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INTRODUCTION

Initialement découverte par SANARELLI en 1896 en URUGUAY, la myxomatose est
une maladie spécifique du lapin européen, Oryctolagus cuniculus. Le réservoir originel est le
lapin américain, Sylvilagus, qui est porteur du virus mais insensible a la maladie. Utilisée
comme arme biologique des 1950 en Australie, la myxomatose provoque une hécatombe
parmi les lapins de garenne importés qui, en I’absence de prédateurs, pullulent sur ce
continent. C’est en 1952 que le virus est introduit en France et I’année suivante la maladie
atteint toute I’Europe. En effet, la transmission horizontale, assurée par des arthropodes
vecteurs (puces, tiques, moustiques), permet une propagation tres rapide de la myxomatose.
Ravageant les lapins de garenne et les élevages cunicoles, cette maladie est aujourd’hui
encore un fléau que I’on souhaite éradiquer sur le territoire frangais et dans la plupart des pays
d’Europe.

Apres une période d’incubation de 4 a 6 jours, le virus myxomateux induit
I’apparition de pseudotumeurs cutanées, appelées myxomes, sur la face, en région anogénitale
puis dorsolombaire, aboutissant a la mort par un affaiblissement extréme et des surinfections
bactériennes.

Le virus myxomateux, gros virus & ADN enveloppé, appartient a la famille des
Poxviridae, genre leporipoxvirus. Son ADN linéaire double brin comprend des répétitions
inversées terminales (RIT) en épingle a cheveux. La portion centrale du génome code pour les
protéines essentielles a la réplication et a la transcription. Les portions terminales renferment
les génes de virulence et de spectre d’hdte codant pour les protéines non essentielles. L’étude
du pouvoir pathogéne du virus myxomateux a montré que ces protéines non essentielles sont
destinées a assurer la survie du virus en milieu dysgénésique. Parmi ces protéines figure
Serp2, appartenant a la famille des serpins (SERine Proteinase INhibitors), qui est
indispensable a la compléte virulence du virus myxomateux. L’action de Serp2 consiste a
bloquer la réaction inflammatoire et a diminuer I’apoptose des cellules infectées. Cependant,
la (ou les) cible(s) cellulaire(s)s de Serp2 dans ces mécanismes complexes n’est (ne sont) pas
connue(s).

La premiere partic de ce manuscrit permet de situer Serp2 parmi les facteurs de
virulence du virus myxomateux. Puis nous exposons notre étude expérimentale qui consiste a
créer de nouveaux outils de recherche en vue d’identifier la (ou les) cible(s) cellulaire(s) de
Serp2. Les résultats de ces travaux sont discutés en fonction des cibles potentielles de Serp2.
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I. LE VIRUS MYXOMATEUX : UN POXVIRUS

1) CLASSIFICATION

C’est a partir de considérations morphologiques, des espéces animales qu’ils infectent
et de I’existence de protection croisée chez I’animal, que s’établit la classification des
Poxviridae [20]. Cette famille de virus & ADN bicaténaire linéaire, considérés comme les
plus gros virus animaux, se subdivise en deux sous-familles selon qu’ils affectent les insectes
(Entomopoxvirinae), ou bien les vertébrés (Chordopoxvirinae). C’est parmi cette deuxiéme
sous-famille que 1’on retrouve le genre /eporipoxvirus auquel appartient le virus myxomateux.

Tableau 1 : Classification des poxvirus des vertébrés (Chordopoxvirinae) [43].

Genre Espéce type Principales autres espéces
orthopoxvirus | Virus de la vaccine Mousepox, cowpox, virus de la variole du buffle,
rabbitpox, virus de la variole humaine
parapoxvirus Orf virus Virus de I’ecthyma contagieux, virus de la
stomatite papuleuse, pseudopoxvirus
avipoxvirus Virus de la variole Virus de la variole du canari, dindon pigeon et
aviaire caille
capripoxvirus | Virus de la clavelée Virus de la variole caprine
leporipoxvirus | Virus de la Virus du fibrome de Shope, virus du fibrome du
myxomatose ligvre
SUipoxvirus Virus de la variole
porcine
molluscipoxvirus | Virus du molluscum
contagiosum
yarapoxvirus Tanapoxvirus de
I’homme

2) STRUCTURE ET MORPHOLOGIE DU VIRUS

MYXOMATEUX

Les poxvirus sont les plus gros virus &8 ADN connus. Ils sont de forme grossiérement
parallélépipédique et mesurent de 200 & 400nm de long [8].

Le virus myxomateux est un virus possédant un ADN bicaténaire unique de 160 a 163
kpb (figure 1). Les deux brins a leurs extrémités sont reliés par des liaisons covalentes
donnant un aspect en épingle a cheveux [52]. Le génome est linéaire et 1’on y distingue

différentes zones

e La zone centrale fortement conservée dans le genre ; elle correspond aux geénes
essentiels pour le cycle viral.
e Les régions terminales constituées de RIT, ou Répétitions Inversées Terminales (les
RIT droite et gauche sont identiques mais inversées 1’une par rapport a 1’autre), qui
contiennent 9 génes chez le virus myxomateux. Ces genes sont numérotés de T1 & T9
en fonction de la position de leur séquence codante (séquence ORF) par rapport a la
boucle terminale. Ces genes codent pour les facteurs de virulence.
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répétitions inversées répétitions inversées

terminales Séquences uniques terminales
10 kpb 10 kpb
< >
160 kpb

Figure 1 : Représentation schématique de ’ADN du virus myxomateux.

Le génome est abrité dans une structure protéique centrale biconcave appelée le core
(figure 2) [43]. Une membrane composée de phospholipides et de protéines entoure le core
[47]. La composition de cette membrane différe de celle de la cellule. La face externe de la
membrane virale est tapissée d’éléments tubulaires arrangés de fagon aléatoire et posséde au
moins six protéines de surface exposées aux anticorps [8].

Pour le virus de la vaccine, deux formes virales infectieuses coexistent. Il s’agit des
VIM (virions intracellulaires matures), et des VEE (virions extracellulaires enveloppés). La
forme VEE posséde une enveloppe supplémentaire dérivée de I’appareil de Golgi [56]. Elle
est minoritaire (environ 1%, mais ce pourcentage dépend du type cellulaire) et semble
impliquée dans la dissémination & longue distance du virus [57].

Fibrilles
éléments tubulaires Enveloppe externe

Figure 2 : Morphologie d’un poxvirus [S2].

3) PATHOGENIE

Le cycle de réplication du virus myxomateux, strictement cytoplasmique, est
semblable & celui des poxvirus en général [47 bis]. L’exemple type est celui du virus de la
vaccine pour lequel on distingue classiquement cinq étapes (figure 3) :

e Entrée du virus dans la cellule : il y a adsorption, puis pénétration du virus dans
la cellule. Pour I’adsorption du virus de la vaccine, deux types de récepteurs
ont été¢ identifiés [28,29]. Pour le virus myxomateux, il semble que les
récepteurs, impliqués dans I’adsorption, appartiennent & la famille des
récepteurs aux chimiokines [45]. Le mécanisme de virocytose est peu connu.
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Endocytose [13] et fusion membranaire [11] semblent coexister, mais on ne
connait pas I’importance relative de chacun de ces deux modes de pénétration.
Cette phase peut durer de trente minutes & quatre heures et le déshabillage de
I’ADN aboutit a sa libération dans le cytoplasme de la cellule héte.

e Transcription des génes viraux précoces: grice a un systeme complet de
transcription présent dans le virion (dont une ARN polymérase ADN-
dépendante), il y a transcription de genes précoces moins d’une heure apres la
pénétration totale du virus dans la cellule [47 bis]. Les premiéres protéines
synthétisées sont des protéines nécessaires a la réplication de I’ADN viral,
notamment I’ADN polymérase, et certains facteurs de virulence.

e Réplication du génome : c’est la phase d’éclipse car le virus n’existe plus en
tant qu’entité. Elle dure entre deux et douze heures et est permise grice a
I’ADN polymérase et aux enzymes précoces [47 bis]. La réplication se déroule
dans des sites précis du cytoplasme que 1’on appelle virosomes.

e Transcription des génes intermédiaires et tardifs : il s’agit de la synthese des
différents constituants du futur virion et d’autres facteurs de virulence [4]. Au
cours de cette phase, il y a synthése des protéines indispensables a la
transcription des genes précoces qui sont présentes dans le virion.

e Maturation des virions : il y a assemblage des constituants des virions, au
niveau des virosomes, puis bourgeonnement a la surface de la cellule. Cette
phase dure entre quatre et vingt heures et aboutit a la lyse de la cellule.

Le cycle de réplication est trés productif. En effet, une particule virale de vaccine
donne deux a trois mille virions au cours d’un seul cycle, ce qui permet une dissémination
importante du virus.

ADN
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enveloppe

~\

réplication ARNm

Ll =N e v S Ll A o intermédiaires
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ADN polymerase tardifs

ARNm précoces +
enzymes tardives
/ facteur de transcription
précoce
enzymes précoces protéines structurales
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Figure 3 : Cycle de réplication du virus de la vaccine [47].
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II. LES FACTEURS DE VIRULENCE

Afin d’assurer leur pérennité les virus ont développé de nombreuses stratégies. En ce
qui concerne les poxvirus ces stratégies peuvent €tre divisées en deux grandes catégories
(figure 4) [60] :

e Production de protéines virales extracellulaires pour bloquer les signaux
nécessaires a I’élimination du virus et créer ainsi un environnement local favorable
au virus : -les virocepteurs miment les récepteurs a cytokines de 1’hdte.
-les virokines miment les cytokines.

e Production de protéines intracellulaires chargées de retarder les réponses
cellulaires antivirales telles que I’apoptose et d’empécher la cellule infectée de
communiquer avec les cellules du systtme immunitaire (modification des
molécules de surface).

La mutation d’un de ces facteurs entraine, le plus souvent, une importante
modification du pouvoir pathogene avec une survie plus €levée des animaux infectés.

1) PROTEINES VIRALES EXTRACELLULAIRES

@Virocepteurs :

Les virocepteurs sont des protéines virales sé€crétées ou transmembranaires qui miment
les récepteurs a cytokines de I’hote.

*M-T2 : Le facteur de nécrose tumorale (ou TNF) est une cytokine impliquée dans
les activités cellulaires antivirales : cytolyse des cellules infectées, induction de I’apoptose,
inhibition de la réplication virale. Le TNF existe sous deux formes, a et §, qui ont des
récepteurs de surface distincts, TNFR1 et TNFR2, mais dont les activités biologiques sont trés
proches.

Gréice au séquengage des RIT du génome du virus du fibrome de Shope, le géne T2,
codant pour le premier virocepteur connu, a ¢té identifié¢ [77]. La protéine soluble produite
révele une forte homologie avec la partie extracellulaire des TNFR2 [68]. Les récepteurs au
TNFP sont caractérisés par la présence de domaines N-terminaux riches en cystéines (ou
CRD) qui interagissent avec le ligand. Cette séquence se retrouve sur la protéine T2 et permet
de la rattacher a la famille des récepteurs au TNF [69]. Des mutations dans cette région se
traduisent par une incapacité de T2 a fixer le TNF [64].

Par la suite, un géne correspondant & T2 a été identifié¢ sur le génome de certains
orthopoxvirus (virus de la vaccine [27], virus du cowpox [30], virus de la variole [65]) et sur
le génome d’un autre leporipoxvirus, le virus myxomateux [80]. L’homologie entre les
protéines présentes sur ces différents virus n’est pas de 100% car il y a une grande adaptation
des récepteurs solubles au TNF de I’espece infectée. Par exemple la protéine M-T2, produite
par le virus myxomateux, fixe le TNFa et le TNFB de lapin mais pas le TNF murin ou
humain.

La protéine M-T2 est sécrétée sous forme de dimére ou de monomeére, la forme
dimérique semblant plus apte a inhiber la cytolyse TNF-dépendante [63].

Le role pathogene de la protéine M-T2 est indéniable puisqu’une inoculation de virus
mutant T2™ a des lapins permet la survie des deux tiers d’entre eux contre 100% de mortalité
avec la souche sauvage.
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*M-T1 : La sous famille des CC-chimiokines, petites cytokines pro-inflammatoires,
est spécialement importante dans 1’activation et la mobilisation des monocytes et des
macrophages vers les sites d’infection virale [1,39]. La protéine M-T1 appartient a la famille
de protéines poxvirales des T1/35kDa inhibiteurs solubles de CC-chimiokines [25]. M-T1 est
sécrétée, dans le milieu de culture de cellules infectées par du virus myxomateux, des 2 a 4
heures post-infection et cette sécrétion persiste jusqu’en phase tardive. M-T1 est une
glycoprotéine inhibitrice qui fixe les CC-chimiokines, avec une forte affinité, et empéche leur
fixation sur les récepteurs cellulaires [34]. Des études in vitro montrent une forte affinité de
M-T1 pour de nombreuses CC-chimiokines (telles que MIP-1a : Macrophage Inflammatory
Protein) quelle que soit leur origine [34]. Cependant il n’y a pas de correspondance structurale
entre M-T1 et les récepteurs physiologiques & chimiokines [70]. On ne constate pas non plus,
in vivo, de différence entre le taux de survie de lapins infectés par le virus myxomateux
sauvage et celui de lapins infectés par un virus mutant n’exprimant plus M-T1. Mais le
schéma pathologique de ces deux infections est différent : on observe, avec le mutant, un
afflux de cellules monocytaires et macrophagiques au site d’inoculation [35], absentes lors
d’infection avec le virus sauvage.

*M-T7 : L’interféron-y (IFN-y) est une cytokine sécrétée par les lymphocytes. La
fixation de I’IFN-y a son récepteur entraine 1’activation de la voie JAK/STAT qui aboutit a
I’expression de nombreux genes impliqués dans 1’état antiviral de la cellule. Protéine majeure
de 37kDa, M-T7 posséde un domaine ayant une forte analogie avec le domaine de fixation du
ligand des récepteurs a IFN-y [81]. En effet, il a été prouvé que M-T7 se fixe, avec une forte
affinité, & ’IFN-y de lapin ce qui a pour effet d’abolir toutes les activités antivirales de ce
dernier [81]. M-T7 est sécrétée, dans le milieu de culture de cellules infectées par le virus
myxomateux, deés la phase précoce et persiste dans le surnageant longtemps apres 1’infection.
Comme pour M-T2, la spécificité est stricte puisque M-T7 ne fixe que I'ITFN-y de lapin et non
celui d’origine murine ou humaine [48]. L’inoculation d’un virus mutant M-T7 a des lapins
aboutit a la guérison alors que le taux de mortalité est de 100% avec le virus sauvage. M-T7 est
un facteur de virulence majeur du virus myxomateux [49]. L analyse histologique du derme au
point d’inoculation, montre qu’en 1’absence de M-T7 I’afflux des leucocytes est beaucoup plus
important [49]. Cet afflux leucocytaire est permis par des chimiokines qui créent un gradient
d’attraction. En effet, les chimiokines possédent un domaine C-terminal de fixation de
I’héparine ou des glycosaminoglycannes, qui interagit avec la matrice extracellulaire pour créer
un gradient d’attraction des leucocytes. Cela suggére la fixation par M-T7 de certaines
chimiokines. Des expériences in vitro confirment cette hypothése [33]. M-T7 peut interagir
avec le domaine C-terminal de plusieurs sous familles de chimiokines: CXC (IL8), CC
(RANTES), C (lymphotactine). La fixation par M-T7 ne semble pas spécifique : M-T7 fixe
aussi bien les chimiokines de lapin que celles d’origine murine ou humaine [33]. Il n’y a pas
d’analogie structurale entre M-T7 et les récepteurs a chimiokines. Il semble donc que M-T7 a
une double fonction : homologue du récepteur a 1’interféron-y et inhibiteur de chimiokines.
Cependant, le rdle de M-T7 comme inhibiteur de chimiokines nécessite d’étre confirmé.

@Virokines :

Les virokines sont des protéines virales qui miment les cytokines et en empéchent les
effets en se fixant sur les récepteurs cellulaires.

*MGF : L’EGF (Epidermal Growth Factor) est une cytokine qui, apres fixation sur un
récepteur (erbB), régule la prolifération et la différenciation des cellules épithéliales [9,36].
Les structures secondaires et tertiaires de I’EGF reposent sur la présence de six résidus
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cystéine permettant, par la formation de ponts disulfures, un repliement caractéristique de la
protéine. Ce motif est totalement conservé chez les homologues poxviraux de I’EGF : SFGF
(Shope Fibroma Growth Factor) [12], VGF (Vaccinia Growth Factor) [7], VAGF (Variola
Growth Factor ) et MGF (Myxoma Growth Factor) [78]. Le géne codant pour MGF est situé a
I’extrémité gauche du génome et il n’est représenté qu’en un seul exemplaire. MGF est
sécrété des la phase précoce de I'infection. L’inoculation d’un virus mutant MGF™ a des
lapins provoque I’apparition des signes cliniques classiques mais atténués. L’histologie
montre que le virus mutant provoque une prolifération des cellules épithéliales beaucoup
moins importante que celle obtenue apres infection par du virus sauvage [55]. On note aussi
une réduction des surinfections de 1’appareil respiratoire par les bactéries Gram™ . D’autre
part, la pleine virulence du virus est restaurée lors du remplacement de MGF par SFGF ou
VGF. Des souris transgéniques, exprimant MGF, développent une prolifération et une
arborisation des acini mammaires et une hyperplasie de 1’épithélium gastrique [72]. MGF
possede la méme fonction biologique que EGF : il stimule la prolifération et la différenciation
des épithéliums. MGF se fixe sur les récepteurs erbB avec une moins forte affinité que EGF,
mais MGF ne déclenche aucun rétrocontrdle ce qui entraine un signal de prolifération plus
puissant [76]. Par la stimulation des biosynthéses des cellules réceptives, infectées ou non,
MGF semble créer un environnement favorable a la réplication virale.

*SERP1 : Les serpins (SERin Proteinase INhibitors) sont un groupe de protéines qui
régulent de nombreux processus complexes protéase dépendants: renouvellement de la
matrice extracellulaire, modulation de la réponse inflammatoire, fibrinolyse, activation du
complément et coagulation sanguine. SERPI1, glycoprotéine sécrétée par le virus
myxomateux, appartient a la famille des serpins [40]. Elle est considéré comme une virokine
car elle modifie la communication intercellulaire. Le taux de survie de lapins inoculés par un
virus mutant SERP1" est beaucoup plus élevé et les surinfections bactériennes respiratoires
sont moins nombreuses que lors d’infection par un virus sauvage [79]. SERP1 posséde une
activité anti-inflammatoire trés marquée. En effet, I’étude histopathologique met en évidence
une réaction inflammatoire plus efficace et plus rapide lors d’une infection par un virus
mutant SERP1". Des études in vitro montrent que SERP-1 forme un complexe stable avec
plusieurs protéases : 1’activateur du plasminogeéne de type urokinase (uPA), I’activateur du
plasminogeéne de type tissulaire (tPA), la plasmine, la thrombine et le facteur Xa [38,53].
Cependant, les cibles réelles de SERP1, in vivo, ne sont toujours pas connues.

Molécules initialement destinées au maintien de ’homéostasie de la cellule eucaryote,
les serpins ont trouvé chez les poxvirus une nouvelle fonction, celle de participer activement a
la création d’un environnement favorable a la multiplication virale.

2) PROTEINES VIRALES INTRACELLULAIRES

@Viromitigators : inhibiteurs d’apoptose

En plus des stratégies virales consistant a lutter contre la réponse immune, il existe
des mécanismes permettant de contrdler la capacité de la cellule infectée a entrer en apoptose
ou mort cellulaire programmée. En effet cette possibilité pourrait, si elle intervenait avant la
maturation des virions, enrayer la propagation de I’infection. Or, chez le virus myxomateux
on dénombre cinq protéines capables d’inhiber I’apoptose, notamment la voie Fas/TNF. Il
s’agit de Serp2, M11L, M-T2, M-TS et M-T4.

*Serp2: Le déclenchement de I’apoptose met en jeu une succession de phénoménes
complexes ou les caspases jouent un rdle central [73]. Les poxvirus ont développé des
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stratégies leur permettant de bloquer cette cascade de réactions [44]. Chez le virus du cowpox,
un géne codant pour une serpin de 38kDa, CrmA (cytokine response modifier A) a été
identifié [59]. CrmA empéche la maturation de la pro-interleukine-1f inhibant 1’enzyme de
conversion caspasel ou ICE (Interleukinlf Converting Enzyme) [62]. Deux autres protéases
intervenant dans le déclenchement de I’apoptose, la caspase 8 (FLICE) [71] et le Granzyme B
[61], sont aussi inhibées par CrmA. Chez le virus myxomateux, le géne serp2 code pour une
protéine de 333 acides aminés, ayant une forte homologie avec CrmA. Serp2, deuxi¢me
serpin identifiée chez le virus myxomateux, est exprimée en phase précoce de I’infection ainsi
qu’en phase tardive. Serp2 est détectée sous forme de monomére ou de dimére et reste
strictement intracellulaire tout au long du cycle viral. Des études in vitro ont permis de mettre
en évidence la capacité de Serp2 a inhiber ’activité de la caspasel [58] mais cette capacité
inhibitrice est beaucoup moins efficace que celle de CrmA [75] sur I’ICE d’origine humaine.
Cependant, la médiocre inhibition de I’ICE humaine par Serp2 n’est peut-étre due qu’a la
stricte spécificité du virus myxomateux. L’étude de la maladie provoquée, chez des lapins, par
le mutant Serp2” révele une forme beaucoup moins virulente avec un taux de survie bien plus
¢élevé [46]. L’analyse histologique des 1ésions montre que la réponse inflammatoire n’est plus
bloquée en phase vasculaire, contrairement a ce qu’on observe lorsque Serp2 est exprimée ;
ceci est compatible avec la théorie de 1’inhibition de la caspase 1 par Serp2 [58]. De plus, un
taux élevé d’apoptose des lymphocytes est constaté dans les nceuds lymphatiques drainant le
site d’inoculation du virus mutant, confirmant le role anti-apoptotique de Serp2 ir vivo.

*MI11L : Le géne MIIL du virus myxomateux code pour une protéine de 15kDa
exprimée en phase précoce du cycle viral [24]. M11L possede une hélice transmembranaire
du coté carboxy-terminal et un domaine extracellulaire du c6té amino-terminal. Les virus
mutants n’exprimant plus la portion C-terminale de M11L ont un pouvoir pathogéne réduit
[55] et la guérison compléte survient, en moyenne, dans les 30 jours. L’analyse histologique
des myxomes montre qu’ils sont davantage infiltrés par des macrophages et des cellules
polynucléées. La réaction inflammatoire est donc amplifiée par rapport a une infection par la
souche sauvage, ce qui suggére un role anti-inflammatoire pour M11L, sans qu’une cible
potentielle ne puisse étre proposée. In vifro, ’apoptose de lymphocytes T de lignée RLS
survient dans les heures qui suivent une infection par un virus M11L" [41] ; M11L semble
donc impliquée dans la prévention de 1’apoptose mais les mécanismes ne sont pas encore
connus.

*M-T2 : Déja identifiée en tant qu’homologue du récepteur au TNF, M-T2 est aussi
impliquée dans I’inhibition de I’apoptose de certaines cellules. En effet, ’infection in vitro de
lymphocytes T de la lignée RLS, par le virus mutant M-T2", induit 1’apoptose des cellules,
contrairement a une infection par le virus sauvage [5]. Le mutant M-T2™ est donc incapable de
se répliquer efficacement dans ces cellules. Cette fonction anti-apoptotique est indépendante
de la fixation extracellulaire du TNF par M-T2 puisqu’elle persiste lors de 1’ajout de M-T2
exogene au milieu de culture. M-T2 possede donc au moins deux rdles distincts : fixation
extracellulaire du TNF, et action anti-apoptotique vraisemblablement intracellulaire [64].

*M-TS : La protéine M-T5 possede des motifs ankyrines répétés. Ces motifs sont
constitués d’environ 30 acides aminés impliqués dans les interactions entre macromolécules
et dans le repliement de la protéine. Cependant la présence de ces motifs ne permet pas de
conclure & une fonction précise de M-T5. L’absence de domaines hydrophobes sur la
séquence indique que M-TS5 est probablement intracytoplasmique [50]. L’étude du virus M-
T5™ sur culture de cellules RL5 a montré un arrét rapide de toutes les synthéses protéiques
(cellulaires et virales) aboutissant a la mort cellulaire par apoptose [50]. Par contre, le virus
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mutant M-T5™ n’induit pas I’apoptose des fibroblastes de lapins. La protéine M-T5 semble
impliquée dans la spécificité cellulaire du virus myxomateux. L’inoculation du virus mutant
M-T5™ a des lapins provoque une maladie trés atténuée avec un taux de survie de 100%.
L’infection par le virus mutant se limite a 1’apparition de myxomes primaires dont 1’analyse
histologique révele qu’ils sont trés peu oedémateux et non hémorragiques. Il n’y a pas de
myxomes secondaires ni de surinfections bactériennes de la sphere respiratoire [50]. M-T5 est
donc un facteur de virulence trés important du virus myxomateux et détermine les types
cellulaires cibles ; cependant les mécanismes d’action ne sont pas élucidés.

*M-T4 : La protéine M-T4, synthétisée par le virus myxomateux, est localisée dans le
réticulum endoplasmique. En effet, M-T4 posséde une séquence C-terminale particulire,
RDEL, qui retient la protéine dans le réticulum [3]. M-T4 n’a pas d’homologue cellulaire
connu. L’infection de lymphocytes de lapins (RLS ou lymphocytes périphériques) par un
virus mutant M-T4~ déclenche une apoptose rapide de ces cellules. M-T4 est la seule protéine
virale, située dans le réticulum, qui a pour role d’empécher les lymphocytes d’entrer en
apoptose [3]. L’inoculation du mutant M-T4" & des lapins provoque une maladie trés atténuée
avec 100% de guérison. M-T4 est un facteur de virulence majeur du virus myxomateux dont
le mode d’action est inconnu.

@Virostealth : échapper a I'immunosurveillance

Les lapins infectés par le virus myxomateux sauvage succombent, le plus souvent, a
des surinfections secondaires respiratoires a bactéries Gram™. Les sujets sont fortement
immunodéprimés. Cette immunodépression proviendrait d’une modification du nombre des
molécules de surface présentatrices d’antigénes. La diminution des molécules du CMHI1
(Complexe Majeur d’Histocompatibilité de type 1) permettrait d’abaisser la capacité de
présentation des antigénes viraux et donc I’efficacité de la réponse a médiation cellulaire. Des
expériences in vitro sur des cellules de singe (lignée BGMK) ont montré une baisse
significative de I’expression des marqueurs membranaires CMH1 [5]. Alors que mon travail
de thése au laboratoire était terminé, un facteur impliqué dans la dérégulation des molécules
du CMHI1 a été identifié¢ au laboratoire (voir résultats et discussion). Il s’agit du gene MV-
LAP (GUERIN et al, manuscrit en préparation).

L’infection par le virus myxomateux de lymphocytes CD4+ de lapins (lignée RL5) est
suivie d’une chute rapide du nombre des molécules CD4 a la surface des cellules [2]. Ce
phénomeéne n’est pas la conséquence d’une baisse généralisée des synthéses protéiques, car
les autres types de molécules de surface ne sont pas affectés. Les CD4 sont la cible des
vésicules lysosomiales qui les internalisent avant de les dégrader. Mais les mécanismes de ces
phénomenes restent a élucider.

Récemment, le séquencage de la RIT droite du génome du virus myxomateux, a
permis d’identifier une séquence ORF de 801pb [26]. Cette séquence, située entre les genes
serpl et serp2, code pour une protéine de 30kDa qui appartient a la famille des serpins.
Appelée Serp3, cette serpin est atypique car elle présente des délétions importantes mais
conserve, cependant, un grand polymorphisme compatible avec une activité inhibitrice
potentielle. Des lapins infectés par un virus mutant Serp3~ ont un taux de survie de 40% au
lieu de 0% lors d’infection par le type sauvage. Sur le plan histologique, il n’y a pas de
différence notable au niveau de I’apoptose des cellules infectées par le type sauvage ou par le
mutant Serp3~ mais on remarque 1’absence totale de myxomes secondaires au sein des nceuds
lymphatiques drainant la Iésion primaire des lapins infectés par le mutant Serp3 ™. Serp3 est un
nouveau facteur de virulence du virus myxomateux dont le role est encore inconnu.
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La figure 4 présente, en conclusion, un récapitulatif des facteurs de virulence du virus
myxomateux.
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Figure 4 : Schéma récapitulatif des facteurs de virulence du virus myxomateux.

III. STRUCTURE ET MODE D’ACTION DES SERPINS

Les serpins (SERine Proteinase Inhibitors) sont une famille de protéines présentes
chez les eucaryotes, les procaryotes, et les virus. Elles sont rapprochées par leur structure (il
existe une forte homologie au niveau d’un segment d’environ 350 acides aminés), mais leur
appellation vient de la similitude de leur mode d’action. En effet, la plupart des serpins sont
des inhibiteurs de protéases a sérine.

1) CARACTERISATION ET MODE D’ACTION DES
SERPINS

La superfamille des serpins rassemble des protéines trés variées dont les poids
moléculaires varient de 30 a 100kDa. Chez les mammiféres, les serpins représentent environ
10% des protéines plasmatiques et elles interviennent dans la régulation de nombreux
mécanismes (coagulation, fibrinolyse, activation du complément, différenciation cellulaire et
inflammation) [19,54,83,84].

La majorité des serpins sert de pseudo-substrat a des protéinases a sérine. L’interaction
serpin/protéinase donne licu a la formation d’un complexe 1:1 qui inactive la cible de la
serpin. Apres I’interaction, la protéinase est libérée sous forme active tandis que la serpin est
clivée sous forme stable inactive. Les serpins sont donc des substrats suicides [19].

Certaines serpins n’ont pas de role spécifique connu, comme 1’ovalbumine, protéine
majeure du blanc d’ceuf. D’autres, comme [’angiotensinogéne (précurseur métabolique de
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I’angiotensine), ne servent que de substrats protéiques et n’ont pas d’effet inhibiteur de
protéinase a sérine.

Cependant, tous les membres de la famille des serpins possedent des structures
secondaires et des séquences protéiques communes : deux feuillets B (appelés A et C) et un
segment d’une vingtaine d’acides aminés représentant le site actif proche de la région C-
terminale [18] (figure 5) . L’identité de séquence entre deux serpins se situe aux alentours de
30% si I’on considére I’intégralité de la protéine. La spécificité d’une serpin donnée, pour une
protéinase particuliére, est associée au résidu P1 (nomenclature de SCHECHTER & BEYER,
1967). Une mutation de P1, ou d’un résidu & proximité, provoque une diminution de I’activité
inhibitrice ou une modification de la spécificité [82]. La plupart du temps le résidu P’1 est une
sérine. Le site de clivage est situé entre les résidus P1 et P’1. L’interaction entre la serpin et
son enzyme cible entraine un changement conformationnel de la serpin dans lequel le résidu
P14 joue un rdle crucial. P14 est toujours un acide aminé non chargé de petite taille chez les
serpins inhibitrices. La formation d’un complexe stable enzyme-serpin est la phase inhibitrice
car 1’évolution de ce complexe est lente (de quelques heures a quelques jours). Cette phase
aboutit a la libération de I’enzyme active et de la serpin clivée.

Différentes études, dont la cristallographie, ont permis de montrer que 1’activité des
serpins est directement liée a leur grand polymorphisme et a la variabilité de leur stabilité
thermodynamique. Elles sont capables de subir un repliement spatial spécifique qui induit un
changement majeur de conformation [18]. Ce mécanisme d’action particulier les distingue des
inhibiteurs classiques pour lesquels on observe une conformation rigide [19].

e Forme clivée : L’a-1 antitrypsine, aprés interaction avec la chymotrypsine, est clivée
entre les résidus P1 et P’1 [10,84]. Chaque brin, issu du clivage, est inséré dans un
feuillet B : le brin situ€ du c6té¢ du C-terminal dans le feuillet C et celui du c6té N-
terminal dans le feuillet A. De ce fait, la serpin apparait sous une forme inactive et trés
stable. De plus le passage a la forme clivée est irréversible. Ce changement de
conformation a €té, par la suite, mis en évidence pour d’autre serpins comme ’a-1-
antichymotrypsine [23].

o Forme latente : Certaines serpins sont d’abord synthétisées sous forme inactive que
’on appelle latente, qui nécessite une réaction d’activation comme par exemple, pour
la PAI 1 (Plasminogen Activator Inhibitor 1) protéine diminuant la dissolution du
clou plaquettaire par la plasmine. D’autres peuvent se retrouver sous forme latente lors
de passage en conditions dénaturantes, c’est le cas de I’antithrombine III et 1’0-1
antitrypsine [51]. L’ état latent n’est pas actif mais est réversible. Il se situe entre la
forme native (cf. infra) et la forme clivée du point de vue de la stabilité
thermodynamique. La boucle du site réactif est intacte mais elle est insérée entre les
feuillets B, grace a sa grande flexibilité, ce qui I’empéche d’interagir avec sa cible.

e Forme native/active : Les serpins sont directement synthétisées sous leur forme active
avec un site actif P1-P14 prét a fonctionner exposé au solvant. Diverses études ont été
menées pour €clairer la structure et le mécanisme de ce segment [19,84]. On remarque
que pour I’ovalbumine, serpin inactive, le segment P1-P14 est hors du feuillet A. Il
semble que I’insertion d’un petit nombre d’acides aminés du segment P1-P14 soit
intimement liée a la conformation active de la serpin [22,84]. Mais on ne sait pas,
encore aujourd’hui, & quel moment intervient 1’insertion partielle du site actif dans le
feuillet A [23,84]. Est-elle une condition préalable a la fixation et 4 I’inhibition de la
protéinase ? Ou bien, est-ce une modification induite par I’interaction serpin-
protéinase ? Cette deuxiéme hypothese est soutenue par le fait que 1’insertion partielle
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Feuillet C

Figure 5 : Représentation schématique de la structure d’une serpin
(exemple de I’a-1 antitrypsine).
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du segment P1-P14 n’est pas spontanée mais nécessite une certaine énergie
d’activation permettant d’ouvrir le feuillet A [84].

e Forme complexée : Lorsque la serpin interagit avec sa protéinase cible, elle forme un
complexe intermédiaire non covalent et réversible (figure 6) qui ensuite évolue
lentement soit vers le clivage de la serpin, soit vers un complexe stable (avec
inhibition de la serpin) et apparition de liaisons covalentes, mais le passage vers cette
stabilité reste encore obscur [23].

Pig PP

N L ] C
Motif serpin

Changement

conformati o‘nnel
de la serpin "Phase inhibitrice"
—— pis  (formation d'un

complexe stable
enzyme-inhibiteur)

Interaction
entre la
serpin et
sa cible

l CLIVAGE

Enzyme libre Serpin clivee

Figure 6 : Schéma d’interaction entre une serpin et son enzyme cible.

A) Représentation schématique d’une serpin : le site de clivage de la serpin est
situé preés de I’extrémité C-terminale de la protéine. Le clivage a lieu entre les résidus P1 et
P’1.

B) Interaction de la serpin avec sa cible : I’interaction entre la serpin et son enzyme
cible entraine un changement conformationnel de la serpin, processus dans lequel le résidu
P14 joue un role crucial. Apres formation d’un complexe inhibiteur, la serpin est clivée ce qui
entraine la perte totale de sa capacité inhibitrice.

-26 -



Les diverses formes structurales des serpins sont a 1’origine de leur possibilité ou non
d’interagir avec leur enzyme cible. Etant donn€ la diversit¢ des mécanismes dans lesquels les
serpins interviennent, il n’est pas étonnant de trouver des représentants de cette famille parmi
les facteurs de virulence de certains virus.

2) PRESENTATION DES SERPINS VIRALES

Les poxvirus sont les seuls virus chez qui des serpins ont été identifiées. Trois serpins
sont connues chez les orthopoxvirus, il s’agit de SPI1, SPI2, SPI3.

SPI1 semble impliquée dans les mécanismes de spécificité d’hote et est capable de
bloquer I’apoptose de certaines cellules infectées [6]. Cependant, la délétion de SPI1 sur le
génome du virus de la vaccine, n’entraine pas de modification notable du pouvoir pathogene
du virus [31].

SPI2 (appelée CrmA chez le cowpoxvirus) inhibe 1’enzyme de conversion (caspasel
ou ICE) de la pro-interleukine-1p, inactive, en interleukine-18 (IL-1B), active [62]. C’est un
exemple d’inhibition cross-class [32] puisque la caspasel est une protéinase a cystéine et non
une protéinase a serine (cible habituelle des serpins). Les avantages de I’inhibition de la
caspasel par cette serpin virale sont nombreux car IL-1B est une cytokine impliquée dans de
multiples fonctions biologiques : activation des lymphocytes B, production des protéines de la
phase aigu¢ de I’inflammation, induction de la fievre et de la production d’autres cytokines
par diverses cellules. Des études ont montré que CrmA pouvait empécher 1’apoptose médiée
par la caspase 1 en culture cellulaire [44]. D’autre part, le granzyme B, protéase a sérine est
également la cible de CrmA [61]. Le granzyme B est présent dans les granules des
lymphocytes T cytotoxiques et les cellules NK (Natural Killer); il induit rapidement
I’apoptose des cellules visées [66].

SPI3 inhibe la fusion cellule-cellule pendant le cycle infectieux du virus de la vaccine
et du virus du cowpox et donc SPI1 empéche la formation de vastes syncytiums [37,74,85].

Chez le virus myxomateux, on connait déja bien la protéine codée par le geéne
SERP1(cfIl) qui a un fort effet anti-inflammatoire [40] d’ou son utilisation en médecine
humaine pour lutter contre 1’athérosclérose et 1’arthrite. En 1996, une deuxiéme serpin a été
mise en évidence sur le génome du virus myxomateux [58]. Appelée Serp2, cette protéine de
34kDa présente une forte ressemblance avec CrmA du virus du cowpox.

Tout récemment, une troisiéme serpin, Serp3, intervenant comme facteur de virulence
du virus myxomateux, a €t€ caractérisée [26]. Serp3 est une serpin présentant d’importantes
délétions par rapport a la serpin de référence qu’est I’a-1 antitrypsine mais Serp3 conserve
une possibilité de repliement spatial compatible avec une action inhibitrice de protéases.

3) PARTICULARITES DE SERP2

La comparaison des brins d’ADN de la souche sauvage, T1, et de la souche vaccinale,
SG33, montre 1’absence de certaines séquences sur le génome vaccinal. Parmi ces délétions,
on trouve une séquence ORF proche de la portion C-terminale qui code pour une protéine de
34kDa. Cette protéine présente les caractéristiques des serpins. Etant la deuxiéme serpin
découverte sur le génome du virus myxomateux, elle est appelée Serp2.

Serp2 est une protéine intracellulaire, non glycosylée, exprimée des la phase précoce
de I’infection puis tout au long du cycle viral (cinétique déterminée par immunoprécipitation
de protéines radiomarquées récoltées a différents temps) [58]. L utilisation d’un virus mutant
Serp2~ a permis de montrer que Serp2 est essentielle pour la complete virulence du virus : un
taux de survie élevé est constaté chez des lapins européens infectés par le mutant Serp2 ™ [58].
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L’analyse de la séquence de Serp2 dans la région du site actif a montré une forte
homologie avec celle de CrmA notamment la présence d’un résidu acide aspartique a la
position P1. Cependant, si I’on considere la totalité de la séquence, ’homologie entre ces
deux serpins n’excéde pas 35%.

CrmA est une protéine précoce et intracellulaire de 38kDa. Il a été prouvé que CrmA
inhibe ICE (caspasel) [32,62] et donc la production d’IL1B. De plus, d’autres études ont
montré que CrmA inhibe granzyme B [61]. La caspase 1 et le granzyme B ont en commun
une affinité spécifique pour I’acide aminé aspartique de leur substrat (résidu P1 de CrmA).
CrmA inhibe d’une part une protéase a sérine, granzyme B et, d’autre part, la caspasel, une
protéase a cystéine. Une deuxiéme inhibition de type « cross-class » a €té attribuée a CrmA, il
s’agit de I’inhibition de la caspase 8 (FLICE) [71]. Caspase 8 intervient dans la cascade de
réactions de la voie calcium-indépendante de 1’apoptose déclenchée a I’extérieur de la cellule.

e Conséquences de 1’inhibition de la caspasel :

La formation d’un complexe CrmA/ICE empéche la production IL1p active et donc le
déclenchement de la cascade inflammatoire et immunitaire. De plus, CrmA empéche
I’apoptose médiée par IL1B (apoptose initiée de I’intérieur de la cellule en réaction & une
infection virale).

e Conséquences de 1’inhibition de granzyme B :

Granzyme B, enzyme présente dans les granules des lymphocytes T cytotoxiques et
dans les cellules Natural Killers, induit rapidement 1’apoptose des cellules dans lesquelles elle
pénetre. L’entrée du granzyme B, au niveau des canaux a perforine, nécessite la présence de
calcium. L’inhibition du granzyme B par CrmA entraine le blocage de la voie de la cytolyse
calcium-dépendante.

e Conséquences de I’inhibition de caspase 8 :

L’inhibition de la caspase 8 par CrmA conduit au blocage de 1’apoptose médice par
deux types de récepteurs cellulaires membranaires : les récepteur au Fas et les récepteurs au
TNFa (voie de la cytolyse calcium-indépendante) (figure 7).

L’homologie de séquences du site actif, entre CrmA et Serp2, fait penser & une
similitude des cibles de ces deux serpins. C’est pourquoi la capacité de Serp2 a inhiber ICE a
été testée. L utilisation d’extraits non purifi€s de baculovirus recombinants exprimant Serp2 a
permis de montrer la formation d’un complexe Serp2-ICE humain [58]. Cependant, ces
résultats sont & nuancer car la concentration de Serp2 dans les échantillons utilisés n’a pas pu
étre mesurée [75]. De nouvelles tentatives de mise en évidence de la présence d’un complexe
Serp2/ICE ont été négatives aux concentrations ou CrmA se fixe de fagon stable a ICE (forte
affinité). De plus, Serp2 n’est pas capable de remplacer CrmA sur le génome du cowpox virus
[75]. Contrairement aux cellules infectées par le type sauvage, I’apoptose a été facilement
observée dans les cellules infectées par le cowpox recombinant délété en CrmA et exprimant
Serp2. Les résultats montrent que Serp2 est incapable de remplacer CrmA sur le plan
fonctionnel, dans le contexte du cowpox virus. Donc deux hypothéses sont a-envisager : soit
les spectres d’inhibition de Serp2 et CrmA sont distincts, soit la spécificité stricte de Serp2
I’empéche d’agir sur des cibles issues d’autres especes que son hote naturel.

Malgré leur homologie structurale (résidu acide aspartique en position P1 et
ressemblance des séquences C-terminales), Serp2 et CrmA n’ont peut-étre pas les mémes
roles et donc pas les mémes cibles. Par ailleurs, leur cinétique d’expression différe puisque
Serp2 est exprimée dés la phase précoce de 1’infection (comme CrmA) puis tout au long du
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cycle viral. Le fait que Serp2 soit également exprimée en phase tardive suggére un autre role
biologique pour cette protéine. Mais aucune cible potentielle n’a encore été proposée.
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Figure 7 : Déclenchement de la cascade apoptotique [60].

La cascade protéolytique conduisant a I’apoptose peut étre induite par différente voies. Un des
mécanismes passe par une interaction ligand-récepteur de la superfamille TNF ou Fas. Cette
interaction entraine 1’activation de quelques caspases (dont FLICE) puis 1’activation d’un autre groupe
de caspases (dont ICE) conduisant & I’apoptose. Cette cascade peut également étre activée par le
granzyme B, produit par les lymphocytes T cytotoxiques, et introduit dans la cellule cible via un canal
a perforine. Une troisiéme voie d’activation de 1’apoptose fait suite a une réponse a une infection
virale ou a une variété de stimuli externes.
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Cette premicre partie de rappels bibliographiques a permis de rappeler le rdle de
Serp2 dans le pouvoir pathogéne du virus myxomateux mais on ne sait toujours pas, a 1’heure
actuelle, avec quelle(s) cible(s) cellulaire(s) cette protéine interagit. L’objectif de notre travail
est de découvrir la destination cellulaire de Serp2 et de caractériser sa cible potentielle. Tout
d’abord, nous avons décidé de marquer cette protéine afin de pouvoir la suivre dans la cellule.
Pour ce faire, un virus myxomateux contenant la protéine de fusion Serp2-GFP (Green
Fluorescent Protein) a été construit. Les propriétés de fluorescence de la GFP, en microscopie
confocale, permettent de repérer le virus recombinant dans les différents compartiments
cellulaires. Une autre technique d’approche a été de produire des anticorps anti-Serp2 pour
précipiter le complexe Serp2/cible. Enfin, ’utilisation de Serp2 radiomarquée permet d’autres
expériences visant a caractériser cette cible. En parall¢le, des études portant sur la
comparaison de la virulence (in vivo) des souches sauvage (T1), recombinante (T1-[Serp2-
GFP]) ou délétée (T1ASerp2) ont été menées. /n vitro, le taux d’apoptose, induit par chacune
de ces trois souches, sur différentes lignées cellulaires, a €t€ mesuré afin de préciser le role
anti-apoptotique de Serp2.

-30-



DEUXIEME PARTIE
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I. MATERIEL ET METHODES

1) CELLULES

Deux types cellulaires sont utilisés : des cellules rénales de lapin (lignée RK13) et des
fibroblastes primaires de lapin (cellules Alexis).

Les cellules RK13 sont entretenues dans du milieu de Dulbecco (DMEM) additionné
de pénicilline et de streptomycine (100Ul/ml et 100pg/ml) (PS) contenant 5% de sérum de
veau feetal (SVF). Elles sont placées a 1’étuve a 37°C en atmosphére enrichie a 5% en COa.
Les cellules sont multipliées tous les 3 a 4 jours par action de la trypsine et dissociation a la
pipette puis reprises dans du milieu contenant 10% de SVF. Il est possible de multiplier le
nombre de boites de 2 a 5 a chaque passage.

Les cellules Alexis proviennent d’un lapin sain (New Zealand White) dgé de 5
semaines. Aprées sacrifice du lapin, un lambeau de peau €pilé est prélevé sur le dos de 1’animal
puis est agité pendant 15mn a 37°C dans un mélange de trypsine (3g/1) contenant du MEME
et 20% de SVF. Le jus, filtré a travers une gaze, est ensuite centrifugé 10mn a 1500rpm afin
d’obtenir une premicre récolte. Le reste de la peau est soumis & une nouvelle trypsination
pendant 20mn dans les mémes conditions afin de constituer une seconde récolte. Les 2
récoltes sont maintenues en culture dans du MEME contenant de la PS, 25mM d’Hépés, de la
glutamine et 10% de SVF.

2) PRODUCTION DE VIRUS

Deux souches virales, produites en routine au laboratoire, sont utilisées. La souche T1
(Toulouse 1), représente le virus myxomateux sauvage ; le virus T1ASerp2 est un mutant dans
lequel le géne codant pour Serp2 n’est plus fonctionnel.

Les virus sont produits sur des flacons de 175¢cm? (F175) de cellules RK13 confluentes
(agées de 48h). Les cellules sont infectées a 0,1UFP (Unité Formant Plage)/cellule dans 5 a
10ml d’OptiMEM contenant 2% de sérum de veau fcetal. Le contact virus-cellules pendant 1 &
2 heures a 37°C permet 1’adsorption des particules virales ; I’inoculum est ensuite retiré et le
tapis cellulaire est rincé avec de ’OptiMEM. L’ incubation se poursuit dans 40ml d’OptiMEM
a 37°C en atmosphere enrichie a 5% en CO,.

Lorsque I’effet cytopathique est jugé suffisant, en moyenne 24 & 48 heures plus tard,
les cellules sont détachées mécaniquement dans le milieu de culture. La suspension est
centrifugée a 10000xg pendant 10mn et est rincée deux fois en PBS1X-EDTA 40mM. Le
culot subit 3 cycles de congélation/décongélation puis est repris dans un petit volume de PBS-
EDTA avant d’étre clarifié¢ a 3000xg pendant 10mn. Le surnageant est titré puis stocké a
-80°C.

3) TITRAGE DE VIRUS

Le titrage de virus s’effectue sur plaques de 6 cupules (P6) de cellules RK13
confluentes. Des dilutions de la suspension virale a titrer sont préparées dans de I’OptiMEM
sans SVF, puis 200ul de chaque dilution sont déposés en double dans chaque cupule. Apres
2h d’adsorption a I’étuve, I’inoculum est remplacé par 2ml d’OptiMEM a 2% de SVF. Les
cellules sont replacées a I’étuve 5% de CO,. La lecture est effectuée 48h plus tard, par
comptage manuel des plages de lyse. Pour la plus grande dilution, notée d, produisant des
plages de lyse, le nombre de plages est compté sur les deux cupules et est noté p. Alors,
n=2,5xpx10? est une estimation du titre de la solution initiale, en UFP/ml.
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4) CINETIQUE VIRALE SUR CELLULES ALEXIS

Onze boites de 3cm de diametre (BP30) de cellules Alexis sont nécessaires.
L’infection d’une BP30 se fait sous 200pl. Les dilutions des suspensions virales sont réalisées
dans du MEM Hépes a 5% de SVF car les fibroblastes Alexis ne supportent pas I’OptiMEM.
5 boites sont infectées par du virus T1, 5 autres sont infectées par du virus T1ASerp2 et la
derniére n’est pas infectée (témoin cellule).

Un couple de boites (1I’une infectée T1 et ’autre infectée T1ASerp2) est placé a —20°C
a TO (contact + 1 heure), T4h, T8h, T24h et T48h apres infection. Le surnageant, recueilli
sous hotte stérile apres trois cycles de congélation/décongélation, est titré sur P6 de cellules
RK13. La courbe est tracée sur papier semi-log.

5) MARQUAGE DE L’APOPTOSE DES CELLULES ALEXIS

e Sur lame (labtek) :

Chaque labtek comprend 8 cupules de cellules Alexis a infecter sous un volume de
200pl. 8h ou 24h apres infection, les tapis cellulaires sont rincés avec du PBS1X puis avec un
mélange éthanol-acétone 1/1 froid. Chaque cupule recoit 500ul de mélange éthanol-acétone
(pour fixer les cellules) puis la lame est rapidement placée a —20°C pendant 2h minimum. Par
la suite, les tapis sont rincés trois fois avec du PBS 1X puis les cloisons de la labtek sont
enlevées pour permettre la lecture des lames au microscope.

e En milieu liquide :

Des flacons de 25cm? (F25) de fibroblastes Alexis sont infectés de fagon classique. Le
lendemain chaque flacon est rincé deux fois avec du PBS1X puis recoit 10ml de PBS. Les
cellules sont récoltées par centrifugation aprés grattage du flacon. Le culot est lavé une fois
dans du tampon annexinV 1X puis repris dans ce tampon de fagon a avoir 1ml final/tube.
Chaque tube recoit Sul d’annexinV puis 20ul de 7AAD. Apres un contact de 15mn a 4°C, les
cellules sont rincées deux fois avec du PBS1X + Actinomycine D. Les cellules sont fixées par
Iml de paraformaldéhyde pendant 1 heure a 4°C. Avant 1’acquisition au cytométre de flux
(figure 8), les cellules sont lavées avec du PBS1X puis filtrées.

6) RECOMBINAISON VIRALE

Trois boites de 6 cm de diametre (BP60) de cellules RK13 4dgée de 24h sont
nécessaires. 1 BP60 contient environ 2.10° cellules et I’infection se fait sous un volume de
Iml. On désire infecter a 0,3 a 0,4 UFP/cellule afin de laisser des cellules vierges pour la
propagation du recombinant. Les dilutions des suspensions virales sont réalisées dans de
I’OptiMEM a 2% de SVF (sérum de veau feetal).

- 1 BP60 est infectée par le virus T1 et ne sera pas transfectée, elle sert de témoin
d’infection.

- 1 BP60 est infectée par le virus T1 puis est transfectée. C’est la boite ou s’effectue la
recombinaison.

- 1 BP60 n’est pas infectée (dépét d’OptiMEM a 2% de SVF) mais uniquement
transfectée pour servir de témoin de toxicité de 1’agent de transfection, la lipofectamine.

Apres le dépot des suspensions virales, les 3 boites sont placées a 1’étuve (37°C) a 5%
de CO,. Apres 2 heures d’adsorption, les inoculum viraux sont 6tés, les boites sont rincées 3
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Figure 8 : Schéma explicatif du fonctionnement du cytométre de flux.
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fois avec de I’OptiMEM (sans sérum ni antibiotique) puis les mélanges de transfection y sont
déposes. La préparation du mélange de transfection commence 20mn avant la fin de
I’adsorption. Le milieu utilisé¢ pour les dilutions du plasmide est I’OptiMEM sans sérum ni
antibiotique.
» Pour le t¢émoin d’infection, il faut préparer 200ul d’OptiMEM.
» Pour la boite infectée puis transfectée, il faut mettre en contact 10ug de
plasmide stérile et 40pg de lipofectamine dans 200ul finaux d’OptiMEM.
» Pour le témoin de toxicité, il y a uniquement 40ug de lipofectamine dans 200ul
finaux d’OptiMEM.

Ces mélanges sont observés sur fond noir pour vérifier ’absence de précipité qui
nuirait & la pénétration du complexe dans les cellules, ils doivent rester 20mn a température
ambiante (temps de formation du complexe lipofectamine-plasmide). Puis ces mélanges sont
rallongés a 3ml juste avant d’étre déposés sur les boites. Les boites sont ensuite replacées a
I’étuve pendant Sheures30. Au bout de ce laps de temps, on rajoute sur chaque boite 3ml
d’OptiMEM a 5% de SVF (pour avoir 2,5% de SVF final).

Enfin, les boites sont placées 48 heures a 1’étuve puis subiront 3 cycles de
congélation/décongélation afin de faire éclater les cellules pour récupérer 6ml de produit de
recombinaison que 1’on conserve a —80°C.

7) CRIBLAGE PURIFICATION ET AMPLIFICATION D’UN
VIRUS RECOMBINANT SERP2-GFP

Le produit de recombinaison est utilisé pour infecter des boites de cellules RK13 de
10cm de diametre (BP100). L’infection d’une BP100 se fait sous 2ml d’OptiMEM a 2% de
SVF (avec antibiotique). Le titre du produit de recombinaison est estimé a 10°UFP/ml (6ml
total) donc le produit de recombinaison est dilué au 1/200° afin d’obtenir 5000 a 10000 plages
de lyse/boite.

Apres avoir vidé les BP100, 2ml de produit de recombinaison dilué sont déposés sur
les tapis cellulaires puis les boites sont placées deux heures a 1’étuve et remuées en croix
toutes les 10mn. L’inoculum est ensuite remplacé par 15ml d’OptiMEM 2% SVF/boite. Les
boites restent 48 heures a 1’étuve avant d’€tre observées au microscope a fluorescence (en
lumiere bleue). Les plages de lyse vert fluorescent sont repérées au marqueur. Un milieu
gélosé est coulé sur les boites contenant des plages de lyse vertes : on mélange une solution
d’agarose 2% (eau stérile) avec du MEME 2X (tamponné bicarbonate 7,5%+Hépes 1M) a 4%
de SVF. La gélose doit prendre sur paillasse avant de pouvoir placer les boites une nuit a
I’étuve a 5% de CO,.

Le lendemain, les plages repérées au marqueur sont prélevées a 1’aide d’une pipette
Pasteur et déposées dans 500ul d’OptiMEM 2% SVF (conservation a —80°C).

Pour la purification, les recombinants prélevés sont étalés sur des plaques a 6 cupules
(P6) de RK13 a raison de deux cupules par dilution (%2, -1, -2). Les plages vertes les plus
isolées sont repérées et prélevées comme précédemment. L’opération est répétée 4 fois pour
obtenir une purification totale.

L’ amplification se fait sur P6 de cellules RK13 dgées de 48h. Apres une infection
classique, la plaque est laissée a 1’étuve jusqu’a ce que tout le tapis cellulaire soit lysé
(environ 3 a 4 jours). Le virus amplifié est libéré par 3 cycles de congélation/décongélation.
Pour augmenter le volume, I’amplification est réalisée sur F25 (infection sous 1ml
d’inoculum puis 5ml de milieu neuf) puis sur F75 ( 3ml d’inoculum puis 20ml de milieu
neuf).

Le virus amplifié est conservé a —80°C.
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8) TEST DE FONCTIONNALITE /N VIVO DU
RECOMBINANT

Les expériences sont réalisées sur des lapins males New Zealand White agés de six
semaines. L’inoculation est faite par injection intradermique a la face externe de 1’oreille
droite.

e Suivi clinique :

10 lapins sont inoculés a JO avec chacun 5.10° UFP de virus : 2 lapins regoivent du
virus T1, 2 lapins regoivent du virus mutant T1ASerp2, 6 lapins regoivent du virus
recombinant T1-[Serp2-GFP].

Un examen clinique quotidien de chaque lapin permet de noter 1’apparition des
différents symptomes. L’examen porte sur 1’évolution de la Iésion primaire (point
d’inoculation), I’apparition éventuelle de myxomes secondaires, la présence de symptomes
respiratoires, oculaires ou génitaux et sur ’évaluation de 1’état général.

Afin d’éviter une contamination des différents lots, I’examen commence toujours par
le lot inoculé avec T1ASerp2 puis se poursuit par le lot T1-[Serp2-GFP] pour se terminer par
le lot T1.

e Etude anatomopathologique :

7 lapins sont utilisés dans cette expérience. Ils sont inoculés a JO avec 5.10° UFP de
virus chacun. 2 lapins sont inoculés avec du virus T1, 2 lapins avec du virus mutant
T1ASerp2, 2 lapins avec du virus recombinant T1-[Serp2-GFP]. Le demnier lapin reste sain.

A J8, les lapins sont sacrifiés par injection intracardiaque de T61. La lésion primaire a
I’oreille droite et le nceud lymphatique drainant sont préleveés et conservés dans du formol
pour subir une analyse histologique.

o Repérage des populations de cellules infectées dans la lignée
blanche :

Durant 1’expérience de suivi clinique, 2 lapins, choisis au hasard dans le lot inoculé
avec du virus T1-[Serp2-GFP], subissent des prises de sang a 1’oreille gauche. Le sang est
prélevé sur héparinate de lithium a J3, J4, J10 et J12. On effectue en parall¢le une prise de
sang sur un lapin sain.

3ml de tampon de lyse des globules rouges (8,29g NH4Cl, 37mg EDTA, 1g KHCO;
dans 1 litre d’eau distillée pH=7,4) est ajouté a 100ul de chaque échantillon de sang. Apres
10mn de contact a 4°C, I’échantillon est centrifugé a 1500tr pendant 10mn. Le culot est rincé
deux fois dans du PBS1X avant d’étre repris dans 1ml de PBS1X. L’échantillon est conservé
a 4°C jusqu’a acquisition au cytométre de flux.

9) ADN PLASMIDIQUE

e Préparation d’ADN par minipreps (petit volume) :

L’ ADN plasmidique est préparé en utilisant le kit minipreps de chez Proméga, & partir
de 3 ml culture bactérienne sur la nuit (milieu LB + 30pug/ml de kanamycine).

Centrifuger 3ml de culture bactérienne 1 4 2mn a 10000xg. Eliminer le surnageant et
égoutter sur papier. Remettre en suspension avec 200ul de solution de resuspension (10mM
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Tris pH7.5, 0.1mM EDTA). Ajouter 200ul de solution de lyse (0.2M NaOH, 1% SDS, 10mM
EDTA) et mélanger par renversement 4 fois. Au bout de Smn, ajouter 200ul de solution de
neutralisation (3M KAc pH4.8). Mélanger par renversement 4 fois et laisser sur glace Smn.
Centrifuger 10000xg pendant Smn. Monter la minicolonne sur le corps d’une seringue 2ml
(apres avoir 6té le piston). Ajouter 1ml de résine dans la minicolonne et verser le surnageant,
remonter le piston et pousser. Démonter la seringue avant d’6ter le piston. Verser 2ml de
solution de lavage (additionnée d’éthanol) et pousser le piston. Oter la seringue et transférer la
minicolonne sur un eppendorf de 1,5ml, centrifuger & 10000xg pendant 2mn pour sécher la
résine. Transférer la minicolonne sur un eppendorf neuf, ajouter 50ul d’eau stérile dans la
minicolonne et centrifuger 20 secondes a 10000xg pour €luer I’ADN.

e Purification d’ADN sur colonne (grand volume) :

L’ADN plasmidique est préparé en utilisant le kit QIAGEN, a partir de 100 ml culture
bactérienne sur la nuit (milieu LB + 30ug/ml de kanamycine).

Culotter 100ml de culture bactérienne sur la nuit (6000xg pendant 15mn). Vider le
surnageant et resuspendre le culot dans 4ml de tampon P1 (100pug /ml RNaseA, SO0mM Tris-
Cl pH8, 10mM EDTA). Ajouter 4ml de tampon P2 (200mM NaOH, 1% SDS). Retourner le
tube 10 fois. Incuber 5Smn & température ambiante.

Ajouter 4ml de tampon P3 (3M KAc pH5.5). Retourner le tube et incuber sur glace
pendant 20mn. Centrifuger a 10000xg pendant 30mn a 4°C. Pendant ce temps équilibrer une
colonne « Tip 100 » avec 4ml de tampon d’équilibration QBT (750mM NaCl, 50mM MOPS,
15% éthanol, 0.15% TritonX100, pH7). Laisser la colonne se vider par gravité, mais elle ne
doit pas sécher.

Apres centrifugation, appliquer le surnageant limpide sur la colonne. Rincer 2 fois
avec 10ml de tampon de lavage QC (1M NaCl, 50mM MOPS, 15% éthanol, pH7). Eluer avec
5ml de tampon d’élution QF (1.25M NaCl, 5S0mM Tris-Cl pH8.5, 15% éthanol).

Précipiter I’ADN avec un volume égal d’isopropanol. Laisser sur glace 15mn puis
centrifuger a 10000xg pendant 30mn a 4°C. Jeter le surnageant. Rincer le culot avec Sml
d’éthanol 70%, centrifuger a 10000xg pendant 10mn. Sécher le culot et reprendre 1’ADN dans
de I’eau distillée. Quantifier.

e Purification et stérilisation d’ADN plasmidique :

Afin d’obtenir un ADN pur et stérile pour effectuer les transfections, I’ADN préparé
sur colonne subit une étape supplémentaire de purification.

Ajouter un volume €gal de phénol & I’ADN obtenu par QIAGEN, vortexer 1mn puis
centrifuger a4 8000xg pendant Smn. Récupérer la phase supérieure a la pipette et la transférer
dans un nouvel eppendorf. Ajouter un volume de phénol et un volume de chloroforme,
vortexer Imn puis centrifuger & 8000xg pendant 5mn. Récupérer la phase aqueuse
délicatement et la répartir dans deux eppendorfs (300ul maximum par tube). Ajouter 1.3ml de
chloroforme par eppendorf. Vortexer 1mn puis centrifuger a 8000xg pendant Smn. Mettre la
phase aqueuse dans des eppendorfs neufs (aucune trace de chloroforme ne doit persister).
Précipiter avec 1/10° de NaAc 3M et 2,5 volume d’éthanol 100%. Laisser 4 —20°C pendant
30mn puis centrifuger & 15000xg pendant 30mn. La stérilité doit étre assurée par la suite (sous
hotte). Eliminer le surnageant, rincer le culot avec 1ml d’éthanol 70% puis centrifuger a
15000xg pendant 10mn. Eliminer le surnageant et laisser sécher le culot sous hotte a flux
laminaire jusqu’a disparition complete de 1’éthanol. Reprendre le culot dans 100ul d’eau
stérile et quantifier (sur gel). Le plasmide stérile est conservé a —20°C. Un parafilm est placé
autour du couvercle de I’eppendorf pour assurer la stérilité¢ en dehors de la hotte.
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o Test d’expression transitoire de la GFP plasmidigue (transfection):

Des labteks de cellules RK13, dgées de 24h, sont transfectées par du plasmide portant
la protéine GFP. Le protocole est celui utilisé lors de la recombinaison virale (mais il n’y a
pas d’infection préalable). Au bout de 24 et 48h, chaque cupule de labtek est rincée trois fois
avec du PBS1X puis recoit 500ul de PBS a 4% de paraformaldéhyde (PFA) pour la fixation
des cellules. Apres deux heures a température ambiante, chaque cupule est rincée trois fois
avec du PBS1X, puis les cloisons de la labtek sont 6tées. 1 goutte de PBS glycérol puis une
lamelle sont déposées sur la lame avant I’observation au microscope a fluorescence. Une
fluorescence verte des cellules est caractéristique de I’expression de la GFP.

e Réaction de polymérisation en chaine (PCR):

Les amorces utilisées ont été synthétisées a fagon par la société Isoprim. Le tableau 2
indique les noms, les utilisations et les séquences des oligonucléotides utilisés au cours de ce
travail.

Pour 10 PCR, 200ul de mélange réactionnel sont préparés avec 20ul de tampon de
réaction 10X (Proméga), 3ul de MgCl, a 50mM, 2ul de ANTP 100X (solution & 20mM), 20ul
de chaque amorce 10X (a 5uM), 2ul de Taq polymérase a 5U/ul (Proméga). Le mélange est
complété a 200ul avec de I’eau nanopure.

Le mélange est réparti dans dix eppendorfs. 10ng d’ADN a tester sont rajoutés par
tube (un témoin positif et un témoin négatif sont a prévoir).

Dans le thermocycleur, les échantillons sont d’abord dénaturés 7mn a 95°C puis
subissent 35 cycles d’amplification : 1mn & 95°C, 1 ou 2mn a la température d’hybridation
déterminée en fonction du pourcentage de liaisons GC des amorces, 2mn d’¢longation a 72°C.

5ul des produits obtenus sont déposés sur gel d’agarose. Le pourcentage d’agarose du
gel varie en fonction de la taille attendue pour 1’amplicon.

Tableau 2 : Oligonucléotides utilisés en PCR (température d’hybridation, durée de

I’hybridation).
g fragment R
3’R-Pstl 55°C, lmn GTACCACCTGCAGAAACGTGGGTTTTATATCC
5°’L-Nhel | Présence du fragment L GGACGCTAGCCGAGTTATCTTGGTG
3’L-Nhel 55°C, Imn TGGAGGGCTAGCTTGAAAAGCTCCAT
jlp-gauche | Présence du fragment L TTGGTGTAAAACGAAATACAAA
jlp-droit 50°C, lmn AACTAAATCCTTGTTGGTTAGT
Sens d’insertion du
gfp-anti fragment L GACTTGAAGAAGTCGTGCTG
(associée a 5°’L-Nhel)
50°C, Imn
Pureté du recombinant
Zézette fin | Serp2-gfp (associée a ACCTTCATAAGCGACAGATG
jlp-gauche)
51°C, 2mn
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e Analyse de I’ADN par électrophorese :

Les gels d’¢lectrophorese sont préparés avec 0,7 a 1,5% d’agarose (Proméga) et
0,5mg/ml de bromure d’éthidium (BET) en tampon TBE1X (Tris Borate EDTA). Apres
fusion, la solution est coulée sur un support plastique muni d’un peigne servant a former les
puits. Lorsque le gel a refroidi, le peigne est 6té et le gel immergé dans du TBE1X.

Les échantillons sont préparés en ajoutant 1/10° du volume de tampon de charge 10X
(200mM EDTA, 50% de glycérol et 0,2% de bleu de bromophénol). Les échantillons sont
chargés dans les puits. Un des puits est réservé au marqueur de poids moléculaire (marqueur
1kb Gibco BRL). Aprés migration & 80 volts pendant 30mn, le gel est observé sous
rayonnement UV puis photographié.

10)PROTEINES

e Purification de Serp2 :

La solution contenant la protéine Serp2 (produite au laboratoire grice a4 un systéme
baculovirus recombinant), est débarrassée des acides nucléiques qui la composent, par
I"utilisation du kit centricon Y10.

La protéine est remise en suspension et 1ml de cette suspension est dépos¢ dans le
réservoir a échantillon du kit monté¢ sur le filtrate vial.

1ml de Tris S0OmM pH 7 contenant des inhibiteurs de protéases, sont rajoutés avant de
centrifuger la suspension a 5000xg pendant 2 heures. L’opération est recommencée 3 fois.

Apres 8 heures de centrifugation, on estime que la protéine est correctement lavée.
Serp2 est remise en suspension dans du Tris puis, le retental vial est ajouté sur le montage qui
est renverse et centrifugé a 10000xg pendant 2mn. La protéine purifiée est récupérée dans
800ul de Tris puis elle est quantifiée par la méthode de Bradford.

¢ Dosage des protéines par la technique de Bradford :

On utilise une gamme étalon (Sérum Albumine Bovine : BSA) : tube A : 100ug/ml,
tube B : 75ug/ml, tube C: 50ug/ml, tube D : 40pg/ml, tube E : 30pg/ml, tube F: 20ug/ml,
tube G : 10pg/ml, tube H : eau distillée.

100ul de la dilution, dont la lettre correspond aux puits A & H d’une microplaque, sont
déposés en double dans les rangées 1 et 2. Les échantillons & doser sont dilués 100 fois de
fagon a obtenir 600l de chaque. Puis 200pul d’échantillon sont déposés en triple exemplaire,
dans les cupules A de la microplaque (A3-AS pour I’échantillon n°1, A6-A8 pour le suivant,
etc.). 100ul d’eau distillée sont déposés dans les cupules B & H. On effectue des dilutions de
Y2 en Y2 : 100ul de la cupule A sont mélangés aux 100ul d’eau de la cupule B, puis 100ul de la
cupule B sont prélevés et ajoutés aux 100ul d’eau de la cupule C, et ainsi de suite jusqu’a la
cupule G. 1l reste 200ul dans cette cupule : il faut en jeter la moitié€ ; la cupule H ne contient
que de I’eau.

Le réactif de Bradford (BioRad) est dilué au 1/5° (5ml de réactif pour 20ml d’eau
distillée). 200ul de réactif ainsi préparé sont ajoutés dans chacune des cupules. 15mn plus
tard, la plaque est lue dans le lecteur ELISA & 595nm.

La courbe DO= f(quantité) permet de déduire la concentration des échantillons par une
régle de trois.
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e Préparation d’anticorps polyclonaux anti-Serp?2 :

Les anticorps sont préparés en systéme homologue (lapin) et en systéme hétérologue
(mouton) par injection sous-cutanée de la protéine Serp2, purifiée et dosée précédemment.
Une prise de sang est effectuée sur les animaux, avant injection de Serp2, pour obtenir du
sérum préimmun TO. Trois injections de protéine sont effectuces a trois semaines d’intervalle
sur chaque animal.

- lapins : \

Deux lapins méles New Zealand White, 4gés de 2 mois, regoivent unel® injection de
250ug de Serp2 purifiée mélangés volume/volume avec de 1’adjuvant complet de Freund. Les
2°et 3° injections se composent chacune de 100ug de Serp2 purifiée mélangés volume/volume
avec de ’adjuvant incomplet de Freund.

- mouton :

Une brebis Lacaune, dgée de 3 mois, recoit unel™ injection de 2mg de Serp2 purifiée
mélangés volume/volume avec de 1’adjuvant complet de Freund. Les 2° et 3° injections se
composent chacune de 1mg de Serp2 purifiée mélangé volume/volume avec de I’adjuvant
incomplet de Freund.

Trois semaines minimum apres la derniére injection de Serp2, une prise de sang sur
tube sec est réalisée. Le sang recueilli est laissé 2 heures a 37°C puis les tubes sont placés 24
heures a 4°C. Les sérums sont récupérés par centrifugation a 800xg pendant 10mn et sont
conservés a —20°C. L’efficacité de la réponse en anticorps est vérifiée en Western Blot.

e Séparation des protéines par électrophorése :

Les plaques de verre, de 1’appareil a électrophorese, sont nettoyées 3 fois avec de 1’eau
additionnée de détergent en alternance avec de 1’éthanol, puis sont rincées a I’eau distillée.

Apres avoir monté les plaques et vérifié leur étanchéité, le gel de séparation est
préparé. Pour un gel de séparation a 10%, on mélange 10ml d’acrylamide 30% bisacrylamide
0,8% (12ml pour un gel 12% etc.), 3,75ml de Tris-HCI 3M pHS,8, 150ul de SDS 20%, 225ul
de persulfate d’ammonium 10% (préparé extemporanément) et on complete a 30ml avec de
I’eau distillée. Juste avant de couler le gel, il faut rajouter 15u1 de TEMED. Une fois que ce
gel est polymérisé, le gel de concentration est préparé en mélangeant 2,5ml d’acrylamide 30%
bisacrylamide 0,8%, Sml de Tris-HCl 0.5M pH6,8, 100ul de SDS 20% et 120ul de persulfate
d’ammonium 10%. Le volume est compléteé & 20ml avec de I’eau distillée. Juste avant de
couler le gel, il faut rajouter 15ul de TEMED. Apres la polymeérisation, les puits du gel sont
rincés a 1’eau distillée puis les plaques sont montées sur I’appareil a électrophorese (les joints
du corps central doivent étre humidifiés). La plaque inutilisée est également montée.

1/73 de tampon 4X (0,3M Tris-HCl pH6,8, 10%SDS, 40% glycérol, 20% -
mercaptoéthanol, 0,1% bleu de bromophénol) est ajouté a chaque échantillon de protéines.
Les échantillons doivent bouillir Smn a 100°C (il faut prévoir les marqueurs de poids
moléculaire). Les échantillons sont déposés dans les puits et le corps central est placé dans la
cuve.

On remplit la cuve supéricure puis la cuve inférieure avec du tampon de cuve 1X
(0.025M Tris-Cl pH8.3, 0.192M glycine, 0.1 SDS). La migration s’effectue a 70-120V pour le
gel de concentration, puis & 180-250V dans le gel de séparation. Si le gel migre la nuit, il faut
limiter a 130V. La migration se termine quand le bleu est 4 0,5 cm du bas. Le gel est démoulé
et le sens est marqué par découpage du coin en bas a droite. Le gel est fixé dans du méthanol
30%-acide acétique 10% pendant 30mn.
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Puis, éventuellement, le gel est coloré dans 0,3% de bleu de Coomassie, 30% de
méthanol, 10% d’acide acétique pendant 30mn a 37°C ou pendant 1h a température ambiante.
Le gel est ensuite décoloré dans du méthanol 30%-acide acétique 10% avant d’étre séché 1
heure sous vide a 80°C.

e Western Blot :

Les protéines sont séparées sur un gel 10% qui n’est pas coloré car il faut transférer les
protéines sur une membrane de nitrocellulose pour effectuer la détection immunologique.

Le gel de protéines est immergé 10mn dans du tampon de transfert (Glycine 39mM,
Tris 48mM, SDS 0.0375% dans méthanol). La membrane de nitrocellulose, découpée a la
taille du gel, est immergée 30mn dans ce méme tampon. 18 papiers-filtre whatman 1 chr de la
taille du gel a transférer sont découpés.

La cathode de I’appareil de transfert est humidifiée avec de 1’eau distillée. 6 papiers-
filtre, imbibés par capillarité¢ dans du tampon de transfert, sont placés au centre de la cathode.
Les bulles d’air sont enlevées. Une 2° couche de 3 papiers-filtre, puis la membrane de
nitrocellulose sont déposées. Le gel est placé sur la membrane. Le coin en bas a droite du gel
et celui de la membrane sont découpés pour les orienter. Les autres papiers-filtre, 3 puis 6,
sont placés par-dessus. Aucune bulle d’air ne doit persister. L’anode, humidifiée avec de I’eau
distillée, est placée sur I’ensemble. Le transfert s’effectue a 0,8 mA/cm? pendant 2h.

Apres transfert, la piste correspondant aux marqueurs est découpée. Le reste de la
membrane est bloqué pendant 1h a température ambiante dans du PBS1X pH7,2, 0,2% Tween
20 et 0,25% de gélatine. Puis, la membrane est lavée 3 fois pendant 15mn dans du
PBS/Tween 0,05%. La membrane est incubée une nuit a +4°C avec le sérum a tester dilu€ au
1/200° dans PBS/Tween 0,05% (le sérum préimmun sert de témoin négatif; un sérum
polyclonal anti-myxomatose, dilué au 1/500°, sert de témoin positif). Le lendemain, la
membrane est rincée 3 fois pendant 15mn dans du PBS/Tween 0,05%. Puis elle est incubée 1
heure a température ambiante dans 1’anticorps secondaire marqué.

Le sérum anti-lapin est un sérum Biorad a diluer au 1/2000° et qui est couplé a la
peroxydase. Le sérum anti-mouton est a diluer au 1/3000° et il est couplé a la phosphatase
alcaline.

Aprés I’incubation, on effectue 3 lavages de 10mn dans du PBS/Tween 0,05% et un 4°
dans du PBS normal (sans Tween) puis on procede a la révélation de la membrane avec le
révélateur appropri€.

Les anticorps anti-lapin sont révélés grice au TABLET de Sigma (dissoudre une tablet
argent et une tablet dorée dans 5 ml d’eau distillée et utiliser immédiatement) ; les anticorps
anti-mouton sont révélés grace au révélateur de phosphatase alcaline de Sigma (BICP/NBT
FAST Tablets).

e Préparation et solubilisation de membranes :

Deux flacons de 175c¢cm? (F175) de cellules RK13 et deux F175 de cellules Alexis sont
nécessaires. L’un des 2 flacons de chaque type cellulaire est activé par 100ng de LPS. Apres
une nuit de contact, chaque flacon est rincé 3 fois avec du PBS1X puis 20ml d’eau stérile sont
ajoutés. Au bout de 30mn a 1 heure a température ambiante, le lysat, récupéré dans des tubes
en verre, est centrifugé a 2000rpm pendant 10mn a 4°C. Le surnageant opalescent recoit des
inhibiteurs de protéases et le culot est repris dans 1ml de[Tris 20mM pHS,5, 1% Triton X,
inhibiteurs de protéases]. Les deux échantillons sont conservés sur glace. Le surnageant est
ultracentrifugé pendant 1h a 27000rpm a 4°C et le culot obtenu est repris dans 300l de RIPA
contenant des inhibiteurs de protéases avant d’étre mélangé au premier culot. Le mélange des
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deux culots est laiss¢ une nuit en chambre froide. Le lendemain, ce mélange est
ultracentrifugé a 35000rpm pendant 15mn, le surnageant obtenu est dosé par la méthode de
Bradford et conservé a —20°C.

e Préparation de protéines virales marquées >°S :

Des cellules RK13 ou Alexis confluentes sont infectées, sous 1ml, par du virus T1 ou
T1ASerp2 avec une MOI de 5 & 10, dans des boites de Pétri de 6cm de diametre (BP60). Les
milieux utilisés sont différents selon la souche cellulaire de la boite, en effet les fibroblastes
primaires (Alexis) ne supportant pas I’OptiIMEM a 2% de SVF, on utilise du DMEM a 5% de
SVF pour ces cellules. Les boites sont laissées 1h30mn a 1’étuve sous 5% de CO, en agitant
toutes les 10mn. L’inoculum est enlevé, les tapis cellulaires sont rincés avec du milieu sans
sérum puis 3ml de milieu (contenant du SVF) avec 100ug/ml de LPS (activation des cellules)
sont déposés sur chaque boite. Apres 2 heures de contact a 1’étuve, le tapis cellulaire est rincé
avec du MEM sans méthionine, puis 3ml de MEM sans méthionine sans SVF sont ajoutés
(étape de déplétion). Les boites sont laissées 1h a I’étuve puis I’étape de marquage est réalisée
en remplagant 1,5ml de milieu par 1,5ml de MEM sans méthionine a 4% de SVF et contenant
100pCi/ml de méthionine™®S. Les boites sont laissées une nuit a 1’étuve sous une atmosphére
a 5% de CO,.

e Préparation de cytosols :

La récolte de cytosols se fait soit apres une simple infection soit aprés une infection et
un marquage radioactif. Le surnageant des BP60 est remplacé par 3ml de RIPA (10mM de
Tris-HCl pH=8; Triton 0,2X; 15mM de NaCl; 600mM de KCI; 0,4mM de MgCl,)
contenant des inhibiteurs de protéases. Les boites sont laissées 3 heures sur un lit de glace.
Les lysats visqueux sont récoltés et centrifugés a10000xg pendant 90mn a 4°C.

Les surnageants, contenants les protéines virales et cellulaires, sont récupérés dans un nouvel
eppendorf et conservés a —20°C.

Par la suite les échantillons sont lavés avec du Tris pH7,5 50mM, 500mM de DTT et
contenant des inhibiteurs de protéases (kit centricon YM-3), ou bien regoivent du DTT
500mM pour les renaturer.

¢ Immunoprécipitation des protéines :

Chaque échantillon de protéines marquées est divis€ en deux parties avant d’étre mis
en contact avec le sérum : 20% de chaque €chantillon est mis au contact du sérum anti-T1
(1% de sérum par échantillon) et 80% d’échantillon protéique est mis en contact avec du
sérum anti-Serp2 issu de lapin (8% de sérum par €chantillon). Les mélanges antigene-
anticorps sont laissés en contact deux heures en agitation douce a température ambiante.

80ul de suspension de protéineA-Sépharose (Pharmacia) sont prélevés et mélangés a
Iml de Tris-HCI 50mM pHS, 0,5M NaCl + aprotinine. Puis le mélange est centrifugé pendant
5mn a 3500rpm. Le surnageant est éliminé de fagon a ce que chaque tube eppendorf contienne
40pl de protéineA-Sépharose.

Le mélange antigéne-anticorps est ajouté aux 40pul de culot protéineA-Sépharose et est
laissé en contact a température ambiante pendant 1 heure, en agitation douce, en vortexant
toutes les 15mn. Les mélanges sont ensuite centrifugés pendant Smn a 3500rpm.Le
surnageant est éliminé et le culot est rincé 6 fois avec 1ml de RIPA + aprotinine. Un dernier
ringage est effectué avec 1ml de Tris-HC] 50mM pHS, 0,5M NaCl + aprotinine. Le culot est
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repris dans 25ul de tampon échantillon 1X (0,1M de Tris-HCl pH6,8 ; 2% SDS; 10%
glycérol ; 5% B-mercaptoéthanol ; 0,05% bleu de bromophénol)

On fait bouillir les échantillons pendant 3mn avant de les centrifuger Smn & 3500rpm.
Les surnageants sont déposés sur gel de protéine avec un marqueur de poids moléculaire
précoloré et radioactif (Amersham).

Apres migration, le gel est démoulé, orienté et fixé puis séché 1h a 80°C. Le gel est
ensuite exposé a un filmB-Max dans une cassette radio. Au bout des 15 jours d’exposition, le
film est révélé par passages successifs dans un révélateur, un bain d’arrét et un fixateur. Le
film est lavé et séché a I’air libre avant d’étre observé.

e Transcription/traduction iz vitro :

On utilise le kit TNT de chez Proméga. En parall¢le de la transcription/traduction de
Serp2 radioactive (Serp2*), on réalise également la transcription/traduction de luciférase
(luciférase*) pour avoir un contrdle négatif.

Pour obtenir 100ul finaux par réaction, on mélange 50ul de lysat de réticulocytes, 4ul
de tampon de réaction, 2ul de RNA polymérase de T3 pour I’obtention de Serp2 (RNA
polymérase T7 pour I’obtention de luciférase), 2ul d’acides aminés sans méthionine a 1mM,
10pl de méthionine *°S 4 14mCi/m, 4pl d’inhibiteurs de ribonucléases a 40U/ul, 12ul d’eau
distillée. On mélange doucement en tapotant le tube avant d’ajouter 2ug d’ADN du plasmide
portant serp2 (obtenu par la méthode QIAGEN) sous un volume de 16ul ou 4ul de Control
DNA luciféraseT7 sous 16ul pour la traduction de la Luciférase. Les échantillons sont placés
deux heures dans un bain-marie & 37°C. L’ ARN résiduel est éliminé des échantillons par un
traitement par RnaseA pendant 15mn.

L’efficacité de la réaction est vérifiée en déposant 5ul de produit de traduction sur un
minigel de protéine 10% qui est exposé 8 jours a un filmp-Max.

e Interactions protéine/protéine sur membrane :

* Dot blot :

2 morceaux de membrane de nitrocellulose sont découpés et mis a tremper dans du
tampon de transfert (cf. western-blot) pendant 30mn. Puis les membranes sont placées sur
I’appareil a Dot Blot et les autres trous sont occultés par un film plastique. Apres avoir fait le
vide, les échantillons de protéines, dilués dans du Tris 20mM pH8,6, DTT 5mM et inhibiteurs
de protéases, sont déposés sur les membranes. On dépose également un spot de Serp2
purifiée. Les membranes sont ensuite rincées deux fois avec du PBS1X. Apres un séchage de
15mn, les membranes sont bloquées 1h dans du tampon de blocage (cf. western-blot). Chaque
membrane est rincée deux fois avec du Tris10mM pH7,5. Puis elle est mise en contact, une
nuit & 4°C dans un petit sac scellé, avec le produit de traduction qui est dilué dans du Tris
10mM pH7,5, DTT 10mM pour obtenir un volume suffisant pour le contact (environ 1ml). Le
lendemain, on effectue 3 ringages de 10mn avec du Tris 10mM pH7,5 puis les membranes
sont séchées sur un papier whatman. Les membranes sont enveloppées dans du film plastique
avant d’étre exposées 8 jours a un filmp-Max.

* Far Western :

Deux gels de protéines identiques & 12% sur lesquels migrent les échantillons
protéiques sont réalisés.

Deux membranes PVDF (Immobilon — Millipore) sont découpées a la dimension des
gels, et immergées 2 secondes dans du méthanol 100% puis Smn dans 1’eau déionisée. Puis
les membranes sont imprégnées pendant 10mn dans du tampon de transfert.
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Le transfert des protéines des gels sur les membranes est réalisé (cf. western-blot)
puis les membranes sont séchées a I’air ambiant. Les protéines sont renaturées en incubant les
membranes une nuit a 4°C dans du tampon SB (Hépes 10mM pH 7,2, MgCl, 10mM, NaCl
50mM, EDTA 0,1mM, DTT 1mM, glycérol 10%).

Le lendemain, les membranes sont saturées dans du tampon SB a 5% de BSA pendant
1 heure a température ambiante. Du tampon SB a 5% de BSA frais est préparé pour diluer
d’une part la protéine Serp2* et d’autre part la luciférase * (t¢émoin négatif). Les membranes
sont incubées une nuit & 4°C, chacune dans un des deux produits radioactifs. Apres S ringages
dans du tampon SB a 0.25% de BSA, les membranes sont séchées puis exposées 8 jours & un
filmp-Max.

e Interactions protéine/protéine en milieu liquide :

Chaque extrait protéique est dilué dans du Tris 10mM pH7,5, 0,1% de CHAPS, 10mM
de DTT pour obtenir un volume final de 25pl.

Chaque échantillon regoit 10 pl de Serp2* (produit de traduction) puis est mis a
incuber 1 heure a 30°C (bain-marie).

Apres avoir ajouté un mélange de bleu glycérol, les échantillons sont déposés sur un
gel non dénaturant (sans SDS). Apreés migration, le gel est démoulé, orienté, fixé et séché. Le
gel est exposé 10 jours a un filmpB-Max.
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II. RESULTATS ET DISCUSSION

1) CONSTRUCTION D’UN PLASMIDE PORTANT LA
PROTEINE DE FUSION SERP2-GFP

La construction d’un plasmide, portant la protéine de fusion Serp2-GFP, a déja été
réalisée lorsque nous débutons notre travail de these au laboratoire. Cependant, pour plus de
clarté, les étapes de la construction sont exposées.

La construction s’effectue a partir d’un vecteur, le plasmide pEGFP-F (CLONTECH).
Ce plasmide (figure 9) code pour une protéine, la GFP (green fluorescent protein), qui
apparait vert fluorescent lorsqu’elle est exposée a une longueur d’onde de 488nm (lumiére
bleue). A I’extrémité C-terminale de la séquence de EGFP se situe un signal farnésyl qui
dirige la protéine GFP dans la cellule. La face interne de la membrane plasmique est la
destination habituelle de la GFP. Le signal farnésyl doit étre supprimé pour permettre a la
protéine de fusion d’étre dirigée par Serp2.

Nhel 592
Promoteur
CMV

EGFP

BglII 1340

Farnesyl

r
Kana Pstl 1445

Polylinker
1492

A Figure 9 : Description du plasmide vecteur pEGFP-F.
Le promoteur est CMV (cytomégalovirus). Le plasmide présente une résistance a la kanamycine.

Le plasmide pEGFP-F est digéré par 1’enzyme Bglll, ce qui a pour effet de linéariser
I’ADN. Le site de restriction de BglII est situé a ’extrémité 5° de la séquence farnésyl. Puis le
plasmide linéarisé est ensuite digéré par I’enzyme Pst1 dont le site de restriction est situé a
Iextrémité 3’ de la séquence farnésyl. L’ADN plasmidique est ainsi débarrassé de la
séquence farnésyl et ses extrémités sont prétes pour une ligation avec les amplicons d’ADN
viral.

L’ADN génomique du virus T1 est extrait de cellules infectées. La région d’ADN
viral longue de 200pb, situées apres le promoteur de Serp2, est appelée R. Ce fragment R est
amplifié par PCR. Les amorces, 5’R-BgllI et 3’R-Pst1, sont dessinées de fagon a contenir un
site de restriction enzymatique. L’amplicon est double digéré par les enzymes BglII et Pstl.
Cet amplicon est prét pour une ligation avec le plasmide double digéré.
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Figure 10 : Construction d’un plasmide portant la protéine de fusion Serp2-GFP.
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Le transformant, appelé pEGFP-R, est sélectionné par PCR (amorces 5°’R-BgllI et 3°’R-Pstl)
puis digéré par Nhel. .

La portion du génome du virus myxomateux, constituée de 270pb comprenant la fin de
la séquence de MHR3 et les trois premiers acides aminés de Serp2, est appelée L. Cette
séquence est amplifiée par PCR (amorces 5°L-Nhel et 3°L-Nhel). Puis ’amplicon est digéré
par Nhel pour permettre son insertion sur pPEGFP-R déja digéré par Nhel.

Cette deuxiéme ligation permet 1’obtention d’un plasmide recombinant portant le
fragment L de Serp2 (contenant le promoteur) en amont de la GFP et le fragment R en aval.
Ce plasmide, qui ne contient plus de signal farnésyl, est appelé pSerp2-GFP (figure 10).

8 clones bactériens potentiels sont ainsi obtenus. Ils sont remis en culture puis I’ADN
est extrait par miniprep.

La validité de la construction est vérifiée de trois fagons :

e Par PCR: il s’agit de vérifier que les deux séquences d’ADN viral (R et L)
sont bien insérées sur le plasmide et, en ce qui concerne la séquence L, qu’elle
est dans le méme sens que la GFP.

e Par transfection des plasmides pEGFP-F et pEGFP-R (ou GFP conserve son
promoteur) sur labteks de cellules RK13, on désire observer 1’expression de la
protéine GFP sauvage et de la GFP en fusion avec le fragment R, au
microscope a fluorescence.

e Par séquengage (GENOME-EXPRESS) on vérifie que la construction obtenue
est bien celle attendue sans décalage de phase et sans mutation.

2) VERIFICATION DE LA CONSTRUCTION PAR PCR

* Présence du fragment R :

La PCR utilise les amorces 5’R-Bglll et 3°’R-Pstl. La mise en évidence de la présence
d’un fragment de 217pb prouve la présence de I’insert droit, R, sur le plasmide et ce fragment
comportant deux extrémités différentes il ne peut s’insérer que dans le méme sens que la GFP.
On obtient ainsi 8 clones ayant inséré le fragment R.

* Présence du fragment L :

La PCR utilise les amorces 5’L-Nhel et 3°’L-Nhel. Ces deux amorces permettent
simplement de mettre en évidence la présence ou 1’absence du fragment L que I’on attend a
270pb. La présence du fragment L avec les amorces 5’L-Nhel et 3’L-Nhel, n’a pas ét€ mise
en évidence. Ce couple d’amorces donne de mauvais résultats a la PCR, cela est peut-étre dii
au fait qu’elles sont situées a cheval sur le site de clivage et que, de ce fait, une grande partie
de I’amorce ne s hybride plus. C’est pourquoi deux autres amorces situées dans le fragment L,
aux extrémités gauche et droite, sont utilisées pour valider la présence de L : jlp-gauche et jlp-
droit. Elles montrent que 4 des 8 clones de départ portent, en plus du fragment R, le fragment
L. Mais les deux extrémités du fragment L étant identiques (simple digestion par Nhel) celui-
ci peut s’insérer de deux fagons sur le pPEGFP-R, donc il faut vérifier le sens d’insertion de L.

* Sens du fragment L (figure 11) :

Pour cela, on effectue une premi¢re PCR avec les amorces jlp-gauche et gfp-anti (une
nouvelle amorce située dans le cadre de lecture de la GFP et qui amplifie vers ’extrémité 5°).
Si le fragment L est inséré dans le bon sens alors on attend un fragment amplifié¢ a 520pb.
Deux plasmides (a et b) sont testés en PCR avec les amorces jlp-gauche et gfp-anti (pistes 2
et 3). On n’obtient aucun amplicon donc soit la PCR n’a pas marché soit le fragment L est
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inséré dans le mauvais sens. Une deuxieme PCR de vérification du sens du fragment L sur ces
deux méme plasmides est réalisée avec les amorces 5°L-Nhel et gfp-anti. On attend la
présence d’un amplicon a 540pb si le fragment L est dans le bon sens. Sur les deux plasmides
testés avec 5’L-Nhel et gfp-anti (pistes 4 et 5), un seul révele la présence d’un fragment
amplifié a 540pb (piste 5) et donc, ce plasmide porte le fragment L dans le méme sens que la
GFP.

Par ailleurs, une PCR de vérification de la présence du fragment R sur ces deux
plasmides est réalisée avec les amorces 5’R-Bglll et 3’R-Pstl (pistes 6 et 7). Les deux
plasmides portent effectivement le fragment R (fragment amplifié a 217pb).

fragment 2
540pb

fragment 3
217pb

Figure 11 : Analyse PCR de ’ADN plasmidique Serp2-GFP.
Le premier puits contient le marqueur de poids moléculaire. Deux plasmides (notés a et b) sont testés
avec trois couples d’amorces. Les pistes 2 et 3 utilisent les amorces jlp-gauche et gfp-anti ; les pistes 4
et 5 les amorces 5°L-Nhel et gfp-anti ; les pistes 6 et 7 les amorces 5’R-BgllI et 3’R-Pstl. Les deux
premiéres PCR sont destinées a tester les sens d’insertion du fragment L et la derniére permet de
vérifier que les deux plasmides portent effectivement le fragment R.

Sur les 8 clones, un seul porte R et L dans le méme sens que la GFP.

3) VERIFICATION DE L’EXPRESSION DE LA GFP PAR
TRANSFECTION SUR CELLULES RK13

On réalise des transfections sur labteks de cellules RK13 avec le plasmide pEGFP-F
(sauvage) qui sert de témoin positif et avec le plasmide pEGFP-R.

Aucune fluorescence verte, caractéristique de I’expression de la GFP, n’est observée.

Le plasmide pEGFP-R porte, a la place du signal farnésyl, le fragment R du géne de
Serp2 mais le promoteur de la GFP n’est pas modifié par rapport au plasmide sauvage. Un
repliement spatial de la protéine de fusion GFP-R, empéchant I’expression de la GFP, semble
peu probable car le fragment R n’est long que de 200pb.

Deux hypotheses restent a envisager : soit les nombreuses contraintes techniques de la
transfection ne sont pas contournées ; soit la protéine de fusion du plasmide ne s’exprime pas
par suite d’une mutation intervenue sur le génome. En effet, la méthode PCR qui permet
’obtention des inserts peut introduire des mutations dans les séquences amplifiées.
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Pour écarter cette deuxiéme hypothése, le séquengage des inserts du plasmide pSerp2-
GFP est réalisé.

4) VERIFICATION DE LA CONSTRUCTION PAR
SEQUENCAGE

Le séquencage des inserts (GENOME-EXPRESS) montre que la phase est bien
respectée et qu’il n’y a pas de mutation. La construction est bien telle qu’on 1’attend.

SNRNIOVNCCTAGCGCTACCGGTCGCCACCATGGTGA
AGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGCTGGACG
GCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCG 3°

Figure 12 : Séquencage de ’insert L de pSerp2-GFP (amorce 5’L-Nhel).
La séquence L qui comprend la fin de la séquence de MHR3 (sur fond gris) et le début de 1a séquence
de Serp2 (sur fond noir) s’enchaine sur la séquence de la GFP (sur fond blanc).

GTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGCTTCTCGT
TGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAG
CACGGGGCCGTCG 3°

Figure 13 : Séquencage de I’insert R de pSerp2-GFP (amorce 3’R-Pst1).
La séquence R est sur fond gris et 1a séquence de 1a GFP sur fond blanc.

Etant donné les résultats du séquengage, la transfection pour la recombinaison avec le
virus T1 est réalisée.

5) VIRUS RECOMBINANT

L’obtention d’un virus recombinant (figure 14) exprimant la protéine de fusion Serp2-
GFP nécessite d’infecter des cellules RK13 par le virus T1 sauvage et de les transfecter avec
le plasmide portant la protéine de fusion. L’événement de recombinaison produit des virus
recombinants avec une fréquence de 3 a 4 pour 100000 plages de lyse. 1l importe donc d’avoir
un crible de sélection pour repérer les virus recombinants. Chaque plage de lyses est observée
au microscope a fluorescence en lumicre bleue. L’expression de la GFP est repérée par une
fluorescence verte des plages de lyses. Sur 10 BP100 observées, 29 plages vertes sont
prélevées.

5 des 29 recombinants potentiels prélevés sont étalés sur P6, un seul donne
effectivement des plages vertes spécifiques qui sont prélevées puis réétalées. On préleve les
plages fluorescentes aux dilutions les plus fortes pour éviter au maximum la persistance du
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Figure 14 : Obtention du virus recombinant T1-[Serp2-GFP].

virus sauvage. Aprés la 5° purification (figure 15), on réalise trois amplifications avec les 5
dernic¢res plages de recombinants prélevées pour obtenir le virus grande quantité. Les 5
produits de la derniére amplification sont appelés J, K, L, M et N. Cependant, la
contamination par le virus sauvage est toujours possible. Le recours a la PCR permet de
vérifier la présence ou I’absence d’ADN de type sauvage dans les recombinants amplifiés.

La PCR se fait avec une amorce dans le fragment L et une amorce dans le fragment R.
Il s’agit d’amplifier I’ADN, du virus recombinant, de part et d’autre de la GFP. La différence
de longueur du fragment amplifié chez le virus sauvage et chez le recombinant est de 750pb
(correspondant a la GFP), elle est observable sur gel.

En raison des mauvais résultats obtenus en PCR, deux couples d’amorces sont
utilisés : 5°L-Nhel et 3’R-Pstl ou jlp-gauche et Zézette fin. L’amplicon sauvage est attendu
aux alentours de 470pb avec le premier couple d’amorces (ou 950pb avec le 2° couple) alors
que le recombinant doit montrer un fragment de 1220pb (ou 1700pb). Si seul le long fragment
est représenté alors le recombinant n’est pas contaminé par du virus sauvage.

La PCR utilisant les amorces 5°L Nhel et 3’R Pstl montre que 3 recombinants J, K et
M sont contaminés. L et N ne donnent aucun résultat avec ce couple d’amorces.

La PCR avec les amorces jlp-gauche et Zézette fin (figure 16) met en évidence la
pureté du recombinant N (piste 6) et confirme la contamination de K et M (piste 3 et 5) par du
virus sauvage. J et L (piste 2 et 4) ne donnent aucun résultat avec ce couple d’amorces.

Sur 5 recombinants testés en PCR, 1 recombinant pur est identifi¢é (N) ; 3
recombinants (J, K et M) sont contaminés par du virus sauvage ; le 5° ( L) ne donne aucun
résultat.
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Figure 16 :Test de pureté par PCR.

Le premier puits contient le marqueur de poids moléculaire. Les pistes 2, 3, 4, 5 et 6 contiennent de
I’ADN de J, K, L, M et N (plages vertes prélevées aprés 5 cycles de purification) amplifié avec les
amorces jlp-gauche et Zézette fin. Les pistes 7 et 8 contiennent de ’ADN T1 qui sert de témoin
positif.
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6) EXPRESSION DE LA PROTEINE DE FUSION

La vérification de I’expression de la protéine de fusion portée par le virus
recombinant, T1-[Serp2-GFP], s’effectue par immunoprécipitation.

Des cellules RK13 sont infectées par du virus T1, T1ASerp2 et par du virus
recombinant T1-[Serp2-GFP] (on utilise les recombinants N et L). On procede au marquage
333 des protéines puis 4 I’immunoprécipitation avec du sérum anti-Serp2 issu de lapin.

Lors de la révélation du film, on observe une bande aux alentours de 60kDa, sur les 2
pistes contenant des protéines de cellules RK13 infectées par les virus recombinants N et L,
qui correspond au poids moléculaire attendu pour la protéine de fusion Serp2-GFP. De plus, il
n’y a pas de bande aux environs de 34kDa (Serp2 sauvage) sur ces deux pistes alors que cette
bande apparait sur la piste contenant des protéines de cellules RK 13 infectées par du virus T1.

Deux virus recombinants T1-[Serp2-GFP], N et L, non contaminés par du virus
sauvage et exprimant la protéine de fusion Serp2-GFP, sont obtenus.

7) FONCTIONNALITE DE LA PROTEINE DE FUSION

a) Test in vivo de fonctionnalité du recombinant :

Afin de vérifier que I’introduction de la séquence de la GFP sur le génome du virus
myxomateux n’a pas entravé la fonctionnalité de Serp2, I’inoculation du virus recombinant
T1-[Serp2-GFP] a des lapins, est réalisée. L’évolution de la maladie est comparée a celle d’un
lot de lapins inoculés avec du virus sauvage et d’un lot inoculé avec du virus mutant délété en
Serp2. Le but est de rapprocher, de ’'une de ces deux évolutions, le lot de lapins inoculés avec
le recombinant.

L’évolution clinique est suivie quotidiennement.

Photo 1 : Lapin a J12 post inoculation par du virus T1-[Serp2-GFP].
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La photo 1 montre I’évolution de 1a maladie chez les lapins inoculés avec le virus
recombinant. Les symptomes observés (blépharoconjonctivite, cedeéme génital) sont typiques

de la myxomatose classique.

Tableau 3 : Comparaison clinique de I’infection par T1, T1ASerp2 et T1-[Serp2-GFP].

Lot N°1 : deux lapins
inoculés avec du virus T1

Lot N°2 : deux lapins inoculés
avec du virus T1ASerp2

Lot N°3 : six lapins inoculés avec du virus
T1-[Serp2-GFP]

13 Les Iésions sont localisées au point d’inoculation. Il n’y a pas de différence notable entre les trois lots de

a lapins a ce stade.
J5
La lésion du point La Iésion du point d’inoculation Les lapins du lot N°3 présentent, en
J6 d’inoculation est ronde, | est ronde, diffuse et de 3 cm de majorité, un cedéme génital et une

a chaude et cedémateuse. Une

diamétre. L’état général est

respiration bruyante. Ils se différencient du

J7 | baisse de I’état général est normal. lot N°2. Les symptomes se rapprochent de
observée (cedéme génital, ceux observés dans le lot N°1.
dyspnée).
De trés importantes L’inflammation est diffuse sur | Des écoulements purulents au niveau des
surinfections bactériennes les oreilles. Il n’y a pas de mugqueuses nasales et oculaires sont
des muqueuses nasales surinfection bactérienne de observés. L appétit est trés diminué et les
J8 entrainent une dyspnée I’appareil respiratoire. Les animaux sont affaiblis.
profonde. Les animaux animaux présentent un début de
présentent une blépharoconjonctivite.
blépharoconjonctivite
purulente.
Les yeux sont fermés. Les | On observe des surinfections L’ oreille droite est entiérement épaissie.
myxomes secondaires bactériennes des muqueuses | Des myxomes secondaires apparaissent sur
apparaissent sur les oreilles, | nasales et respiratoires. Les le pavillon ainsi que sur les pattes.
J9 | laface, le dos, les pattes et myxomes secondaires sont L’cedéme génital est trés prononcé. Les

a les organes génitaux.

absents ou trés peu nombreux.

yeux et les narines sont fermés par du pus.

J12 | Les animaux sont prostrés La respiration est difficile. Les animaux
et ne s’alimentent plus. sont trés abattus, I’appétit baisse et un
faciés 1éonin est observé. A ce stade,
I’évolution est typique de la myxomatose.
On observe une régression des
J13 100% de mortalité symptdmes avec un taux de 100% de mortalité

survie de 70%.

In vivo (tableau 3), le virus recombinant se comporte comme du virus sauvage et non
comme T1ASerp2. L’introduction de la séquence de la GFP, sur le génome du virus
myxomateux, n’empéche pas le fonctionnement de Serp2.

b) Résultats histologiques :

L’analyse histologique du myxome primaire (photo 2 A et C), prélevé a J8 sur des
lapins infectés par du virus T1, révele une dermatite périvasculaire marquée. Un cedéme diffus
et une mucinose sévére ainsi que des hémorragies interstitielles sont observés. Des cellules
hétérophiles s’accumulent dans le myxome. En revanche, les myxomes primaires issus de
lapins infectés par du virus T1ASerp2 (photo 2 B et D), sont moins développés que ceux du
lot T1. Les Iésions sont moins hémorragiques. La réaction inflammatoire passe rapidement en
phase cellulaire. On constate une importante infiltration de cellules mononucléées (histiocytes
et lymphocytes) a J8.
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Les nceuds lymphatiques issus du lot infecté par T1, présentent une lymphadénite
marquée avec la présence de myxomes secondaires alors que dans le lot T1ASerp2, on
constate une trés forte diminution du nombre de lymphocytes et 1’absence de myxomes
secondaires.

L’analyse histologique des prélévements effectués sur des lapins inoculés avec le virus
recombinant T1-[Serp2-GFP], montre des 1ésions identiques a celles constatées sur le lot T1.
Le virus recombinant se comporte comme.le virus sauvage au niveau des tissus.
L’introduction de la GFP sur le génome du virus myxomateux n’entrave pas le
fonctionnement de Serp2. Le virus recombinant, T1-[Serp2-GFP], est un virus myxomateux
de phénotype sauvage.

Photo 2 : Coupes histologiques de myxomes primaires a J8 post inoculation.
A et C : Myxomes de lapins infectés par du virus T1 ou T1-[Serp2-GFP].
B et D : Myxomes de lapins infectés par du virus T1ASerp2.

8) UTILISATION DU VIRUS RECOMBINANT T1-[Serp2-
GFP]

a) Microscopie confocale :

Apres une infection par le virus myxomateux, I’ADN viral est transcrit puis traduit
dans le cytoplasme de la cellule. Les protéines virales ainsi synthétisées se dirigent vers leurs
cibles cellulaires. Le virus recombinant T1-[Serp2-GFP] permet la synthése de la protéine
Serp2 présentant une fluorescence verte et toutes ses capacités d’origine. L’observation de
préparations de cellules, infectées par ce recombinant, au microscope confocal doit permettre
de définir la destination cellulaire de Serp2. Les propriétés de Serp2 n’étant pas altérées par la
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présence de la GFP, la destination de Serp2 du virus mutant ne doit pas étre modifiée par
rapport a la destination de la protéine Serp2 sauvage.

Deux labteks de cellules RK13 et deux de cellules Alexis sont préparées pour étre
infectées par du virus recombinant T1-[Serp2-GFP]. La cinétique de propagation du virus
étant mal connue, les temps de fixation (T6h, T15h) sont choisis au hasard. L.’observation des
lames au microscope confocal permet de visualiser les différentes structures cellulaires ainsi
que la fluorescence éventuelle de la GFP.

Il n’y a pratiquement pas de fluorescence spécifique sur les lames de cellules Alexis.
Alors, on peut émettre deux hypotheses : soit les cellules Alexis ne sont pas des cibles du
virus recombinant (ce qui est peu probable étant donné les caractéristiques de la maladie) soit
les temps de fixation ne sont pas adaptés a la cinétique de propagation virale dans ce type
cellulaire.

Sur les cellules RK13, la fluorescence est facilement observée. A T6h, Serp2 est
cytoplasmique (elle n’a certainement pas encore interagit avec sa cible). A T15h, Serp2 est a
nouveau cytoplasmique (1’interaction Serp2/cible a déja eu lieu).

Les deux illustrations ci-dessous représentent des préparations de cellules RK13
infectées par du virus recombinant T1-[Serp2-GFP] et photographiées a T36h post infection :
la fluorescence de la GFP est cytoplasmique.

Photo 3 : Cellules RK13 infectées par du virus T1-[Serp2-GFP] a T36h post infection et
observées au microscope confocal.
A gauche : Vision globale du tapis cellulaire.
A droite : Fort grossissement.

b) Repérage des populations de cellules infectées en cytométrie de flux :

Afin d’approfondir les connaissances sur le tropisme cellulaire du virus myxomateux,
des prises de sang sont réalisées, sur les lapins infectés par le virus recombinant, lors de
I’expérience de suivi clinique (cf. 7a). Apres une lyse des globules rouges les échantillons
sont analysés par un cytometre de flux (FACS Calibur TM de chez Becton Dickinson) pour
mettre en évidence la fluorescence de la GFP, et donc la présence du virus, dans la lignée
blanche. Les prises de sang sont réalisées a J3, J4, J10 et J12. Un échantillon de sang, prélevé
sur un lapin sain, est lu au cytometre afin de calibrer 1’appareil, ¢’est a dire de fixer le seuil
d’autofluorescence des cellules vierges. Le cytomeétre permet de distinguer, en fonction de la
taille et de la granulométrie, 3 types de populations cellulaires : les lymphocytes (au repos ou
activés ; les lymphocytes activés et les monocytes sont confondus), les polynucléaires et les
macrophages.
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Lors des prises de sang réalisées a J3 et J4, une seule fluorescence est observée, il
s’agit de I’autofluorescence des cellules. Il n’y a pas de fluorescence spécifique de la GFP.

Lors des prises de sang réalisées a J10, les lymphocytes au repos ne présentent pas de
fluorescence spécifique. Par contre, on note un net décalage entre le pic de fluorescence des
lymphocytes activés/monocytes du lapin sain et le pic de fluorescence de ces cellules des
lapins inoculés avec le recombinant (graphique 1). On peut donc conclure a la présence de
virus recombinant soit dans 1’un de ces deux types cellulaires soit dans les deux.

o
(=
™~ 4 .
o] ,{ix‘ L nen-infects
[ -
-] )E’ L infecte
P ]
= 7 3
o ] |
It [ B
$-:1 E/ g‘n 13
i . KA
oﬂvm- T "'ILVp. ey LB | " L ey ¥ LI e g
100 10! 102 10° 104
GFP

Graphique 1 : Comparaison de I’intensité de fluorescence des lymphocytes
activés/monocytes d’un lapin non infecté et des lymphocytes activés/monocytes d’un
lapin infecté par du virus recombinant a J10 post inoculation.

En abscisse, on mesure 1’intensité de fluorescence et en ordonnée le nombre de cellules.

Les cellules du lapin sain (utilisées pour calibrer I’appareil) sont conservées pour étre
infectées par du virus recombinant in vitro. Puis, au bout de 24 heures, elles sont lues au
cytometre. On obtient alors deux signaux de fluorescence bien distincts (graphique 2). Le
signal émis par la GFP se différencie nettement de I’autofluorescence des cellules. Les
résultats quant aux types cellulaires infectés sont : 2.6% de lymphocytes au repos et 12.34%
de lymphocytes activés (en effet le mode de culture fait que les monocytes restent collés au
fond de la boite et ne sont donc pas récupérés).
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Graphique 2 : Comparaison de ’intensité de fluorescence de lymphocytes activés non
infectés et de lymphocytes activés infectés in vitro par du virus recombinant.
En abscisse, on mesure I’intensité de fluorescence et en ordonnée le nombre de cellules.

Lors des prises de sang réalisées a J12, le décalage entre les deux pics de fluorescence
est moins net qu’a J10. Ce phénoméne peut s’expliquer par le fait que les lapins sont dans le
stade terminal de la maladie.

In vivo, le virus myxomateux présente un tropisme particulier pour les lymphocytes
activés et/ou pour les monocytes. /n vitro, le tropisme pour les lymphocytes activés est
confirmé.
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¢) Comparaison du virus T1-[Serp2-GFP] avec un autre mutant, MV-LAP":

Le gene MV-LAP est soupgonné d’€tre a 1’origine d’une diminution du nombre des
molécules du CMHI a la surface des cellules infectées par le virus myxomateux (GUERIN et
al, manuscrit en préparation). Afin de vérifier cette hypothese, un virus mutant de phénotype
MV-LAP™ est construit. Le géene MV-LAP est remplacé par le géne lacZ. Le gene lacZ
présente 1’avantage d’étre repérable au cytometre de flux (grice & des anticorps anti-lacZ
marques). La lecture des échantillons de cellules infectées par le mutant lacZ permet d’obtenir
le taux de molécules du CMH1 a la surface des cellules infectées par un virus de phénotype
MV-LAP". Ce taux doit étre comparé a celui de cellules infectées par un virus de phénotype
MV-LAP" pour pouvoir conclure. Le virus mutant T1-[Serp2-GFP] est de phénotype MV-
LAP" et est repérable au cytométre de flux grice a la fluorescence FITC de la GFP. Le
cytométre peut ainsi mesurer le taux de molécules du CMHI1 a la surface de cellules
effectivement infectées par un virus MV-LAP”.

La comparaison entre les taux de molécules du CMH1 obtenus apres infection par un
virus MV-lacZ (de phénotype MV-LAP") et un virus T1-[Serp2-GFP] (de phénotype MV-
LAP") permet de démonter I’intervention du géne MV-LAP dans la régulation du nombre des
molécules du CMHLI a la surface des cellules infectées par du virus myxomateux.

La construction d’un virus recombinant T1-[Serp2-GFP] fournit un nouvel outil de
recherche trés intéressant. En effet, les propriétés de fluorescence de la GFP permettent de
repérer la présence du virus dans une cellule [16]. Ce repérage peut se faire avec différents
appareils : un microscope confocal, un microscope a fluorescence (la GFP est visible & un
longueur d’onde de 488nm) ou un cytometre de flux (fluorescence de la GFP en FITC). Ces
deux derniers appareils sont facilement accessibles contrairement au microscope confocal. Le
microscope a fluorescence ne permet que I’observation de cultures monocouches de cellules
fixées sur un support. Le cytometre permet, lui, de lire des échantillons de cellules en
suspension ce qui élargit le nombre de types cellulaires pouvant étre analysés. Le cytométre
trie les types cellulaires et compte les cellules. Cela permet d’aboutir rapidement au
pourcentage de cellules infectées par le virus recombinant dans tel ou tel type cellulaire.

De plus, I’introduction de la séquence de la GFP sur le génome du virus myxomateux
ne modifie pas le pouvoir pathogene. /n vivo, le virus myxomateux recombinant présente la
virulence du type sauvage. La pureté du virus recombinant est avérée, la similitude du
comportement des deux virus ne peut pas étre due & une contamination du virus recombinant
par le virus sauvage.

Ce virus recombinant va permettre d’approfondir les connaissances sur le tropisme
cellulaire du virus myxomateux [67].

T1-[Serp2-GFP] a déja été utilis€¢ pour élucider le role de MV-LAP, un nouveau
facteur de virulence du virus myxomateux (GUERIN et al, manuscrit en préparation).
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9) PRODUCTION ET UTILISATION D’ANTICORPS ANTI-
SERP2

a) Production d’anticorps anti-Serp2 et vérification de leur efficacité :

Une protéine Serp2, produite en baculovirus, est disponible au laboratoire. Elle est
purifiée puis analysée sur gel de protéine pour vérifier son intégrité (poids moléculaire). On
obtient une bande juste au-dessus de 32.7kDa qui correspond au poids moléculaire attendu
pour Serp2 (figure 17). La protéine purifiée est ensuite dosée par la méthode de Bradford, on
obtient une concentration de 5.3mg/ml. La quantité de départ était de 8mg donc il ya eu

Taille en kDa

,;g’.;:.

34kDa e

Figure 17 : Gel d’électrophorése de la protéine Serp2 purifiée.

beaucoup de pertes au cours des ringages successifs. Deux lapins et un mouton regoivent la
protéine purifiée. Un mois apres la troisieme injection, leurs sérums sont récoltés et testés en
Western Blot pour leur capacité a reconnaitre Serp2 virale.

Il s’agit de repérer une bande présente avec le cytosol de cellules infectées T1, absente
sur les autres cytosols (cellules non infectées et cellules infectées T1ASerp2) et qui se situe
aux alentours de 34kDa. Aucune bande spécifique n’est observée ni avec les sérums de lapins
ni avec le sérum de mouton (malgré la concentration des cytosols avant de tester le sérum de
mouton). Un important bruit de fond est observé avec les sérums immuns.

Les quantités de protéines déposées sont peut-étre insuffisantes ou les cytosols 10
heures ne permettent pas une synthése de Serp2 assez importante pour pouvoir réagir. On ne
sait pas non plus si ’anticorps apparait bien en Western Blot. La derniére hypothése est que
Serp2 n’est peut-€tre pas immunogene.

11 faut donc tester 1’anticorps avec la protéine qui a servi a sa production.

Deux quantités de Serp2 purifiée sont déposées sur un gel d’électrophorese. Le
Western Blot est réalisé avec les deux sérums de lapins, avec un sérum polyclonal anti-
myxomatose (issu de lapin) et avec le sérum de mouton.

Cette fois on observe 2 bandes (avec les sérums de lapin et avec le sérum de mouton) :
une bande aux alentours de 27kDa pouvant étre une forme dégradée de Serp2, et une autre
bande aux environs de 66kDa pouvant étre un dimére de Serp2. On peut donc repousser les
deux dernieres hypotheses : Serp2 est immunogene et I’anticorps anti-Serp2 apparait bien en
Western Blot.
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b) Utilisation des anticorps :

Une immunoprécipitation est réalisée dans deux types cellulaires (RK13 et Alexis),
infectés par le virus sauvage T1 ou par le virus T1ASerp2 (figure 18). Le virus mutant Serp2™
permet de révéler les interactions antigénes-anticorps non spécifiques ; donc seules les bandes
n’apparaissant qu’avec le virus T1 représentent des cibles potentielles de Serp2. L’incertitude
quant a la capacité des anticorps anti-Serp2, a reconnaitre Serp2 virale, est levée par
I’utilisation, en paralléle, d’anticorps polyclonaux anti-myxomatose.

Aprés le marquage des protéines virales a la *>S méthionine, tous les échantillons sont
renaturés par du DTT. Le DTT est un protecteur des groupements thiols. Ces groupements
jouent un role important dans le repliement de Serp2 et sont donc essentiels pour conserver la
capacité de Serp2 a interagir avec sa cible.

Sur les pistes correspondant aux cellules RK13, on observe un doublet migrant a 33 et
35 kDa pour les cellules infectées par du virus T1 et qui est absent sur les pistes de cellules
RK13 infectées T1ASerp2. Ces 2 bandes correspondent aux poids moléculaires attendus pour
Serp2 et sa forme clivée (aprés interaction avec sa cible). Aucune autre bande spécifique n’est
observée sur les pistes correspondant au virus T1.

Les cellules RK13 possédent la cible de Serp2 mais I’immunoprécipitation des
protéines en RIPA ne permet pas de conserver les interactions serpin/cible et donc d’identifier
la (ou les) cible(s).

Sur les pistes correspondant aux cellules Alexis infectées T1, le doublet 33/35kDa
n’est pas observé. Cela fait place a deux hypotheses : soit les cellules Alexis ne possedent pas
la cible de Serp2, soit la différence de cinétique de propagation virale entre les cellules RK13
et Alexis explique cette absence (le signal, plus précoce dans les cellules Alexis a déja
disparu).

L’immunoprécipitation en RIPA ne donne pas de résultat quant aux cibles potentielles
de Serp2, une autre stratégie est adoptée en utilisant directement Serp2 radiomarquée.
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Figure 18 : Inmunoprécipitation de protéines en RIPA.

La piste 1 contient un marqueur de poids moléculaire. Les pistes 2 et 3 contiennent des protéines de
cellules RK13 infectées par du virus T1 (piste 3 : I’échantillon est rincé) ; la piste 4 des protéines de
cellules RK13 infectées par du virus T1ASerp2 ; la piste 5 sert de témoin (cellules RK13 non
infectées) ; les pistes 6 et 7 contiennent des protéines de cellules Alexis infectées par du virus T1 (piste
7 : ’échantillon est rincé). Les pistes 2 & 7 sont immunoprécipitées par un anticorps anti-Serp2 de
lapin. Les pistes 8 & 13 contiennent les mémes échantillons mais I’immunoprécipitation se fait avec un
anticorps anti-T1.

Une autre immunoprécipitation (figure 19) [15], réalisée avec du tampon NP40,
permet de révéler des cibles potentielles de Serp2. Les pistes impaires contiennent des
protéines de cellules RK13 infectées T1 et les pistes paires des protéines de cellules RK13
infectées T1ASerp2. Les pistes 1 et 2 (tampon RIPA) servent de témoins.

La piste 3 présente des bandes a 43, 37, 20 et 16kDa qui sont absentes sur la piste 4.
Ces protéines ont des poids moléculaires correspondants a ceux de certaines caspases [17] :
10, 16 ou 20kDa pour ICE ou caspasel ; 35 ou 37kDa pour la caspase9 ; 43kDa pour la
caspase8. Les caspases sont une famille de protéases dont le site actif contient une cystéine et
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dont la cible protéique contient un acide aspartique. Les caspases interviennent dans le
déroulement de la cascade protéolytique conduisant a 1’apoptose.

Les pistes 5 et 6 (tampon NP+DMS) montrent que le cross-linking ne fait pas
apparaitre de cibles supplémentaires.
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Figure 19 : Immunoprécipitation de Serp2 et de ses cibles a partir de cellules RK13 [15].
La piste 1 contient un marqueur de poids moléculaire. Les protéines de cellules RK13 infectées par du
virus T1 (pistes 1, 3 et 5) ou du virus T1ASerp2 (pistes 2, 4 et 6) sont marquées a la *>S méthionine et
immunoprécipitées avec un anticorps anti-Serp2. Les tampons utilisés sont le RIPA dans les pistes 1 et

2 et le NP40 dans les pistes 3, 4, 5 et 6 ; Le DMS est utilisé pour réaliser un cross-linking (pistes 5 et
6).

10)REPERER LES PROTEINES CIBLES GRACE A SERP2
RADIOMARQUEE

a) Transcription/traduction in vitro de Serp2 radiomarquée, Serp2* :

Une quantité¢ satisfaisante de Serp2 radiomarquée (Serp2*) est obtenue. La
transcription/traduction de luciférase (61kDa, contrdle négatif) est correcte mais moins
efficace que celle de Serp2 car il y a beaucoup de radioactivité libre.

b) Utilisation de Serp2* :

Différents échantillons protéiques cellulaires sont mis en contact avec Serp2*. Trois
expériences permettant des interactions protéines/protéines ont ¢€té réalisées : un Dot Blot et
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un Far Western (interactions sur membrane de nitrocellulose et membrane PVDF) et une
interaction protéine/protéine en milieu liquide suivie d’une migration sur gel non dénaturant.

Lors de la réalisation d’un Dot Blot et d’un Far Western, les protéines sont déposées
sur une membrane puis sont mises en contact avec Serp2*. L’inconvénient principal du Far
Western est que les protéines cibles migrent sur un gel dénaturant (afin d’effectuer une
séparation par les poids moléculaires). Cette dénaturation risque d’empécher Serp2* de se
fixer a sa cible. Cet inconvénient est évité lors de la réalisation d’un Dot Blot.

Dans la derniére expérience, les interactions Serp2*/protéines ont lieu en milieu
liquide puis les éventuels complexes sont déposes sur un gel non dénaturant (sans SDS), les
interactions Serp2*/cibles ne sont théoriquement pas génées mais aucun poids moléculaire de
cible ne peut-&tre avance.

e Dot Blot :

Des préparations de membranes solubilisées de cellules RK13 et Alexis, activées ou
non par du LPS, sont déposées sur une membrane de nitrocellulose pour réagir en Dot Blot
avec Serp2*. En paralléle, les mémes échantillons sont mis en contact avec de la luciférase®
pour mettre en évidence les interactions non spécifiques.

Des problémes techniques étant survenus au cours de la réalisation de la manipulation,
aucune interaction visible n’a €té observée. La manipulation n’a pas €té refaite dans des
conditions satisfaisantes dans le temps imparti. Les résultats ne sont pas interprétables.

e Far Western :

Des préparations de membranes et de cytosols sont testées en Far Western. Les
échantillons sont élaborés a partir de cellules RK13 et Alexis. Les flacons sont soit
simplement activés par du LPS soit infectés avec du virus T1ASerp2 afin que la cible de
Serp2 reste disponible pour Serp2*. Tous les échantillons obtenus sont concentrés a I’aide du
kit Centricon YM-3 (pour retenir les protéines de faible poids moléculaires) avant le Far
Western.

Aucune bande spécifique n’est observée apres un mois d’exposition du film quelle que
soit la piste observée. Aucune hypothése concernant le type cellulaire (RK13 et/ou Alexis), le
compartiment cellulaire (cytosol et/ou membrane) ou le poids moléculaire de la cible de
Serp2 ne peut étre proposée.

¢ Interactions protéine/protéine en milieu liquide :

N’ayant obtenu aucun résultat en Far western, une autre manipulation, permettant cette
fois des interactions protéine/protéine en milieu liquide, est exécutée avec ces mémes
échantillons.

Les complexes serpin/cibles migrent sur gel non dénaturant. La derniére piste contient
uniquement Serp2* afin d’avoir une indication sur la migration Serp2 libre. Il s’agit de
repérer le type de cellule ainsi que le compartiment cellulaire contenant la cible de Serp2. Le
gel non dénaturant (sans SDS) ne permet pas de linéariser les protéines et donc ne les sépare
pas selon leurs poids moléculaires.

Aucune bande particuliére n’apparait pour 1’une des pistes.

Les techniques d’interaction protéine/protéine utilisées ici (Dot Blot, Far Western,
interaction en milieu liquide) ne révelent aucune cible potentielle pour Serp2.
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Il existe un autre moyen d’étudier les partenaires de Serp2 : le BIACORE (figure 20)
[21]. La protéine a étudier est fixée par des anticorps sur une plaque de verre recouverte d’un
film d’or. La plaque de verre est mise en contact avec une phase liquide contenant des cibles
potentielles de la protéine a étudier. Un faisceau lumineux, émis par I’appareil, interagit avec
le film d’or recouvrant la plaque de verre. Un faisceau réfléchi est réémis et sa position,
analysée par ordinateur, dépend des interactions moléculaires entre la protéine a étudier et des
biomolécules cibles.
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Figure 20 : Principe du biacore.

11) CINETIQUE COMPARATIVE SUR FIBROBLASTES
PRIMAIRES DE LAPINS INFECTES T1 ET T1ASerp2

Les fibroblastes primaires apparaissent comme une cible fort probable du virus
myxomateux (les régions cutanées du lapin sont tres touchées par la maladie).

Une comparaison de la cinétique de propagation virale des souches T1 et T1ASerp2,
sur ce type cellulaire, est réalisée. 1l s’agit de mettre en évidence une différence significative
entre les cinétiques de propagation virale des souches T1 et T1ASerp2 sur les fibroblastes
primaires.

Le titrage de la cinétique donne des résultat aberrants. Cependant, avant d’étre placée
au congélateur chaque boite est observée au microscope. Une souffrance nettement plus
marquée des fibroblastes primaires infectés par T1ASerp2 est constatée. Cette remarque et
compatible avec I’hypotheése que Serp2 intervient pour bloquer les mécanismes d’apoptose
cellulaire faisant suite a une infection virale. Afin de vérifier cette théorie, des comparaisons
du taux d’apoptose des fibroblastes primaires infectés par le virus T1, T1ASerp2 ou T1-
[Serp2-GFP] sont effectuées par la méthode TUNEL et par cytométrie de flux.
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12) MESURE D’APOPTOSE SUR FIBROBLASTES
PRIMAIRES DE LAPINS INFECTES T1, T1ASerp2 ET
T1[Serp2-GFP]

a) Mesure d’apoptose sur lame :

Des manipulations sont réalisées sur des labteks de cellules Alexis afin de comparer le
taux d’apoptose par la méthode TUNEL lors d’infection par le virus T1, T1ASerp2 ou T1-
[Serp2-GFP].

Le TUNEL confirme la différence significative entre les taux d’apoptose des
fibroblastes infectés par le virus T1 et ceux infectés par le virus T1ASerp2. Les fibroblastes
primaires infectés par T1ASerp2 présentent un taux d’apoptose beaucoup plus élevé que ceux
infectés par T1.

L’hypothése de départ pour le virus recombinant T1-[Serp2-GFP] est que si Serp2 est
fonctionnelle alors le virus recombinant se comporte comme du virus sauvage en inhibant
I’apoptose des cellules infectées.

Les résultats du TUNEL réalisé sur des fibroblastes primaires infectés par du virus T1-
[Serp2-GFP] ne sont pas interprétables. Le comportement du virus recombinant T1-[Serp2-
GFP] ne peut pas étre rapproché de celui de T1 ou de T1ASerp2.

La différence d’apoptose, mesurée en TUNEL, sur les fibroblastes primaires infectés
T1 et T1ASerp2 montre que ces cellules possedent la cible de Serp2. Cependant, les
incertitudes persistant sur la cinétique de propagation virale, ont entravé les manipulations de
mise en évidence de la cible. L’immunoprécipitation de protéines de cellules Alexis infectées
par T1, ne révele aucune bande aux alentours de 33/35kDa. Le signal de Serp2 semble déja
avoir disparu. Ce probléme pourra étre contourné par une meilleure connaissance de la
cinétique de propagation virale sur les fibroblastes primaires.

b) Mesure d’apoptose en milieu liquide :

Des flacons, F25, de fibroblastes primaires sont infectés puis ils sont récoltés et
marqués a ’annexinV/7AAD. L’annexinV/7AAD est un marqueur d’apoptose précoce dont
I’immunofluorescence FITC est détectée au cytometre de flux.

Le mode de récolte par grattage du flacon ne permet pas d’obtenir de cellules dans
I’échantillon non infecté non marqué. Le cytometre ne peut pas étre calibré. Les mesures sont
donc impossibles. Il faut récolter les cellules non infectées d’une autre fagon (la trypsination
est a envisager).

La poursuite des recherches, sur les cibles cellulaires de Serp2, nécessite tout d’abord
de recommencer les manipulations de mesures comparatives du taux d’apoptose et de la
cinétique de propagation virale des différentes souches en notre possession ainsi que la mise
en ceuvre de nouvelles techniques telles que le BIACORE. Une fois la protéine cible repérée,
elle pourra faire I’objet d’un microséquengage afin de découvrir le gene correspondant. La
maitrise de techniques performantes de mesure des interactions protéine/protéine permettra
d’authentifier la cible de Serp2. Le virus mutant T1ASerp2 fournira un témoin négatif.
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CONCLUSION

Afin d’approfondir les connaissances sur les cibles cellulaires de Serp2, nous avons
construit un nouvel outil de recherche : un virus recombinant T1-[Serp2-GFP]. Les propriétés
de fluorescence de la GFP permettent de repérer la protéine de fusion dans la cellule.

La construction du virus recombinant T1-[Serp2-GFP] est réussie car ce virus,
parfaitement pur, posseéde, in vivo, la méme virulence que le virus myxomateux sauvage T1.

Par contre, le suivi de la fluorescence de la GFP n’a pas encore abouti car la cinétique
de propagation virale, selon les types cellulaires, doit étre élucidée pour pouvoir utiliser
pleinement les capacités du virus recombinant T1-[Serp2-GFP].

La construction d’un virus recombinant T1-[Serp2-GFP] fournit un nouvel outil de
recherche tres intéressant. Ce virus recombinant va permettre d’approfondir les connaissances
sur le tropisme cellulaire du virus myxomateux. De plus, le virus recombinant présente un
phénotype sauvage repérable grace a la GFP, et peut donc servir de « témoin d’infection par
du virus T1 » dans 1’étude d’autres facteurs de virulence.

Les techniques d’interaction protéine/protéine, sur membrane ou en milieu liquide,
utilisant Serp2 radiomarquée n’apportent aucune réponse quant aux cibles potentielles de
Serp2. Mais I’immunoprécipitation de protéines marquées donnent quelques indications sur
les cibles potentielles. La poursuite de I’identification passe par la mise en ceuvre d’une
manipulation permettant d’identifier la cible en spectrométrie de masse et de mesurer les
constantes d’association et de dissociation de I’interaction Serp2-cible. C’est le principe du
BIACORE. Une fois les contraintes techniques contournées, cette manipulation pourra
apporter les réponses attendues pour Serp2 mais également pour d’autres facteurs de
pathogénicité tels que Serp3.

L’¢étude des facteurs de pathogénicit¢ du virus myxomateux permet de mieux
appréhender au final les mécanismes d’interaction hote-microorganismes. D’un point de vue
pratique, I’étude de tels mécanismes permet d’élaborer de nouvelles stratégies antivirales. 11
est méme envisageable d’utiliser des fonctions virales comme outils en médecine. Ce genre
d’approche a été réalisée avec succes pour SERP1 dont les propriétés anti-inflammatoire sont
utilisées dans le traitement de 1’athérosclérose et de D’arthrite. Méme si le niveau
d’intervention de Serp2 dans la cascade protéolytique de 1’apoptose demeure inconnu, le rdle
majeur de Serp2 en tant qu’inhibiteur de I’apoptose est indéniable ; 1’utilisation de Serp2
comme anti-apoptotique, en médecine humaine, est un des objectifs & long terme du
laboratoire.
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TITRE : Construction et caractérisation d’un virus myxomateux exprimant une protéine de
fusion Serp2-GFP : a la poursuite du virus vert.

RESUME :

La myxomatose représente actuellement une dominante pathologique du lapin
européen, Oryctolagus cuniculus. Provoquée par un virus de la famille des Poxviridae, genre
leporipoxvirus, cette maladie est caractérisée par 1’apparition de pseudotumeurs cutanées, les
myxomes, en région céphalique puis rapidement sur le reste du corps.

Parmi les protéines non essentielles codées par le virus myxomateux, figure Serp2,
appartenant a la superfamille des serpines (Serine Protease Inhibitors). Serp2 intervient pour
bloquer la réaction inflammatoire et la cascade protéolytique de 1’apoptose cellulaire qui
surviennent lors d’une infection virale. Pour définir les cibles cellulaires de Serp2, nous avons
construit un virus recombinant exprimant une protéine de fusion Serp2-GFP (green
fluorescent protein). En effet, les propriétés de fluorescence de la GFP permettent de localiser
la protéine de fusion au sein de la cellule. Au cours de cette theése, la construction du
recombinant a été réalisée avec succes, permettant 1’obtention d’un virus tragable par
fluorescence, et de méme pouvoir pathogéne que le virus sauvage. En revanche, la
localisation cellulaire de Serp2 n’a pas été établie de manicre définitive. Néanmoins, ce virus
recombinant T1-[Serp2-GFP] offre de nouvelles perspectives permettant 1’étude d’autres
facteurs de virulence du virus myxomateux. Par ailleurs, 1’utilisation d’anticorps anti-Serp2 en
immunoprécipitation donnent des résultats compatibles avec ’inhibition de la caspasel,
enzyme de conversion de la proIL.18, par Serp2.

MOTS-CLES : POXVIRUS - MYXOMATOSE — SERPIN — APOPTOSE — GREEN
FLUORESCENT PROTEIN

ENGLISH TITLE : Construction and characterization of a recombinant T1-[Serp2-GFP]
myxoma virus : romancing the virus.

ABSTRACT :

Myxomatosis is a major disease of the european rabbit, Oryctolagus cuniculus, due to
a poxvirus, belonging to the genus leporipoxvirus. The disease is characterized by skin
pseudotumors, first on the head then covering the body.

Myxoma virus codes for several non essential proteins, including Serp2. Serp2
belongs to the serpin superfamily (serine protease inhibitors), and is involved in blocking the
inflammation and apoptosis that follow the viral infection. In order to identify the cellular
targets of Serp2, we constructed a recombinant virus expressing a Serp2-GFP (green
fluorescent protein) fusion protein. The green fluorescence of GFP will help localize Serp2 —
hence its targets — in the cell. In this work, a recombinant T1-[Serp2-GFP] myxoma virus was
successfully engineered, giving raise to a fluorescent virus that could be traced in the rabbit,
as virulent as a wild-type myxoma virus. Although the cellular localization of Serp2 could not
be definitely established, such a traceable virus is an invaluable tool for the study of virulence
factors of myxoma virus. Moreover, immunoprecipitation experiments using Serp2 antibodies
gave results compatible with an anti-caspase 1 activity of Serp2.

KEY WORDS: POXVIRUS — MYXOMATOSIS — SERPIN — APOPTOSIS — GREEN
FLUORESCENT PROTEIN




	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

