perkin-Elmer : une
étape de dénaturation a 94°C puis 30 cycles d’amplifications.
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lls se déroulent de la fagon suivante :
0 min 40 2 94°C
0 min 40 a 50°C (hybridation)
1 min a 72°C (élongation)

Couple | Sens de | Dénomination Séquence
numéro | 'amorce
1 5-3’ Smal CAGCAGCCCGGGTATGGATATCTTTAATCATTT
AAA
5-3 Pst | CAGCACTGCAGGCTTACATCGTCCAGGTTTAC
2 5-3 Xbal CAGCTCTAGAGTCCGTACAACCTAAAGCGGC
5-3 Hind lll CAGCAAGCTTTCTAAGCGGGTGACTCCACGA

Tableau 6: Séquences des amorces utilisées

Apres digestion par les enzymes de restriction Pstl et Xbal, le fragement restant a
été cléné dans un vecteur plasmidigue pGEM-T (Promega), en remplagant le site
LAP par un géne Pstl-Xbal-lacZ, sous le contréle du promoteur p7.5 du virus de la
vaccine. Les différents morceaux obtenus ont été reliés entre eux par une ligase.

Le résultat fut le suivant :

5 LACZ 3

e —t

Smal  Bsti Xbat  Findm

Vecteur utilisé

Figure 8 : Représentation schématique du vecteur construit
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Par la suite, nous avons utilisé ce plasmide afin d’obtenir le mutant MV-ALAP.

Nous avons tout d’abord séquencé la portion pMV-LAP :Lac Z. Ensuite, elle a été
utilisée pour transfecter des cellules infectées par le virus myxomateux sauvage.
Pour ce faire des bactéries compétentes ont été préparées. Une culture
d’Escherichia coli est réalisée sur la nuit dans 3ml de milieu LB. On ensemence 50m|
de milieu LB avec 0,5ml de cette préculture et on laisse pousser cette culture
pendant 2h environ.
Les cellules sont laissées dans la glace 30mn et sont centrifugées Smin a 5000 rpm
(a 4°C). Le surnageant est drainé et le culot est resuspendu dans 10ml de CaCl,
100mM glacé : il reste 60mn dans la glace, centrifuger 5mn a 5000 rpm a 4°C. Le
culot est resuspendu dans 2ml de CaCl, 100mM glacé : les bactéries sont prétes
pour la transformation.

La transformation consiste en lintroduction du plasmide dans les bactéries
compétentes. Pour cela nous avons mélangé le vecteur avec 200ul de bactéries.
L'incubation se fait pendant 30 minutes dans la glace, puis un choc thermique est
réalisé en incubant 2min a 42°C. Le tout est remis dans la glace pendant 5min et on
rajoute 800ul de milieu LB et mis en incubation 1h & 37°C. Par la suite, 200l de la
préparation sont étalés sur une boite LB-agar contenant 100ug d’ampicilline par ml.

Le mutant a été isolé grace a la mise en évidence de la cassette Lac Z par
dilution sur gélose. La technique de PCR a été utilisée sur le virus recombinant pour
confirmer 'absence de la souche sauvage dans les préparations du virus MV-ALAP.

L’absence d’expression de la protéine MV-LAP dans les cellules infectées par le
virus délété a été validée par une PCR inverse. Le virus inverse, contenant tout le
matériel génétique du virus sauvage, a été obtenu en faisant une transfection du
géne complet de MV-LAP dans le virus MV-ALAP, dans un milieu de culture
composé de cellules infectées RK13.

5. Inoculation expérimentale des lapins
Les lapins sont agés de huit semaines. lls ont été obtenus auprés d'un

fournisseur local et ont été logés en animalerie a I'Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse.
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L'infection des lapins a été réalisée par une injection intradermique au niveau de
I'oreille droite. Plusieurs lots ont été réalisés permettant I'inoculation d’'une dose de 5
x 10° PFU soit de virus sauvage T1, soit du virus mutant MV-ALAP ou encore du
virus MV-LAP révertant.

Les lapins ont été suivit quotidiennement afin d’observer les différents signes
cliniques associés a la myxomatose (Fenner et Ratcliff, 1965). Les lapins trop atteints
furent anesthésiés a I'aide d’Imalgéne™ (Mérial) puis euthanasiés a I'aide de T61
(Distrivet), injecté par voie intraveineuse. Pour les études histologiques, six lapins ont
été inoculés avec la souche sauvage T1 du virus myxomateux et six autres avec le
virus MV-ALAP. Deux lapins de chaque groupe ont été euthanasiés a 4, 8 et 12 jours

aprés l'inoculation.
6. Examen histologique

Tous les animaux ont été soumis a un examen post-mortem rigoureux. Les tissus
prélevés sont le site d’inoculation (myxomes primaires) et les nceuds lymphatiques
parotidiens drainant le myxome primaire. lls ont été fixés dans une solution de formol
a 10% tamponné, en vue d'une analyse ultérieure. Apres fixation, les tissus ont été
inclus dans la paraffine, découpés en sections de 4um d’épaisseur et colorés en vue
d’'un examen au microscope optique.

Les Iésions ont été classées de la fagon suivante : minimale, lIégére, modérée,
marquée et sévere. La méthode TUNEL a été utilisée pour mettre en évidence
'apoptose des lymphocytes dans les noeuds lymphatiques parotidiens (Messud-Petit
et al., 1998). Cette méthode consiste en une coloration qui permet de visualiser les
corps apoptotiques.

La gradation de cette apoptose est fondée sur le nombre d’inclusions
apoptotiques sur le champs du microscope au grossissement 400.
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Nombre de corps Interprétation
apoptotiques
De 252 50 Apoptose minimum
De 502475 Légere apoptose
De 75 a 100 Apoptose modérée
De 100 a 125 Apoptose marquée
Plus de 125 Séveére apoptose

Tableau 7 : Grille d’évaluation de 'apoptose dans les tissus
7. Analyses des cellules infectées en cytométrie de flux

Des cellules BGMK sub-confluentes ont été infectées avec les souches virales T1
ou MV-ALAP, avec une M.O.l. de 5, ou incubées avec du milieu (cellules contréle
non-infectées). 36h post-infection, les cellules BGMK ont été détachées de leur
support en les incubant 15min en tampon PBS EDTA 2mM, puis rincées en tampon
PBS-BSA1% et incubées 30min a 4°C avec des anticorps monoclonaux conjugués
avec la phycoerytrine (PE) dirigés contre les molécules de classe | du CMH humain
(haplotypes A, B et C), Fas-CD95 ou le récepteur de la transferrine (CD71)
(Pharmingen Becton Dickinson). Aprés ringage en tampon PBS, les cellules ont été
analysées avec un cytomeétre en flux FACScalibur (Becton Dickinson).

Il] Résultats

1.Analyse de la séquence de MV-LAP

1.1 Séquengage
Le cadre de lecture ouvert a été mis en évidence sur le génome de la souche
T1 du virus myxomateux, dans le cadre de l'analyse génétique de la souche
atténuée vaccinale SG33 (Guérin, 2001b). Il compte 621 paires de bases (pb), en
aval de serp3 (figure 9). Ce géne semble trés apparenté aux ORFs M153R et
M153.1R décrits lors du séquencage complet de la souche Lausanne du virus
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myxomateux (Cameron et al., 1999). Cependant, ces deux derniers ne seraient en
fait qu'une division du géne S153R (géne du virus du Fibrome de Shope) du & une
erreur de lecture au niveau du codon 110. L’analyse de la séquence des 206 acides
aminés nous a montré une certaine homologie avec un ensemble de protéines a
motifs en « doigts de zinc », cellulaires ou virales (figure 10).

Cette protéine présente un motif atypique en C4HC; correspondant a la famille
LAP (Saha et al, 1995) ou PHD (Aasland et al., 1995). On peut remarquer la
présence de deux régions hydrophobes qui semblent correspondre a des domaines
transmembranaires (figure 9). Nous baptiserons ce facteur MV-LAP.

1.2 Fonctions des protéines en doigt de zinc

L’interaction avec un ou plusieurs atomes de zinc peut étre associée a de
nombreuses fonctions de ce type de protéines. L'ion Zn?* peut étre le support d’'un
grand nombre de liaisons avec les protéines mais il peut aussi fortement se lier a une
grande variété de molécules, dont 'atome de souffre de la cystéine, I'azote de
I'histidine, 'oxygéne de l'aspartate, du glutamate ou de I'eau. Il est ainsi le médiateur
des différentes interactions qui se créent entre de nombreuses macromolécules
biologiques, protéines ou acides nucléiques.

Le motif doigt de zinc est I'un des principaux motifs qui est impliqué dans les
interactions protéines-acide nucléiques ainsi gue dans le fonctionnement de la cellule
en générale ou ses relations avec des effecteurs extérieurs.Ces protéines en doigt
de zinc représentent 1% des produits des genes humains (Hoovers et al., 1992). ||
existe cependant différents motifs et il apparait qu’il est trés difficile d’associer une
structure donnée a des propriétés d’'interaction avec des acides nucléiques et/ou des
protéines.

Le motif le plus classique fut identifié aprés I'analyse de la séquence des
acides aminés du facteur de transcription TFIIIA de Xenopus laevis , qui présente 9
répétitions du consensus suivant : '

X-Cys-Xz4-Cys-X;-F-X5-C-L-Xo-His-X3.5-His-X2.6
Ce premier motif est impliqué dans le contrdle de la transcription de ’ARN 5S dans
les ovocytes de xénopes (Miller et al., 1985). La liaison protéine-ARN s’effectue au
niveau d’'une séquence cible de 50 nucléotides : on retrouve 9 doigts qui réagissent
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chacun avec une guanine, avec une périodicité de 512 nucléotides donc un demi tour
d’hélice d’acide nucléique. Les cystéines et les histidines formant le motif se lient
avec l'ion Zn®* ce qui forme un doigt de liaison & I'acide nucléique (Perutz, 1996).

On retrouve bien d’autres motifs comme nous le montre la figure 11. Les
récepteurs d’hormones stéroides sont des activateurs de transcription qui vont se lier
a de courtes séquences d’ADN et qui vont ainsi réguler I'expression de génes dans
la cellule cible. GATA-1 un facteur qui est essentiellement exprimé dans la lignée des
érythroides, ou il régule I'expression de plusieurs génes (Evans and Felsenfeld,
1989). Un nouveau groupe au sein de la grande famille des protéines en doigt de
zinc se nomme RING pour Really Interesting New Gene. Les protéines sont riches
en cystéine et contiennent une séquence consensus du type :
Cys-X-~(I/V)-Cys-Xg.27-Cys-X1.3-His-X-(P/I/L)-Cys-(l/L/M)-X-Cys-X4.4s-Cys-P-X-Cys

(Freemont, 1993).

Ce motif est retrouvé dans des protéines impliquées dans la régulation des
genes, la recombinaison ou la réparation de 'ADN. On ne sait pas vraiment si ces
protéines interagissent avec les acides nucléiques ou plutdét avec des protéines,
elles-méme liées a ’ADN. Plusieurs protéines de ce groupe ont été identifiées chez
les virus comme les herpesvirus et les poxvirus : chez le virus du fiborome de Shope,
la protéine N1R est localisée dans les virosomes des cellules infectées, se lie a
’ADN simple ou double brin et inhibe le déclenchement de 'apoptose. Une délétion,
méme partielle, du motif RING abolit sa localisation et sa fonction, méme si ce motif
n’intervient pas seul (Upton ef al., 1994).
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Figure 9: Séquences nucléotidique et polypeptidigue de MV-LAP. Le polypeptide

correspondant est décrit par les lettres, sous la séquence d’ADN. *: codon stop ;

souligné : signal de terminaison ; lettres entourées : motif C4HC3 (LAP) ; surligné :

domaines transmembranaires (Guérin, 2001a)

poxvirus
MV=MVLAF 'cwxcxxacnr-vrnréxgnenxxzv,sz&nsswrnwnvvxnxsi*IE
SFV=-153R CR NYCKCRGDNKIVEAKEGLEEWINTDTVENKS ylﬁ
SPV-CTL 'cﬂtcrnnz I-BERNYENGKNEYRVVRDEOHKRAWIQYS -~ RERS i‘%
YLDV-SL wadnnvcnx nuur»G,nnz!xvvv:x,uonw:uxs--xxx:ﬁ&x '

herpesvirua
"BEHV4-IEIA CﬂtcRDGB3L!EARYGNQYGDLQ!CfﬁE@LKTWISHS--GBK!EKP&‘
BAV4A-IELR cw:cxesxaxznvxrénéxennorv;sscnvnwrnvs-acwxo@xre'
HHVB-RK3 A8 g:sansavgm N;STWLTIS--RNT&CQIG
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Figure 10 : Homologie entre les motifs LAP identifiés chez les poxvirus et les

herpesvirus (Guérin, 2001a).
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1.3 Le motif C4HC3 ou LAP/PHD

Ce motif a longtemps été considéré comme un motif Ring Finger atypique
(CsHC,). C’est en 1995 que le groupe de Bryan Young a décrit un nouveau type de
motif dans la protéine CEZF de Caenorhabditis elegans. On retrouve ce motif dans
environ 25 protéines chez les animaux, les plantes et méme la levure (Saha ef al. ,
1995). Sachant que [interruption du domaine fonctionnel dans deux types de
translocation chromosomiques était associée a des leucémies, les auteurs ont donné
le nom de LAP, pour leukemia-associated-protein. Cependant, la fonction précise de
ces protéines a motif LAP n’a pas vraiment été élucidée. Elles pourraient se lier de
maniére non spécifique a de grands fragments d’ADN (Schindler et al., 1993) et
exercer ainsi des fonctions de régulation de I'expression des génes.

Dans les protéines complexes décrites chez les eucaryotes, le motif LAP
est le plus souvent retrouvé en associations avec d’autres types plus classique de
doigt de zinc, ce qui a amené les auteurs & évoquer une complémentarité entre le
motif LAP, assurant la cohésion, et d'autres motifs controlant la spécificité de
I'interaction (Saha et al., 1995). Un autre groupe de chercheur a décrit ce type de
motif sous I'appellation PHD (pour Plant homeo domain) (Aasland et al., 1995).
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Figure 11 : Structures des difféerentes classes de motif en doigts de zinc (Green et
al., 1998)
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1.4 Modalité d’expression du géne
Nous avons vu que les différents génes du virus myxomateux
s’exprimaient a des temps différents de l'infection. Nous avons voulu déterminer le
moment de I'expression de ce géne afin de déterminer s'il fait partit des génes
précoces, intermédiaires ou tardifs. Pour ce faire, nous avons récolté les ARN
messagers a différents moments de l'infection de la cellule et effectué une RT-PCR.
C'est a partir de la 4°™ heure post-infection que les 1 ARNm ont été
détectés avec un pic de présence vers la 12°™ heure aprés I'inoculation (figure 12).
En empéchant la transcription des génes intermédiaires et tardifs par l'introduction
d’AraC, nous n’avons pas altéré la transcription du géne mv-lap ce qui suggére que
ce géne est exprimé de fagon précoce, indépendamment de la réplication de '’ADN.
Nous rappelons que I'AraC, ou cytosine arabinoside, est un inhibiteur de la
réplication de 'ADN, et a ce titre bloque I'expression des génes tardifs.

2. Construction d’'un virus mutant ALAP ; Symptémes et Iésions observés lors de
I'inoculation par les souches T1 et MV-ALAP

Un virus mutant délété du géne mv-lap a été construit. Nous avons vérifié par RT-
PCR que ce virus n’exprimait pas T’ARN messager de ce méme géne (figure 12).

Afin d’évaluer le réle de MV-LAP sur la pathogénicité de la myxomatose, nous
avons inoculé des lapins européens avec la souche T1 du virus myxomateux, avec le
virus mutant MV-ALAP ainsi qu’avec le virus révertant. Nous avons observé les
lapins quotidiennement durant 28 jours. Nous pouvons constater une différence
importante entre les deux types de virus, avec une forte diminution de la virulence
suite a l'inoculation du virus MV-ALAP.

47



Deuxiéme partie : Etude expérimentale

Figure 12 : Expression de TARN messager du facteur MV-LAP en culture cellulaire.
Les ARNm ont été extraits et soumis a une RT-PCR en utilisant des amorces
spécifiques de MV-LAP. En 1: Témoin négatif cellulaire ; De 2 & 6 : Extraction des
cellules infectées a 2, 4, 8, 12 ou 16 heures ; En 7 : extraction de cellules aprés 12h
d’infection par le virus sauvage sous incubation d’AraC; En 8 : cellules infectées avec
le virus mutant MV-ALAP ; En M : place du marqueur.
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Jusqu'au 7°™

jour post-infection, les trois groupes de lapins ont présenté les
méme symptdmes, correspondant a [l'évolution typique de la myxomatose a
savoir des lésions au site d’inoculation (myxome primaire) et des Iésions satellites
(myxomes secondaires) sur la face et les oreilles. lls ont tous présenté une affection
respiratoire et une baisse de leur activité. Cette atteinte respiratoire a donné lieu a

des surinfections bactériennes.

A partir du 12°™® jour, la répartition des myxomes secondaires change. Les lapins
infectés avec le virus sauvage présentent des Iésions secondaires importantes en de
multiple points alors que les lapins atteints par le virus mutant ne présentent des
myxomes secondaires que sur la face et sur les oreilles. L’atteinte respiratoire fut
tellement importante chez les lapins inoculés avec la souche sauvage et le virus
reverse, que nous les avons euthanasiés pour une raison éthique. En revanche,
cette atteinte fut plus modérée chez les lapins inoculés avec le virus mutant méme si
certains d’entre eux présentérent des signes trés important d’atteinte respiratoire.
Ceci leur permirent d’étre moins prostré et de pouvoir se mouvoir et se nourrirent
plus que les autres lapins. 4 lapins sur 12 durent quand méme étre euthanasiés au
vue de limportance des symptomes. Les 8 lapins restant purent se remettre

8éme

completement au bout du 2 jour.
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Jours

Infection par le virus sauvage et le
virus MV-LAP révertant

Infection par le mutant MV-ALAP

Inoculation intradermique a I'oreille droite
de 4 lapins avec 5000 PFU de souche
sauvage et 4 autres avec 5000 PFU de
virus révertant

Inoculation intradermique a l'oreille droite
de 12 lapins avec 5000 PFU de virus
mutant

Le myxome primaire au site d’inoculation
mesure environ 1 cm, une légére
congestion est présente mais la Iésion

reste souple

Le myxome primaire mesure 1,5 cm en
moyenne, est légérement congestionné
mais il reste souple

La myxome primaire devient plus large et
diffus. Une rhinite et une conjonctivite
s'installent ainsi qu'un ocedéme des
testicules. Les myxomes secondaires
sont multiples et visibles sur la face et les

oreilles des lapins.

La myxome primaire devient plus large et
diffus. Une rhinite et une conjonctivite
s’installent ainsi qu’'un ocedéme des
testicules. Les myxomes secondaires
sont visibles sur la face et les oreilles des

lapins.

12

De nombreux myxomes secondaires

deviennent nécrotiques. Une grave

détresse respiratoire s’installe, traduisant
une sévere infection respiratoire. L'état
général des lapins se dégrade avec une
prostration des

animaux, un

amaigrissement et une

blépharoconjonctivite tellement
importante que les lapins deviennent
aveugle. Les testicules sont tres
inflammés. Ces lapins sont euthanasiés

pour des raisons éthiques

Peu de myxomes secondaires se
développent. lls apparaissent surtout sur
les paupiéres. L’atteinte respiratoire est
variable, montrant une atteinte modérée
mais pouvant quand méme aller jusqu’a
une atteinte sévere. L’inflammation des

testicules reste moyenne.

14

4 lapins sur 12 sont euthanasiés pour
raisons éthiques.

21

Régression des signes respiratoires et
rétablissement de 8 sur 12. les sujets
sont euthanasiés au 28°™ jour post-

inoculation.

Tableau 8 : Analyse clinique de l'influence de MV-ALAP sur la pathogénicité du virus

myxomateux
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3. Analyse histologique de tissus d’animaux infectés expérimentalement

Tous les animaux ont été soumis a un examen post-mortem complet. Les
différents résultats sont répertoriés dans le tableau 9.

Entre les 4°™ et 8°™ jour post-infection, les deux groupes présentent les méme
types de lésions avec une légére et localisée broncho-pneumonie interstitielle,
quelques cellules hétérophiles autour des bronchioles et adjacentes aux alvéoles. On
note I'’hyperplasie des tissus lymphoides associés (BALT).

C’est a partir du 12°™ jour qu’il commence a apparaitre une certaine différence.
Au niveau du myxome primaire, chez les lapins infectés par le virus sauvage, la
réaction inflammatoire se présente sous la forme d’'une réaction au niveau des
capillaires du derme, avec un cedéeme marqué, des fibroblastes activés, une
infiltration importante par des hétérophiles (neutrophiles) mais une infiltration plus
modérée de cellules mononucléées.

Chez les lapins infectés avec le virus mutant, tous ces phénoménes sont plus
modérés : cedéme plus léger, peu d’hétérophiles et une infiltration modérée par les
cellules mononucléées (figure 12).

Dans les nceuds lymphatiques parotidiens, les lésions étaient identiques : ils
étaient réactifs avec une hyperplasie de la paracorticale, histiocytose sinusale, et une
infiltration avec des cellules géantes plurinucléées.

En ce qui concerne la rate des deux groupes de lapins, nous avons constaté une
légére hyperplasie de la parois des vaisseaux ainsi qu’ une légére infiltration de la
pulpe rouge par des hétérophiles, comme nous avons pu I'observer au 4°™ et 8™
jours.

La méthode TUNEL a été utilisée pour quantifier les phénomeénes apoptotiques
dans les nceuds lymphatiques parotidiens. Pour les deux groupes de lapins, nous
avons pu constater une apoptose tres faible et similaire en intensité comme en
localisation. MV-LAP n'a donc aucune action, in vivo, sur l'apoptose des
lymphocytes.
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Intensité des Iésions avec les différents types de virus

Symptémes et site 4°™ jour 8°™ jour 12°™¢ jour
analysés Virus 1 | Virus2 | Virus1 | Virus2 | Virus 1 | Virus 2
Myxome primaire
CEdéme ++ () ++ (f) +++ (d) ++ ++++ (d) | +++
Hétérophiles ++(s) ++(s) e ++(s) it ++(s)
Cellules mononucliéées +(s) + +H+
Nceuds parotidiens
Hyperplasie paracorticale | ** ++ et ++ e+ +++
Histiocytose sinusale ++ ++ ++++ +++ ++++ (e) +++
Infiltration d’hétérophiles | ** ++ it +Ht +Ht(6) |+t
Rate
Hyperplasie lymphoide | ** ++ ++ ++ ++ ++
des gaines périartériolaire
Infiltration ~ par  les|** ++ ++ ++ -+ -+
hétérophiles
Poumons
Pneumonie  broncho- | +* (f) ++(f) + + - -
interstitielle
Hétérophiles autour des|** (S) ++(s) +(s) +(s) - -
bronchioles
++ ++ + + - -

Hyperplasie des BALT

Tableau 9 : Observations histologiques des Iésions pour les deux groupes de lapins

Légende :

Virus 1 : inoculation des lapins avec le virus sauvage

Virus 2 : inoculation des lapins avec le virus délété MV-ALAP

Lésions topographiques : s: parsemées, f: focale, d: diffuses, e :étendues
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Virus sauvage : souche T1

Virus mutant : MV-ALAP

Figure 13 : Comparaison de coupes histologiques au niveau du myxome primaire.

Mi : Mucinose interstitielle ; FA : Fibroblaste activé ; H : Hétérophile ; CM : Cellules

mononucléées
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4. Réplication virale in vivo

Afin de nous assurer que la différence des signes cliniques et histologiques entre
les deux groupes de lapins n’était pas de a un une moindre capacité du virus MV-
ALAP a se répliquer in vivo, nous avons mesuré la charge virale dans les nosuds
parotidiens, les poumons, la rate, les testicules et les cellules blanches du sang aux
otme géme géme of 128Me jours. Il N’y a pas eu de différence significative sur les titres
trouvés entre ses différents tissus ou dans les cellules sanguines. Nous concluons
que la faculté du virus MV-ALAP a se répliquer in vivo n’a pas été affectée par la
déletion de MV-LAP .

5. Implication du facteur MV-LAP dans la dérégulation des molécules de CMH 1

Tout d’abord, pour déterminer la localisation exacte de cette protéine, des travaux
ont été fait en construisant des protéines de fusions comprenant soient la protéine
MV-LAP avec en N-Terminal la protéine GFP, soient cette méme protéine tronquée.
Cette derniere possibilité permetira de déterminer le fragment d’attache de la
protéine dans la cellule.

Les fragments marqués ont été exprimés dans des cellules RK13, aprés les avoir
colorées grace a une teinture spécifigue du Réticulum Endoplasmique (RE). Les
cellules transfectées ont été examinées par immunofluorescence en utilisant un
microscope confocal.

Nous avons pu conclure que le facteur MV-LAP se localisait au niveau du
réticulum et s’accrochait a cette structure grace a la partie C-terminale, lieu de
présence des deux domaines transmembranaires.

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH), participe de fagon importante a
la réponse immunitaire vis a vis des agents infectieux. 1l concourt notamment a
lactivité cytotoxique des cellules CD8+. Les génes du CMH codent pour des
glycoprotéines de surfaces cellulaires qui vont s’associer avec des peptides
endogenes, dérivés de protéines intracellulaires (et dans une plus faible fréquence,
extracellulaire), pour les présenter, lorsqu’elles arrivent en surface, aux effecteurs du
systeme immunitaire.
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Figure 14 : MV-LAP dérégule I'expression des molécules de surface de classe | du

CMH.
Les cellules BGMK infectées avec le virus T1 (en pointillé) ou MV-ALAP (en gras), ou

non-infectées (trait simple), sont analysées en cytométrie de flux pour I'expression du

CMH1.
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Les génes du CMH sont divisés en deux familles majeures : les génes de classe |
et ll. Les molécules codées par les génes de classe | sont distribuées a la surface de
toutes les cellules mononuclées. Ces molécules sont des hétérodiméres composées
d’une chaine lourde (44kDa) et d’'une chaine légére (B2 microglobuline). Ces deux
parties s’assemblent dans le RE avec les fragments petidiques dégradés par les
protéases cytosoliques qui sont amenés dans le RE grace a un transporteur TAP
(Transporter Associated with Antigen Processing), lui méme codé par les génes de
classe Il. Apres la fixation du peptide, le tout est dirigé vers la surface cellulaire ou le
peptide est présenté aux lymphocytes cytotoxiques CD8+ (Guérin, 2001b).

L’infection de cellules BGMK avec le virus sauvage T1 entraine une diminution
trés significative des molécules du CMH 1 a la surface des cellules (figure 14), alors
que cette diminution n’est jamais observée avec le virus délété MV-ALAP. Il est a
noté que I'expression des molécules CD71 (récepteur de la transferrine) reste, quand
a elle, inchangée, ce qui démontre la spécificité du phénomeéne.

11I] Discussion

Nous avons caractérisé un nouveau facteur codé par le virus myxomateux (VM) ,
dans la partie proche de la Répétition Inversée Terminale (RIT) droite du génome,
riche en génes non-essentiels dont plusieurs sont déja caractérisés comme génes de
pathogénicité (Guérin, 2001b). Ce facteur, MV-LAP, comporte un « motif en doigt de
zinc» de type C4HC;. Ces facteurs LAP/PHD sont présents chez plusieurs
gammaherpesvirus et quelques poxvirus : virus du Fibrome de Shope, Swinepox et
Capripox. Le séquencage complet du virus myxomateux (VM), publié en 1999
(Cameron et al., 1999), a confirmé la présence de mv-lap sur le génome du VM,
méme si le géne correspondant, M 153R, apparaissait scindé en 2 cadres de lecture
ouverts ; il est clair aujourd’hui qu’il s’agissait d’'une erreur de séquencage de la
souche de référence Lausanne.

Au dela du motif C4HC3, tous les facteurs de type LAP/PHD présentent une
organisation trés conservée: 2 domaines transmembranaires et une région C-
terminale comportant un domaine conservé d'une trentaine de résidus, dont la
fonction est encore inconnue.
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Pour approcher la fonction de MV-LAP, nous avons exploité cette homologie avec
des protéines codées par des virus de la sous-famille des Gammaherpesvirinae. En
Mai et juin 2000, deux groupes américains ont montré que deux protéines a motif
LAP/PHD codées par le virus HHV-8 (associé au sarcome de Kaposi), K3 et K5,
jouaient un réle majeur dans la diminution de I'expression du CMH 1 a la surface des
cellules infectées (Coscoy et Ganem,2000 ; Ishido et al., 2000).

Une analyse en microscopie confocal a été réalisée: la transfection de cellules
par le plasmide MV-LAP-GFP (green fluorescent protein) a permis d’établir la
localisation réticulaire de la protéine MV-LAP, vraisemblablement associée a ses

deux domaines transmembranaires

L’analyse de séquence de MV-LAP et sa caractérisation biologique en
transfection permettait donc d’envisager un réle dans le pouvoir pathogéne du VM :
ce rble a été validé par I'analyse du mutant délété du géne mv-lap .

La construction du virus mutant MV-ALAP obéit a une stratégie classiquement
employée au laboratoire : recombinaison de la souche sauvage avec un plasmide de
transfection, comportant le géne cible délété et interrompu avec une cassette /acZ, et
sélection phénotypique de virus recombinants. Suite a l'inoculation du virus mutant
MV-ALAP, nous avons constaté un taux de survie de 60% a 21 jours post-infection
(p.i), @ comparer avec un taux de survie de 0% a 14 jours p.i lors d’'une infection par
la souche sauvage de référence T1. Les observations cliniques ont fait ressortir une
réduction de la distribution des myxomes secondaires lors de linfection par MV-
ALAP et surtout, une atténuation des surinfections respiratoires a partir de 8 jours p.i.

Nous pouvons mettre ces résultats en paralléle avec les travaux réalisés sur
d’autres facteurs de pathogénicité du VM caractérisés au laboratoire, Serp2 et
Serp3. L’inoculation du VM délété du géne serp2 aboutit & un taux de survie de 70%
(Petit et al., 1996), une absence de myxomes secondaires, une blépharoconjonctivite
certes importante mais des signes respiratoires nettement diminués. L'inoculation
par la souche virale Serp3- aboutit quant a elle a un taux de survie de 40%, une
absence de myxomes secondaires sur les plans cutanés et dans les nceuds
lymphatiques et un myxome primaire bien moins réactionnel (Guérin et al., 2001).

A T'histologie, la principale différence réside dans le déroulement du processus
inflammatoire au niveau du myxome primaire. Du 8™ au 12°™ jour post-infection,
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linfiliration par les cellules hétérophiles (correspondant aux neutrophiles chez le
lapin) est persistante chez les lapins infectés‘par la souche sauvage alors que la
réaction inflammatoire évolue plus rapidement vers une infiltration de cellules
mononucléées lors d’une infection par le virus mutant. En d’autres termes, la réaction
inflammatoire est « bloquée » en phase vasculaire suite a l'infection par le virus
sauvage (Messud-Petit ef al., 1998), alors qu’elle évolue « normalement » vers la
phase cellulaire (infiltration du myxome primaire par les lymphocytes et histiocytes)
lors de l'infection par le virus MV-ALAP.

Notons cependant que ces analyses histologiques ne peuvent pas expliquer les
différences de scores de survie, d’autant que I'on ne connait pas les événements
pathogéniques qui conduisent a la mort de l'animal infecté. Ainsi, au niveau
pulmonaire, on retrouve des Iésions modérées avec les deux virus. L'exploration de
'apoptose dans les noeuds lymphatiques montre que la délétion de MV-LAP
n’influence en rien 'apoptose lymphocytaire avec, dans les deux cas, un degré
d’apoptose non significatif.

Nos travaux en cytométrie de flux ont permis d’étudier I'expression des molécules
du CMH1 a la surface des cellules : l'infection de cellules BGMK avec les \)irus
sauvage T1 entraine une diminution significative des molécules du CMH1 a leur
surface. En revanche, le virus délété MV-ALAP ne provoque pas le méme
phénoméne. Nous avons donc pu mettre en évidence le fait que MV-LAP est
nécessaire pour la dérégulation du CMH 1 au cours de l'infection.

En bilan, MV-LAP est un facteur de pathogénicité, majeur dans ses effets et codé
dans un ilot de pathogénicité situé en partie terminale droite du génome du VM.

Ces travaux représentent a ce jour la seule démonstration in vivo de l'effet de
facteurs viraux de type LAP/PHD ; en effet, le virus HHV-8 n’est pas cultivable et ne
permet donc pas de construire un virus mutant : tous les travaux réalisés dans ce
modéle sont fondés sur des transfections de protéines de fusion et sont donc peu
représentatifs du contexte de I'infection, marqué par des interactions complexes de
facteurs viraux et cellulaires. En outre, ’homme, héte unique du HHV-8, se préte
difficilement a des travaux de pathologie expérimentale !
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Ces investigations ouvrent la voie & de nouveaux travaux de fond. Il reste a
établir le mécanisme qui sous-tend I’activafion de l'endocytose de marqueurs
cellulaires : il a été récemment montré chez le HHV-8 que K5 se comporte comme
une ligase de type E3, qui entraine l'accrochage de la molécule ubiquitine aux
chaines lourdes du CMH1 (Coscoy et al., 2001). Les molécules ainsi « marquées »
sont ensuite dérivées vers les compartiments de protéolyse, lysosome et/ou
protéasome, au lieu d’'étre recyciées. Des travaux en cours au laboratoire visent a
établir si MV-LAP, comme K5, est associée a 'ubiquitination des chaines lourdes du
CMH et a évaluer dans quelle mesure celle-ci rendrait compte de toute I'activité
biologique de MV-LAP. Il ne faut pas perdre de vue que d’autres molécules que le
CMH 1 peuvent étre dérégulées par I'action de MV-LAP comme les molécules FAS-
CD95 par exemple. De nouveaux travaux sont en cours afin de déterminer l'influence
exacte de MV-LAP sur ces I'évolution de ces molécules.

Dans une perspective plus finalisée, il faut se rappeler que les poxvirus sont des
vecteurs potentiels d’antigénes vaccinaux (Cox et al.,, 1992). Le virus myxomateux
est un candidat vecteur pour exprimer des antigénes a des fins de protections
vaccinales (Bertagnoli et al., 1996) ou en vue d’'une immunostérilisation comme il en
est question sur le continent australien (Hollande et Jackson, 1994 ; Tydale-Biscoe,
1994). On retrouve dans la catégorie vecteurs vaccinaux, les capripoxvirus utilisés
pour lutter contre la peste des petits ruminants (Romero et al., 1993) ou encore la
fievre catarrhale (Wade-Evans et al, 1996). Le swinepox fait aussi l'objet de
différentes recherches dans ce type de programme (Tripathy, 1999).

Dans tous les cas, la protection vaccinale repose sur la présentation des
antigénes par le CMH1 aux effecteurs cytotoxiques et aux cellules mémoires. Il est
donc aisé de comprendre qu'une protéine LAP peut étre un facteur limitant dans
I'efficacité d’'un vaccin recombinant.

La souche SG33, utilisée comme vecteur de la protéine VP60 du calicivirus de la
maladie hémorragique virale du lapin est LAP- (Bertagnoli et al., 1996). En est-il de
méme pour toutes les souches vaccinales ? Dans cet esprit, chez les poxvirus
potentiellement utilisables en temps que vecteurs vaccinaux, le caractere LAP-
pourrait sans doute étre le garant d’'une meilleure efficacité vaccinale (Guérin,
2001a).
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TITRE : IMPLICATION DE LA PROTEINE MV-LAP DANS LA PATHOGENICITE DU
VIRUS MYXOMATEUX

RESUME : Le virus myxomateux (VM) est un poxvirus a spectre d’'héte trés étroit,
agent de la myxomatose du lapin européen. Il code pour de nombreux facteurs de
pathogénicité, capables de moduler la réponse de 'héte. En particulier, il entraine la
diminution de I'expression de molécules de classe | du CMH a la surface des cellules
infectées, selon un mécanisme inconnu. Nous avons caractérisé un facteur codé par
le VM, de 206 amino-acides, comportant un domaine en doigt de zinc de type C4HCs.
Ce motif atypique, désigné LAP/ PHD (Leukemia-Associated-Protein / Plant
Homeodomain) a été identifi€ sur des protéines cellulaires ou codées par des
gammaherpesvirus et des poxvirus. Des fusions traductionnelles de ce facteur,
baptisé MV-LAP, avec la GFP (green fluorescent protein) suggérent un adressage de
la protéine dans le réticulum endoplasmique. Il a été récemment montré que K3 et
K5, homologues de MV-LAP codés par le virus HHV-8 associé au sarcome de
Kaposi, exacerbent 'endocytose des molécules de classe | du CMH.

Un virus mutant délété du géne mv-lap présente in vivo une pathogénicité trés
diminuée par rapport au virus sauvage. Nous avons pu constater une mortalité de
100% lors d’infection par le virus sauvage contre 40% avec le virus mutant. MV-LAP
est donc un facteur de pathogénicité du VM, qui joue un réle original pour un
poxvirus dans la diminution de la présentation de marqueurs de la cellule & son
environnement. ’

MOTS-CLES : LAPIN/ MYXOMATOSE/ POXVIRUS/ DOIGT DE ZINC/ CMH1

ENGLISH TITLE: INVOLVEMENT OF THE PROTEIN MV-LAP IN THE
PATHOBIOLOGY OF MYXOMA VIRUS

ABSTRACT : The Myxoma virus (MV) is a poxvirus with a limited host spectrum, and
a myxomatosis agent of the European rabbit. MV encodes for many factors of
pathogenicity involved in modulation of the host's response. It particularly reduces
the expression of the MHC 1 molecules at the surface of infected cells, by an
unknown mechanism. We characterised a new factor which is encoded by the MV,
with 206 amino-acids and composed of a zinc domain with a C4HC; pattern. This
_untypical concensus called LAP/PHD (Leukemia-Associated-Protein / Plant
Homeodomain) was identified on cellular proteins or by gammaherpesviruses and
poxviruses. Fusions of this factor named MV-LAP with GFP (green fluorescent
protein) suggest an addressing into the endoplasmic reticulum membranes. It was
recently discovered that K3 and K5 that are both homologous with MV-LAP and
encoded by HHV-8, increase the endocytosis of MHC 1molecules.

Deletion of mv-lap gene induces, in vivo, a real decrease of pathogenicity compared
to the wild type virus. We could notice a 100% mortality rate with the wild type virus
compared to a 40% rate with the mutant virus. MV-LAP is a major factor of

pathogenicity, playing an unusual role for a poxvirus in down-regulating cell's
markers involved in Immune Recognition.

KEY WORDS : RABBIT/ MYXOMATOSIS/ POXVIRUS/ ZINC FINGER/ MHC 1




	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

