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Epithélium intestinal et VIH

Parmi les affections associées au
syndrome d’immunodéficience acquise
(SIDA), les perturbations de la fonc-
tion intestinale sont relativement fré-
quentes : atrophie villositaire, défaut
d’absorption, cntérites, diarrhées [1, 2].
Paradoxalement, il est souvent impos-
sible de détecter, dans l’intestin des
patients, un agent infectieux pouvant
rendre compte de ces dysfonctionne-
ments. Cette situation a conduit cer-
tains auteurs a postuler que le virus de
I'immunodéficience  humaine (VIH)
lui-méme pouvait étre a 'origine de ce
syndrome entéropathique. Cette hypo-
thése s’est trouvée renforcée des lors
que la présence du virus dans certai-
nes cellules de I’épithélium intestinal a
pu étre démontrée par la technique
d’hybridation in situ des ARN
viraux [3]. Des études in wtro ont, par
ailleurs, montré la susceptibilité des cel-
lules épithéliales coliques, d’origine
normale ou tumorale, a I'infection par
le VIH [4, 5]. Parmi ces cellules, la
lignéc HT29 est un modele particulie-
rement attractif puisque sa différencia-
tion entérocytaire peut étre facilement
induite in witro, par exemple a la suite
d’unc carence en glucose [6].
L’infection des cellules HT29 par dif-
férents isolats du VIH a permis a Fan-
tini e al. [7] de classer les isolats viraux
en trois catégories :

(1) les virus qui n’infectent pas les cel-
lules HT?29 ;

(2) les virus qui infectent les cellules
HT29 mais qui ne se répliquent pas
spontanément dans ces cellules ;

(3) les virus capables d’infecter les cel-
lules HT29 et de s’y répliquer.

Les virus capables d’infecter les cellu-
les HT29 sans se répliquer (VIH-1
LAV ou VIH-2 ROD, par exemple)
ne modifient ni la croissance, ni la
morphologie de ces cellules. Le virus
peut rester intégré et non exprimé pen-
dant plusicurs mois. Aucun antigéne
viral n’est détecté, alors que I’ADN

msssmmm proviral est toujours présent dans le
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génome cellulaire, comme en témoigne
unc étude d’amplification par PCR
(polymerase chain reaction) [8]. Cependant,
aprés une co-culture avec des
lymphocytes T humains, le virus est
démasqué et on le détecte dans le
milieu de culture par mesure de Iacti-
vité transcriptase inverse.

Dans certains cas (notamment la sou-
che zairoise VIH-1 NDK, mais aussi
certains isolats VIH-2), le virus peut
se répliquer activement dans les cellu-
les HT29. Trois mois apres I'infection,
la majorité des cellules produisent le
virus (résultats d’une étude d’hybrida-
tion :n situ des ARN viraux) et expri-
ment des antigénes viraux (immuno-
fluorescence). La croissance des cellu-
les n’est pas modifiée mais une étude
ultrastructurale par microscopie €électro-
nique de transmission a montré que
ces cellules ont un appareil de Golgi
hypertrophié qui fabrique de nombreux
grains de sécrétion. Sous I’effet conju-
gué de deux sécrétagogues (le peptide
vasoactif intestinal et le carbachol), un
certain nombre de protéines sont alors
libérées dans le milieu de culture [7].
Par ailleurs, une sous-population de
cellules différenciées produisant le VIH
a pu étre sélectionnée en carence de
glucose [8]. Morphologiquement, ces
cellules sont caractéristes par une accu-
mulation de vésicules présentant des
microvillosités irrégulitres, ce qui sug-
gere un processus de différenciation
abortif de la membrane apicale. Néan-
moins, clles forment sur support per-
mcéable un épithélium étanche, ce qui
a permis d’étudier la polarité de la
réplication du virus. Les résultats obte-
nus montrent que 75 % du virus est
produit au pdle basal, tandis que 25 %
'est au pole apical. Il est probable que
cette répartition inhabituelle (la produc-
tion virale est en général restreinte a
un seul pole de la cellule) reflete ’ano-
malic de différenciation induite par le

VIH.
La méme technique de culture dans

des chambres a fond perméable a per-
mis d’étudier la polarité de I'infection
des cellules HT29 (en l'occurrence le
clone HT29-D4) par le VIH [9]. 1I
ressort que le virus est capable d’infec-
ter les deux poles (c’est-a-dire la bor-
dure en brosse apicale et la membrane
basolatérale) de la cellule HT29-D4.
Dans les deux cas, le virus s’intégre au
génome cellulaire et peut ou non (selon
I'isolat) se répliquer spontanément dans
cette cellule.

Bien que les cellules HT29 possedent
un antigéne membranaire immunolo-
giquement reli¢ a la molécule CD4 [9,
10], Pinfection de ces cellules n’est
inhibée par aucun anticorps anti-CD4,
ce qui suggere un mécanisme d’entrée
indépendant du CD4 comme C’est le
cas dans les cellules nerveuses. L’iden-
tification du récepteur du VIH au
niveau des cellules intestinales permet-
tra sans doute de mieux comprendre
le tropisme de certains isolats viraux
pour ces cellules.

Le role exact joué par I’épithélium de
la muqueuse intestinale au cours de la
transmission horizontale du VIH est
loin d’étre compris. A la lumiere des
travaux réalisés in wtro sur le modele
que constitue la cellule HT29, il est
probable que certains virus « entérotro-
piques » aient la faculté d’infecter les
cellules épithéliales intestinales a par-
tir de la lumiére intestinale (par exem-
ple au cours de rapports sexuels par
vole anale) ou bien a partir des
lymphocytes, macrophages voire éosi-
nophiles infectés présents dans la
muqueuse intestinale. La cellule épithé-
liale infectée serait alors capable de
répliquer le virus spontanément ou
apres stimulation par un lymphocyte
T. La réplication du virus pourrait
entrainer des perturbations des fonc-
tions de sécrétion et de différenciation
des cellules, a I’origine d’un syndrome
diarrhéique associé & une diminution
des capacités d’absorption. Enfin, la
réplication bi-directionnelle du virus
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pourrait assurer la persistance de
I'infection de I’épithélium en dépit de
son taux de renouvellement extréme-
ment rapide (de I'ordre de quelques
jours). La récente caractérisation du
VIH dans des biopsics intestinales de
patients infectés [11] s’accorde bien
avec cette hypothese.
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HEE Arthrites provoquées par
Pexpression de TNF (tumor necrosis
Jactor) dans les articulations de sou-
ris transgéniques. Apres avoir démon-
tré que linjection d’un fragment de
3,6 kb du géne TNF humain, norma-
lement exprimé dans les macrophages
au cours des processus inflammatoires,
conduisait a un contréle normal de
P’expression du transgéne et n’entral-
nait 1’apparition d’aucun phénotype
particulier, J. Keffer et al. de I'Institut
Pasteur Hellénique (Athénes, Grece)
ont introduit par transgéneése une
forme modifiée dans sa partie 3’ ter-
minale, du geéne TNF [1]. Comme
c’était le cas pour le géne non modi-
fié, une faible expression fut observée
dans un grand nombre de tissus, dont
les articulations. En revanche, les régu-
lations transcriptionnelle et/ou post-
transcriptionnelle du TNF par les lipo-
polysaccharides étaient perdues, suggé-
rant qu’elles nécessitent la présence des
séquences 3’ du gene. Cette dérégula-
tion de l’expression est corrélée a
I’apparition d’arthrites chez 100 % des
animaux d’une lignée de souris trans-
géniques. Le traitement de ces souris
par un anticorps anti-TNF prévient
complétement I’apparition des arthrites
prouvant l'intervention direct du TNF
dans I’apparition de cette symptoma-
tologie. Les auteurs démontrent ainsi
qu'une expression de cette cytokine,
quelle qu’en soit la cause, peut entrai-
ner I’apparition d’arthrites et fournit
un modele permettant de tester I'effi-
cacité thérapeutique d’inhibiteurs spé-
cifiques du TNF. Rappelons qu’un
autre modele murin d’arthrite fut
obtenu chez des souris exprimant un
transgene codant pour Tax, Rex et
Env du virus HTLV-1 [2], et que
Pexpression de la molécule HLA-B27,
asymptomatique chez la souris, provo-
que D’apparition de spondylarthrite
ankylosante chez le rat transgénique
(m/s n°2, vol. 7, p. 188).

[1. Keffer J, et al. EMBO J 1991 ; 10 :
4025-31.]

[2. Iwakura Y, e al Scence 1991 ;
253 : 1026-8.]

BEE Réponse immune et hépatite
chez des rats aprés transfert in vivo
d’ADN du virus de I’hépatite B. Plu-
sieurs types de systémes permettant un
transfert d’ADN dans le foie ont été
décrits. L’'un d’entre eux comporte la
fabrication "de liposomes contenant
PADN et une protéine non histone,
HMG!1 (kigh mobility group proteins 1) ; la
fusion de ces liposomes avec les cellu-
les, et donc le transfert de I’ADN, est
facilit¢ par une incubation, avant
I'injection, en présence de virus de
Sendai inactivé. Le role de la protéine
HMG est de faciliter la migration
intranucléaire de 'ADN transféré dans
la cellule et, par conséquent, d’amé-
liorer I'expression du ou des genes
qu’il contient. Une équipe japonaise
d’Osaka (Japon) [1] a transféré par ce
moyen un plasmide d’expression com-
mandant la synthése des grandes pro-
téines d’enveloppe du virus de I’hépa-
tite B (VHB) : ce vecteur contient en
effet les séquences codant pour I’anti-
géne HBs et les régions pré-Sl1 et pré-
S2. Apres plusieurs injections, 1’expres-
sion de ces protéines d’enveloppe dans
les hépatocytes de jeunes rats adultes
provoque I’apparition d’anticorps anti-
HBs corrélé a la disparition de I’HBs
humain circulant observé au cours de
la premiére semaine suivant le trans-
fert ’ADN. Le foie de ces animaux
ayant des anticorps anti-HBs est le
sitge d’altérations hépatocytaires et
d’infiltrats inflammatoires évoquant une
réaction immune de type hépatitique.
Ces résultats confirment qu’une réac-
tion immune anti-HBs peut, a elle
seule, entrainer une hépatite, comme
Pavait suggéré antérieurement des
expériences utilisant des souris trans-
géniques (m/s n°6, wol. 6, p. 590).
[1. Kato K, e al. J Biol Chem 1991 ;
266 : 2071-4.]
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EEn Etiologie de. la maladie
d’Alzheimer : les pelotons neuro-
fibrillaires semblent un phénoméne
secondaire a ’apparition des pla-
ques amyloides. Nous terminions
une nouvelle récente, consacrée aux
modeles de maladie d’Alzheimer chez
des souris transgéniques, en indi-
quant que I’évolution des Ilésions
anatomo-pathologiques, des désordres
neurobiologiques et de la symptoma-
tologie devrait permettre de préciser
le réle de la substance B-amyloide et
la pertinence des mécanismes propo-
sés de production des dépdts amyloi-
des. Il sera ainsi possible de détermi-
ner si, tardivement dans 1’évolution
de ces modeles, des pelotons neuro-
fibrillaires apparaissent, ou alors si
cette lésion procéde de phénomeénes
complétement différents de I’accumu-
lation de substances amyloides. La
réponse a la question posée vient
maintenant d’étre apportée par une
équipe américano-japonaise de New
York, Baltimore (MD) et Tokyo [1].
Ces auteurs ont créé des souris trans-
géniques exprimant la partie carboxy-
terminale de la protéine APP (amyloid
precursor protein), incluant le peptide B3-
amyloide, la région transmembranaire
et ’extrémité carboxy-terminale intra-
cytoplasmique. Ce fragment de la
protéine APP a été démontré en 1989
étre neurotoxique pour des cellules en
culture [2]. La transcription du trans-
géne est commandée par les séquen-
ces régulatrices du géne 7hy-I, un
marqueur des neurones et des cellu-
les lymphocytaires T. A 1’4ge de
4 mois, les souris transgéniques ont
un dépot extracellulaire de substance
amyloide, principalement au niveau
de I’hippocampe. Au 8¢ mois, une
lignée exprimant le transgéne a un
niveau particulierement élevé présente
des anomalies neuro-anatomopatholo-
giques trés nettes : outre les plaques
de substances amyloides, des pelotons
neuro-fibrillaires et une dystrophie
neuritique sont bien détectables dans
I’hippocampe, le complexe amygda-
loide et le néocortex. Ces lésions sont
associées a4 une importante perte neu-
ronale, qui peut atteindre 40 % des
cellules dans. certaines régions. La

caractérisation du matériel déposé au
niveau des plaques amyloides n’est
que partielle mais semble en faveur
de la seule présence du peptide (-
amyloide, comme dans les plaques
caractéristiques de la maladie d’Alz-
heimer. S’il en est bien ainsi, ces
résultats seraient fondamentaux en ce
qu’ils démontreraient que la seule
expression anormale dans les neuro-
nes de la protéine APP, ou plutét ici
de sa partie carboxyterminale, suffit
a entrainer le dépdt de plaques amy-
loides constituées du peptide -
amyloide, puis des pelotons neuro-
fibrillaires associés a des anomalies
des neurites et a2 une mort cellulaire.
Ces animaux seront des modeles d’un
considérable intérét pour tester tou-
tes les conditions destinées a retarder
’apparition des lésions neuro-ana-

tomopathologiques.
[1. Kawabatas, et al. Nature 1991 ;
354 : 476-8.]

[2. Yankner BA, et al. Science 1989 ;
245 : 417-20.]

HEE La protéine CFTR de 1la
mucoviscidose : un canal a chlore
nécessitant une activation par
PAMP cyclique et une utilisation
d’ATP. On sait maintenant que la
protéine CFTR (cystic fibrosis transmem-
brane conductance regulator) est un canal
a chlore phosphorylable sous ’action
d’une protéine kinase stimulée par
PAMP cyclique (m/s 2°8, wol. 7,
p. 872 et 87%4). L’équipe de
M. ]J. Welsh (Iowa City, lowa, USA),
en collaboration avec la firme privée
Genzyme (Framingham, Massachu-
setts, USA) démontre maintenant que
I’ouverture du canal a chlore phos-
phorylé aprés l’action de I’AMP
cyclique exige également la présence
de concentrations physiologiques
d’ATP, et que celui-ci est. trés pro-
bablement hydrolysé parallelement a
I’activation du canal. Le mouvement
de chlore se faisant dans le sens du
gradient de concentration, cette
hydrolyse de I'ATP pourrait étre
expliquée par le fait que la conforma-

tion ouverte du canal est thermo-
dynamiquement défavorisée et que
son maintien exige par conséquent de
I’énergie [1]. Ce nouveau résultat
explique aisément pourquoi les muta-
tions accompagnées de mucoviscidose
intéressent trés majoritairement les
domaines NBD (nucleotide binding
domains) ([2] et mini-synthése de
P. Barbry, p. 160 de ce numéro).

[1. Anderson MP, et al. Cell 1991 ;
67 : 775-84.]

[2. Goossens M, et al. médecine/scien-
ces 1991 ; 7 : 1048-51.]

HEE Localisation d’un syndrome
de retard mental 1ié a I’X différent
du locus habituel. Les syndromes de-
retard mental liés a I’X ne dérivent
pas tous de [D’atteinte du locus
FRAXA décrit récemment dans m/s
(n° 4, vol. 7, p. 378). La moitié envi-
ron ont d’autres origines [1]. L’une
d’elles vient d’étre précisée par une
équipe de Houston (TX, USA) et
Bethesda (MD, USA) [2]. Elle a étu-
dié une famille d’origine néerlan-
daise, comptant parmi ses
26 membres neuf hommes atteints et
cinq porteuses obligatoires. Les
symptdmes comportaient, outre le
retard mental, des troubles du tonus,
une hypoplasie cérébelleuse et des
altérations neurodégénératives - des
ganglions de la base. Une méthode
nouvelle a été employée, utilisant des
répétitions courtes (de deux a quatre
nucléotides) en tandem a nombre trés
variable, ce qui entraine un polymor-
phisme considérable (short tandem
repeats, STR). I.e géne responsable a
pu étre localisé en Xq26. Comme
aucun recombinant n’a observé
entre le locus de la maladie et un
marqueur STR situé a 'intérieur du
locus HPRT, les deux loci, retard
mental et hypokanthine phosphori-
bosyltransférase se confondent en
I’état actuel du travail.
[1. Arena JF, Lubs HA. Am J Med
Genet 1991 ; 38 : 190-9.]

[2. Huang THM, et al Am J Hum
Genet 1991 ; 49 : 1312-9.]
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