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Cinétique d’infection des cellules épithéliales porcines PK15 par le virus de la maladie
d’Aujeszky : étude conjointe de |’expression des génes viraux et cellulaires

Le virus de la maladie d’Aujeszky ou virus de la Pseudorage (PrV) est un pathogéne bien connu du porc mais les méca-
nismes moléculaires impliqués dans la physiopathologie de I'infection ne sont qu’imparfaitement caractérisés. Pour
mieux comprendre les interactions cellule hote-PrV et pour identifier les génes cellulaires induits et réprimés durant I'in-
fection virale, nous avons analysé simultanément les modifications du transcriptome viral et du transcriptome cellulaire
durant une étude cinétique. Comme le PrV posséde in vivo un fort tropisme pour les cellules épithéliales muqueuses,
nous avons choisi d’étudier in vitro I'infection des cellules épithéliales porcines PK15 par ce virus. Les cellules ont été
collectées et I'ARN extrait juste apreés Iinfection et puis 1, 2, 4, 8, 12 heures aprés |'infection. Quatre réplicats de cette
cinétique ont été analysés. Deux puces & ADN porcines ont été hybridées. La premiére puce, construite au laboratoire
contient 1856 cDNA comprenant 530 sondes couvrant la région SLA (Swine Leucocyte Antigen), 80 génes codant pour
des molécules de la réponse immunitaire et 80 amplicons viraux. La seconde puce (Qiagen-NRSP8) est une puce com-
prenant 13297 oligonucléotides. Nous avons suivi durant I'infection I'expression des génes cellulaires en relation avec
I'augmentation de I'expression des génes viraux. Plusieurs génes cellulaires sont différentiellement exprimés au cours
de l'infection cellulaire et leur nombre augmente au cours du temps. Parmi ces génes, certains sont impliqués dans la
réponse immunitaire et dans I'apoptose. Parmi les génes présents sur la puce SLA, un grand nombre de génes différen-
tiellement exprimés, situés dans la région SLA sont réprimés au cours de |'infection par le PrV.

Time-course infection of porcine epithelial PK15 cells with the Aujeszky’s disease virus :
joint study of viral and cellular gene expression.

The Aujeszky’s disease virus or Pseudorabies virus (PrV) is a well-studied pig pathogen but the molecular mechanisms
involved in physiopathology of infection are not well characterized. In order to better understand the PrV-cell interactions
and to identify cellular genes which are induced or repressed during viral infection, our aim was to simultaneously ana-
lyse modifications of cellular and viral transcriptomes during time-course infection. As PrV shows a strong tropism for
epithelial cells in vivo, we chose to study the in vitro infection of PK15 cells with this virus. Cells were collected for RNA
extraction just after infection and 1, 2, 3, 4, 8 and 12 h post-infection or after mock-infection. Four kinetics replicates
were analysed. Two porcine DNA chips were hybridized. One array corresponded to a laboratory-designed cDNA
chip comprising 1856 probes including 530 probes targeting the Swine Leucocyte Antigen (SLA) complex region that
contains many genes with immune functions, 80 immune genes located outside the SLA complex and 80 PrV amplicons.
The second array referred to as Qiagen-NRSP8 is an oligo chip comprising 13297 probes. During the infection, we
followed the cellular gene expression related to the increase of the viral gene expression. Several genes were found dif-
ferentially expressed during infection and their number increases during time course experiment. Some of these genes
are involved in the host immune response against pathogens and in the apoptosis pathway. Most differentially expressed
genes located in the SLA region are down-regulated during PrV infection.




INTRODUCTION

La connaissance des génes cellulaires et viraux, induits
ou réprimés au cours de l'infection virale, est primordiale
pour mieux comprendre la physiopathologie de I'infection
et identifier les molécules impliquées dans les mécanismes
de résistance de I'héte. Le virus de la maladie d’Aujeszky
ou virus de la pseudorage (PrV pour Pseudorabies virus)
est un pathogéne bien connu du porc mais les mécanismes
impliqués dans la physiopathologie de I'infection ne sont
encore qu’imparfaitement caractérisés. Linfection par le
PrV est principalement responsable chez le porc adulte
d’une atteinte respiratoire et d’avortements associés & une
mortalité faible. En revanche, chez le porcelet nouveau-
né, I'infection est généralisée, avec une atteinte nerveuse
et une mortalité élevée (Thiry, 2004). Le PrV est un virus
& génome ADN comprenant environ 70 génes, codant
pour des protéines structurales et non structurales dont
I’expression est coordonnée au cours du cycle viral lytique.
Ce virus, souvent utilisé comme modéle d’alphaherpesvirus
car facilement cultivable en laboratoire, et dont le génome
est entiérement séquencé, apparait comme un modéle per-
tinent pour suivre in vitro |'infection virale.

L'étude des profils d’expression des génes des cellules
hotes et des pathogénes a pris une ampleur considéra-
ble ces derniéres années (Jansen et Yu, 2005 ; Jenner
et Young, 2005) et les puces & ADN représentent des
outils de choix pour étudier les niveaux d’expression de
ces génes. Plusieurs analyses du transcriptome cellulaire
ont été effectuées sur des modeles d’infection cellulaire
par le PrV : sur des fibroblastes embryonnaires de rat et
avec des puces rat (Ray et Enquist, 2004 ; Bruckman et
Enquist, 2006) ou sur une lignée rénale embryonnaire
humaine (HEK 293) avec des puces humaines (Blanchard
et al., 2006). Ces études n’ont pas analysé |'expression
des génes viraux et aucune analyse du transcriptome
n'a encore été réalisée sur des cellules porcines infec-
tées par le PrV. Pour mieux comprendre les interactions
PrV-cellule porcine, nous avons analysé simultanément
les modifications des transcriptomes cellulaire et viral au
cours du temps. Comme le PrV posséde chez le porc un
fort tropisme pour les cellules épithéliales de la muqueuse
respiratoire, nous avons suivi in vitro la cinétique d'in-
fection de la lignée cellulaire épithéliale porcine PK15
aprés O, 1, 2, 4, 8 et 12 heures d'infection par le virus.
Deux puces & ADN porcines ont été utilisées pour suivre
I'expression des génes viraux et identifier les génes cellu-
laires induits ou réprimés au cours de I'infection virale :
la puce SLA (Swine Leucocyte Antigen), réseau dédié
ciblant la région SLA et contenant tous les génes du virus
PrV (Flori et al., 2006) et la puce commerciale Qiagen-
NRSP8, un réseau générique (Zhao et al., 2005).

Uoriginalité de I"approche développée ici réside d’une
part dans I'utilisation de puces permettant de suivre simul-
tanément les niveaux d’expression des deux génomes, et
d’autre part dans I'utilisation conjointe d’une puce géné-
rique incompléte et d’une puce dédiée (SLA) contenant la
majorité des génes d’une région chromosomique, dont
60 % sont impliqués dans la réponse immunitaire.
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1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Cellules, virus et protocole d’infection

Les cellules épithéliales rénales porcines PK15 ont été culti-
vées in vitro dans un milieu synthétique sans sérum (milieu
H-MSM, L'Haridon et al., en préparation). Elles ont été
infectées par la souche NIA-3 du virus PrV a forte multiplicité
d'infection (20 unités formant plage par cellule) ou incubées
en présence de milieu d’inoculation dépourvu de virus
(mock-infection). Le virus a été titré dans le milieu de culture
par dilutions limites & différents temps suivant I'infection
(0, 8, 12, 24, 36 et 50 heures).

Les cellules ont été prélevées au temps O (juste aprés I'in-
fection ou la mock-infection) puis 1, 2, 4, 8 et 12 heures
aprés 'infection pour I'extraction des ARN. Quatre réplicats
d’infection et de mock-infection ont été réalisés pour chaque
temps de prélévement.

1.2. Extraction des ARN

Les ARN ont été extraits par la méthode trizol-chloroforme
(Invitrogen), repris dans 40 pl d’eau DEPC et quantifiés
(Nanodrop, Nyxor Biotech). Leur qualité a été vérifiée sur le
Bioanalyzer Agilent (Agilent Technologies France). Les ARN
ont ensuite été dilués & une concentration de 1pg/pl et stoc-
kés & -80°C.

1.3. Hybridations des puces a ADN
1.3.1. Puces a ADN utilisées

La puce SLA, déposée sur lame de verre, a été construite au
laboratoire (Flori et al., 2006). Il s'agit d'un réseau dédié
contenant & la fois des sondes porcines et des sondes virales
(produits de PCR ou amplicons). En plus du millier de génes
nécessaires & la normalisation, on dénombre 530 sondes
spécifiques de la région SLA (représentant 80 % des génes
de cette région), 80 sondes provenant de génes codant
pour des facteurs impliqués dans la réponse immunitaire
et 80 amplicons du virus PrV correspondant aux 70 génes
viraux. Le réseau est déposé en double sur chaque lame
de verre. La seconde puce utilisée est une puce pan-géno-
mique porcine déposée sur lame de verre (Qiagen-NRSP8)
contenant 13297 oligonucléotides (70 mers) spécifiques de
8541 génes porcins (Zhao et al., 2005).

1.3.2. Marquage des cibles et hybridations

Les cibles ont été marquées par rétrotranscription de 5 pg
d’ARN total avec incorporation de dCTP couplés & Cy3 ou
Cy5 (réactifs utilisés : Pronto kit, Corning et Amersham,
Biosciences). Chaque ARN a été marqué par Cy3 et par
Cy5. Les cibles ainsi marquées ont ensuite été quantifiées
(Nanodrop, Nyxor Biotech), évaporées et reprises dans le
tampon d’hybridation (Kit Pronto, Corning) & une concen-
tration de 2 pmoles/pl. Des ARN contréles du commerce
(Lucidea Universal Scorecard, Amersham Biosciences), s'hy-
bridant avec des témoins présents sur la puce SLA, ont été
marqués en méme temps que les cibles.



Les lames ont été préhybridées (Kit Pronto, Corning) puis
hybridées avec respectivement 20 pmoles de chaque cible
marquée en Cy3 et Cy5 pour les lames SLA et 40 pmoles
pour les lames Qiagen-NRSP8. Aprés une hybridation de
16h & 42°C, les lames ont ensuite été rincées selon le pro-
tocole du fournisseur (Kit Pronto, Corning) puis séchées par
centrifugation (1500 rpm pendant 3 minutes).

1.3.3. Hybridations et schéma expérimental

Le schéma d’hybridation a été choisi pour minimiser le nom-
bre de lames a utiliser et pour tester par analyse de variance
(ANOVA) l'influence de certains facteurs sur les résultats
(temps, infection, réplicats, lames, boucle, marquage). |l
s'agit d’'un plan en boucle comprenant 2 boucles indépen-
dantes composées respectivement des réplicats 1 et 2 et des
réplicats 3 et 4. Les temps 0, 1, 2, 4, 8, 12 heures aprés
infection ont été hybridés sur les lames SLA et les temps
1, 2, 4, 8 heures aprés infection sur les lames Qiagen-
NRSP8. Douze lames SLA et 32 lames Qiagen-NRSP8 ont
été utilisées dans cette expérience.

1.3.4. Conditions de lecture et de quantification

Les lames SLA ont été lues sur le scanner Scanarray (Perkin
Elmer) et les lames Qiagen-NRSP8 sur le scanner Chipreader
(Virtek). Les signaux ont été quantifiés & I'aide du logiciel
Imagene (Biodiscovery) & partir des images obtenues.

1.4. Traitement des données
1.4.1. Normalisation des données brutes

Les données brutes ont été filtrées pour éliminer les spots
vides et les spots éliminés manuellement lors de la quantifica-
tion. Ces données ont ensuite été normalisées par LOEWESS
(f=0,33, outil de BASE, Sigenae), transformées en log10 ou
log2 et centrées-réduites par condition. Pour étudier la ciné-
tique d’expression des génes, les données ont également été
centrées-réduites par géne.

1.4.2. Analyses statistiques des données normalisées

La répétabilité entre les réplicats a été vérifiée pour chaque
temps par ANOVA (logiciel TMeV, TIGR). Les génes diffé-
rentiellement exprimés entre les cellules infectées et mock-
infectées ainsi que les geénes différentiellement exprimés
au cours du temps ont été identifiés par ANOVA (logiciel
GeneANOVA), tests-t (logiciel TMeV, TIGR) et tests SAM
(Significance Analysis of Microarray, logiciel TMeV, TIGR).
Plusieurs facteurs ont été pris en compte dans 'ANOVA :
I'état d'infection (infection ou mock-infection, n=2), le temps
post-infection (6 temps pour les lames SLA et 4 temps pour
les lames Qiagen-NRSP8), les réplicats (n=4), les boucles
(n=2), le protocole de marquage (Cy3 ou Cy5, n=2) et, dans
le cas des puces SLA la lame (n=12). Nous avons utilisé le
test-t pour comparer les niveaux d’expression des génes
entre les cellules infectées et mock-infectées pour chaque
temps et entre les temps pour les cellules infectées. Le taux de
faux positifs (FDR, False Discovery Rate) a été calculé apres
I’ANOVA et les tests-t (logiciel R).
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Une analyse par classification hiérarchique a également
été employée pour analyser les génes viraux et les génes
cellulaires différentiellement exprimés au cours du temps ou
en fonction de l'infection (distance euclidienne, lien com-
plet, logiciel TMeV, TIGR). La méthode des «k-means» a été
utilisée pour identifier des groupes de génes cellulaires pos-
sédant une cinétique d’expression similaire dans les cellules
infectées (logiciel TMeV, TIGR). Le nombre optimal de grou-
pes a été déterminé par la méthode «Figure of Merit» (FOM,
logiciel TMeV, TIGR).

Les annotations de «Gene Ontology» (GO) des geénes cellu-
laires différentiellement exprimés ont été obtenues & I'aide
du logiciel Fatigo (http://fatigo.bioinfo.cipf.es/).

2. RESULTATS ET DISCUSSION
2.1. Reproductibilité

Les résultats de ’ANOVA ne montrent pas de différences
significatives entre les différents réplicats pour la cinétique
d'infection ou la mock-infection. Les résultats obtenus entre
les différents réplicats sont donc bien reproductibles.

2.2. Etude de I’expression des génes viraux

Durant les 12 premiéres heures suivant |'infection par le PrV,
la production de particules virales infectieuses dans les cellu-
les PK15 augmente de maniére exponentielle et la phase de
plateau nest pas encore atteinte, confirmant que la fenétre
de temps choisie est adaptée & I'étude des modifications du
transcriptome viral et du transcriptome cellulaire.

Comme attendu, I'expression des génes viraux est détectée
uniquement dans les cellules infectées et elle évolue au cours
du temps. La classification hiérarchique des niveaux d’ex-
pression des transcrits viraux montre que |'expression de la
plupart des génes est détectée entre 2 et 4 h apres I'infection
et que tous les génes sont exprimés 8 heures et 12 heures
apreés l'infection. Il est cependant difficile de raisonner sur
le niveau d’expression de certains génes viraux. En effet, de
nombreux amplicons viraux présents sur la puce sont com-
plémentaires de plusieurs transcrits. La présence de transcrits
emboités chez le virus explique qu’un méme transcrit peut
ainsi s’hybrider & plusieurs amplicons (Figure 1). Nous
pouvons cependant parler d’expression d’un géne quand
un amplicon ne s’hybride qu’avec un seul transcrit viral
(cf. amplicons soulignés Figure 2).

Par la méthode des «k-means», nous identifions 3 groupes
d’amplicons reconnaissant des transcrits ayant une cinétique
d’expression similaire au cours du temps (Figure 2). Le pre-
mier groupe commence & s'exprimer 4 heures apres 'infec-
tion et le niveau d’expression des génes est significativement
augmenté 8 heures aprés l'infection. Le niveau d’expression
diminue légérement 12 heures aprés |'infection. Le deuxiéme
groupe posséde une cinétique semblable au premier mais
le niveau d’expression est maintenu 12 heures aprés I'in-
fection. Dans les deux groupes se classent non seulement
plusieurs amplicons s’hybridant sur des transcrits codant
pour des protéines de capside (UL18, UL35, UL19, UL25,



UL26 ) et d’enveloppe (UL10, UL11, UL20, UL34) ainsi que
d’autres transcrits dits tardifs (UL6, UI31) mais aussi des
amplicons des génes viraux dits trés précoces comme |EP1
et [EP2 s’hybridant sur le transcrit codant pour IE180, un
puissant transactivateur des génes dits précoces du virus
ainsi que des amplicons reconnaissant des génes impliqués
dans la réplication du virus (UL5, UL29, UL30, UL42, UL52,
UL92). Les transcrits du troisiéme groupe, plus hétérogene,
sont détectés & un faible niveau au tout début du cycle
viral, avant toute expression du génome viral. Bien que cela
mérite confirmation, il est possible que ces transcrits soient
présents dans les particules virales et libérés dans la cellule
au moment de leur entrée, phénoméne décrit pour certains
herpesvirus (Bresnahan et Shenk, 2000). L'expression de
ces génes diminue ensuite pour augmenter plus tardivement
entre 4 et 8 heures aprés I'infection. Ce groupe contient des
amplicons s’hybridant avec des transcrits codant pour des
protéines de la capside (UL38), de I'enveloppe (UL3) ainsi
que des transcrits considérés comme plus précoces (UL54).
Il est possible que les transcrits de ces génes exprimés trés
tardivement soient maintenus en faible quantité dans les nou-
veaux virions.

amplicons
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| | | | |
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uL52

transcrits

Figure 1 - Exemple d’amplicons viraux déposés sur la puce
SLA et de transcrits du virus PrV
Les amplicons sont représentés en gris sur le génome viral

Nous n’observons pas de différence nette de cinétique entre
les génes dits précoces et tardifs. En effet, dans la plupart
des cellules, les transcrits d’IE180, le transactivateur des
génes dits précoces, sont observés entre 40 minutes et Th
aprés I'infection et les transcrits dits précoces sont détectés
Th apres I'infection. Cependant, le nombre maximal de
transcrits dits précoces est observé 3-4 heures apres I'in-
fection pour certains ou plus tard, entre 4 et 9 heures, pour
les autres (Pomeranz et al., 2005). Les transcrits dits tardifs
quant & eux sont présents dés 2,5 heures mais leur niveau
d’expression maximale est atteint plus tard. De plus, nous ne
détectons la présence des transcrits qu’a partir d’un certain
seuil, ce qui nous empéche de mettre en évidence les diffé-
rences de cinétique entre les transcrits trés précoces, préco-
ces et tardifs.

2.3. Etude de I’expression des genes cellulaires
Aprés filtration des données, 1776 et 7042 spots ont été res-
pectivement analysés pour la puce SLA et la puce Qiagen-

NRSP8.

Les résultats d’ANOVA globale montrent que I'infection et le
temps ont un effet trés significatif sur les niveaux d’expres-
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Les amplicons reconnus par un seul transcrit sont soulignés

La moyenne des 4 réplicats d'infection et la moyenne de tous les
réplicats de mock-infection sont représentées pour chaque temps.
MI : mock-infecté | : infecté

10, T1, T2, T4, T8, T12 : temps apres I'infection (en heures)

Figure 2 - Groupe de génes présentant des cinétiques
d’expression similaires (méthode des « k-means »)

sion des genes cellulaires (p<10%). LANOVA locale a per-
mis d’identifier des génes différentiellement exprimés entre
les cellules infectées et mock-infectées, tous temps confon-
dus. Parmi ces génes, 65 génes de la puce SLA sont des
génes situés dans la région SLA ou codent pour des facteurs
de la réponse immunitaire hors SLA (FDR<0,01). Quatre-
vingt onze génes proviennent de la puce Qiagen-NRSP8
(FDR<0,01). L'analyse SAM a permis de mettre en évidence
24 génes situés dans la région SLA, un géne codant pour
une molécule immunologique hors SLA et 116 génes prove-
nant de la puce Qiagen-NRSP8 (FDR<103).

L ANOVA locale permet également de mettre en évidence les
geénes dont I'expression varie au cours du temps, parmi les-
quels 178 génes de la puce SLA (dont 152 génes situés dans
la région SLA et 26 codant pour des facteurs de la réponse
immunitaire hors SLA) et 89 génes de la puce Qiagen-
NRSP8 (FDR<0,01). Lanalyse SAM et les tests t comparant
les cellules infectées et mock-infectées pour chaque temps
montrent une augmentation du nombre de génes diffé-
rentiellement exprimés en fonction de I'état d'infection des
cellules au cours du temps. Les premiers différentiels d’ex-
pression significatifs sont détectés une heure aprés I'infection
(test t ; p<0,0001), (Figure 3). Ce nombre augmente surfout
8 heures apres I'infection pour les deux puces, ce qui corres-
pond & I'expression maximale des génes viraux. Si I'on s'in-
téresse au sens du différentiel sur ces deux puces, les génes
de la région SLA sont plutét réprimés & partir de 2 heures
aprés l'infection alors que les génes de la puce Qiagen-



NRSP8 sont plutét induits dés 2 heures aprés I'infection puis
induits et réprimés en proportions égales 8 heures apreés I'in-
fection. Il est classiquement décrit que le virus réprime préco-
cement et tardivement les génes cellulaires de I'héte. La dif-
férence observée entre les deux puces & ADN laisse penser
que le virus réprimerait plus spécifiquement les génes SLA et
ceux codant pour les facteurs de la réponse immunitaire.

Génes de la puce générique Qiagen-NRSP8
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Figure 3 - Nombre de génes différentiellement exprimés en
fonction du temps (t-test, p<0,0001, erreur type)
sur la puce SLA (génes situés dans la région SLA et génes
codant pour des facteurs de la Rl hors SLA)
et la puce générique Qiagen-NRSP8

Les geénes différentiellement exprimés lors de Iinfection virale
sont impliqués dans différents processus biologiques (clas-
sification GO) comme par exemple la régulation du méta-
bolisme, la transduction du signal, la réponse immunitaire,
les réponses de défense, la réponse aux pathogénes, ou
I'apoptose. Ces génes peuvent étre classés en génes régulés
précocement (de O & 4 heures aprés infection) ou tardive-
ment (plus de 4 heures aprés 'infection).

Certains génes cellulaires induits ou réprimés lors de
I'infection par le PrV sont connus pour leur réle dans la
réponse immunitaire. Les génes de classe | du Complexe
Majeur d’Histocompatibilité (CMH) qui codent pour les
molécules présentant les antigénes endogénes sont en par-
ticulier réprimés (SLA-1). Une répression des molécules de
classe | est classiquement décrite durant I'infection cellulai-
re par le PrV (Mellencamp et al., 1991). Cette modulation
de I'expression peut s’exercer a différents niveaux incluant
la transcription, I"apprétement et le chargement de I'anti-
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geéne, la stabilisation de la protéine et I'acheminement de
la molécule vers la surface cellulaire. Nos résultats mon-
trent que plusieurs génes codant pour des proteines PSMB
(Proteasome subunit, béta) sont induits. Les PSMB sont des
molécules possédant une forte homologie avec LMP2 et
LMP7, qui constituent le protéasome immunologique, com-
plexe protéolytique impliqué dans la présentation par les
molécules du CMH de classe I. Il a été montré que 'interfé-
ron y (IFNy) augmente I'expression de LMP2 et LMP7 alors
qu'il diminue I'expression de protéines PSMB, produisant
des protéasomes plus adaptés & |'apprétement des antige-
nes endogeénes (Akiyama et al., 1994). Il est donc possible
que le virus PrV augmente I'expression de ces molécules
pour diminuer la production de protéasomes efficaces
dans I'apprétement des antigénes viraux. De méme, I'in-
terleukine 15, cytokine impliquée dans I'immunité innée
est induite par le virus dans les cellules PK15. Il s’agit
d’une cytokine clé du développement des cellules Natural
Killers (NK) et NKT. Elle active la cytotoxicité médiée par
les cellules NK et la cytotoxixité dépendante des anticorps
(Mossman et Ashkar, 2005). Cefte cytokine semble étre
impliquée dans la protection antivirale, via la production
de Tumor Necrosis Factor (TNF) et d’IFNy. Nous avons
aussi observé que le géne TNF est induit par I'infection
virale dans les cellules PK15. Le géne CDé69, code pour
une glycoprotéine de surface inductible trés précocement
durant I'activation lymphocytaire. Nous avons observé
une induction de ce géne dans les cellules PK15. CD69
est impliqué dans la prolifération lymphocytaire et fonc-
tionne comme un récepteur transducteur de signal dans les
lymphocytes et les cellules NK (Cambiaggi et al., 1992).
Nos analyses montrent aussi que le transcrit codant pour
BTNLS, une protéine de la famille des butyrophilines like,
est réprimé tardivement dans les cellules PK15. Alors que
I’homme ne posséde qu’un seul géne butyrophilin-like
(BTNL2), on en dénombre 5 chez le porc organisés en
cluster dans la région SLA. Les BTNL sont des membres de
la famille des récepteurs B7, qui agiraient probablement
comme des molécules co-stimulatrices des lymphocytes T.
Chez la souris, BTNL2 régule en effet I'activation des lym-
phocytes T, suggérant un réle de cette famille de molécules
dans la réponse immunitaire (Nguyen et al., 2006). Le
transcrit codant pour la cyclophiline A, qui appartient a
la classe des immunophilines est quant & lui précocement
réprimé dans notre modeéle cellulaire. Cette molécule
semble capable de moduler I'infectivité de HIV-1 dans les
cultures de tissus (Braaten et Luban, 2001). Il est possible
que cette molécule joue un réle dans la modulation de la
cinétique d'infection du PrV.

Certains génes cellulaires différentiellement exprimés sont
impliqués dans I'apoptose, suggérant une modulation tardive
de la voie apoptotique par le PrV dans les cellules épithélia-
les. Ces geénes sont en effet tardivement réprimés (CREBLI,
HSPA8, TNFSF10) ou induits (TNF, TNFa-inductible ATP-bp).

CONCLUSION
Nous avons pu suivre l'induction et la répression des génes

cellulaires par le PrV au cours du temps en relation avec I'ex-
pression des génes viraux. Nous avons identifié des génes
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cellulaires différentiellement exprimés, impliqués notamment pour comprendre les différentes voies cellulaires utilisées par
dans la réponse aux pathogénes et qu’il nous faut mainte- le PrV lors de I'infection.

nant valider par PCR quantitative en femps réel. Ce travail
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