o
ECOLE
NATIONALE

VETERINAIRE ANNEE 2010 THESE : 2010 — TOU 3 — 4002
TOULOUSTE

VACCINATION CONTRE LA SOUCHE INFLUENZA PR8
A L’AIDE D’'UN VACCIN RECOMBINANT SG33-M2e

THESE
pour obtenir le grade de
DOCTEUR VETERINAIRE
DIPLOME D’ETAT

présentée et soutenue publiquement en 2010
devant I'Université Paul-Sabatier de Toulouse

par

Guillaume Mathieu BOYER
Né le 06 Avril 1984, a Tassin-La-Demi-Lune

Directeur de thése : Mme le Docteur Boullier Séveri  ne

JURY
PRESIDENT :
M. LIBLAU Roland Professeur des Universités — Praticien hospitalier
ASSESSEUR :
Mme BOULLIER Séverine Maitre de conférences a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE

Mme CAMUS Christelle Maitre de conférences a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE




Enseignement agricole

- Formations grandeur nature
ECoLE B
NATIONALE

VETERINAIRE
TOULOUSE

Ministére de I"Agriculture et de la Péche
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE

Directeur] - M. A. MILON

Directeurs honoraires] M. G. VAN HAVERBEKE.
M. P. DESNOYERS

[Professeurs honoraired| :

M. L. FALIU M. J. CHANTAL M. BODIN ROZAT DE MENDRES NEGRE
M. C. LABIE M. JF. GUELFI

M. C. PAVAUX M. EECKHOUTTE

M. F. LESCURE M. D.GRIESS

M. A. RICO M. CABANIE

M. A. CAZIEUX M. DARRE

Mme V. BURGAT M. HENROTEAUX

| PROFESSEURS CLASSE EXCEPTIONNELLE |

M.
M.
M.
M.

BRAUN Jean-Pierre, Physique et Chimie biologigues ef médicales
DORCHIES Philippe, Parasitologie et Maladies Parasitaires
EUZEBY Jean, Pathologie générale, Microbiologie, Immunologie
TOUTAIN Pierre-Louis, Physiologie et Thérapeutigue

|PROFESSEURS 1° CLASSE |

M.
Mme
M.

M

M.

AUTEFAGE André, Pathologre chirurgicale

CLAUW Martine, Pharmacie-Toxicologie

CORPET Denis, Science de l'Aliment et Technologies dans les Industries agro-alimentaires
DELVERDIER Maxence, Anatomie Pathologique

ENJALBERT Francis, Allmentation

FRANC Michel, Parasifologie et Maladies parasitaires

MARTINEAU Guy, Pathologie médicale du Bétail et des Animaux de Basse-cour
PETIT Claude, Pharmacie et Toxicologie

REGNIER Alain, Physiopathologie oculaire

SAUTET Jean, Anatomie

SCHELCHER Frangois, Pathologie medicale du Bétail et des Animaux de Basse-cour

|PROFESSEURS 2° CLASSE |

Mme
M.
M.
M.
M.
M.
Mme
M.
Mme
M.
M.
M.
M.
Mme

BENARD Geneviéve, Hygiene et Industrie des Denrees alimentaires d'Ongine animale
BERTHELOT Xavier, Pathologie de la Reproduction

BOUSQUET-MELOU Alain, Physiclogie et Thérapeutique

CONCORDET Didier, Mathematiques, Stalistigue, Modelisation

DUCOS Alain, Zootechnie

DUCOS DE LAHITTE Jacques, Parasifologie et Maladies parasitaires
GAYRARD-TROY Véronique, Physiologie de la Reproduction, Endocrinologie
GUERRE Philippe, Pharmacie et Toxicologie

HAGEN-PICARD Nicole, FPathologie de la Reproduction

LEFEBVRE Hervé, Physiologie et Thérapeutiqgue

LIGNEREUX Yves, Anatomie

PICAVET Dominique, Pathologie infectieuse

SANS Pierre, Productions animales

TRUMEL Catherine, Pathologie médicale des Equidés et Carnivores



| INGENIEUR DE RECHERCHE |

M.  TAMZALI Youssef, Responsable Clinique Equine
. REYNOLDS Brice, Medecine, Ophtalmologie

| PROFESSEURS CERTIFIES DE L'ENSEIGNEMENT AGRICOLE I

Mme MICHAUD Frangoise, Professeur d'Anglars

M

SEVERAC Benoit, Professeur d'Anglais

| MAITRES DE CONFERENCES HORS CLASSE I

.

JOUGLAR Jean-Yves, Pathologie medicale du Betaill et des Animaux de Basse-cour

| MAITRES DE CONFERENCES (classe normale) |

.
.

ASIMUS Erik, Pathologie chirurgicale
BAILLY Jean-Denis, Hygiene et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine animale

Mme BENNIS-BRET Lydie, Physique et Chimie biologiques et médicales

.
.

BERGONIER Dominique, Fathologie de la Reproduction
BERTAGNOLI Stéphane, Fathologie infectieuse

Mme BOUCLAINVILLE-CAMUS Christelle, Biologie celiuiaire et moléculaire

Mle

BOULLIER Seéverine, Immunologie generale et médicale

Mme BOURGES-ABELLA Nathalie, Histologie, Anatomie pathologigue

M.
Mle
.
Mle
.
.
.
.
M.
Mle
.
M.
i

BRUGERE Hubert, Hygiéne et industrie des Denrées alimentaires d'Origine animale
CADIERGUES Marie-Christine, Dermatologie

CORBIERE Fabien, Pathologie des ruminants

DIQUELQU Armelle, Pathologie médicale des Equidés el des Carnivores

DOSSIN Olivier, (DISPONIBILITE) FPathologie médicale des Equides et des Camnivores
FOUCRAS Gilles, Pathologie du Bétail

GUERIN Jean-Luc, Elevage et Sante avicoles ef cunicoles

JACQUIET Philippe, Parasitologie ef Maladies Parasitaires

JAEG Jean-Philippe, Pharmacie et Toxicologie

LACROUX Caroline, Anatomie Pathologique des animaux de rente

LYAZRHI Faouzi, Statistiques biologiques et Mathematiques

MATHON Didier, Pathologie chirurgicale

MEYER Gilles, Pathologie des ruminants.

Mme MEYNAUD-COLLARD Patricia, Pathologie Chirurgicale

.
.
Mle

MOGICATO Giovanni, Anatomie, Imagerie médicale
MONNEREAU Laurent, Anatomie, Embryologie
PALIERNE Sophie, Chirurgie des animaux de compagnie

Mme PRIYMENKO Nathalie, Alimentation
Mme LETRON-RAYMOND lsabelle, Anatomie pathologique
Mme TROEGELER-MEYNADIER Annabelle, Alimentation

M.
M.

VOLMER Romain, Microbiologie et Infectiologie
VERWAERDE Patrick, Anesthésie, Réanimation

| MAITRES DE CONFERENCES CONTRACTUEL I

Mile
M.
.

BUCK-ROUCH, Medecine interne des animaux de compagnie
CASSARD Hervé, Pathologie du bétail
DOUET Jean-Yves, Ophtalmologie

M. SEGUELA Jéréme, Médecine interne des animaux de compagnie

M VERSET Michaél, Chirurgie des animaux de compagnie

|ASSISTANTS D'ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE CONTRACTUELS I

Mle BIBBAL Delphine, Hygiéne et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine animale
M. CONCHOU Fabrice, Imagerie medicale

M.  GIN Thomas, Production et pathologie parcine

M. LIENARD Emmanuel, Parasitologie et maladies parasitaires

M. NOUVEL Laurent, Pathologie de la reproduction

M. RABOISSON Didier, Productions animales

Mle

TREVENNEC Karen, Epidémiologie, gestion de la santé des élevages avicoles et porcins



REMERCIEMENTS

A notre président de thése

Monsieur LIBLAU Roland
Professeurs de Universités — Praticien hospitalier

Immunologie

Qui nous a fait I'hnonneur d’accepter la présidencele notre jury de thése

Hommage respectueux

A notre jury de thése

Madame BOULLIER Séverine

Maitre de conférences a I'Ecole Nationale Vétéramde Toulouse
Immunologie générale et médicale

Qui nous a fait 'honneur d’accepter la direction e notre these et nous a
témoigné sa confiance.
Qu’elle trouve ici I'expression de notre sincére reonnaissance et de toute

notre gratitude.

Madame CAMUS Christelle

Maitre de conférences a I'Ecole Nationale Vétérmde Toulouse
Biologie cellulaire et moléculaire

Qui nous a guidé tout au long de ce travalil.
Pour sa disponibilité et ses conseils.

Qu’elle trouve ici la marque de toute notre considetion.



A Laurine

Mon amour, ma p’tite puce.

Merci de ta patience, de on soutien et de ton amour
Je ne sais pas ou j'en serais sans toi.

Je t'aime

A mes parents

Pour leur confiance, leur soutien, leurs sacrifipesir tout ce qu’ils ont fait pour moi
et font encore.

Je vous dédie cette theése, car ce métier que jgnweus le dois en grande patrtie.
Merci pour tout, mes fous !

A mes freres : Mickaél, qui est parigot et Rémygegubéte.

« L'amitié de deux fréres est plus solide qu'unp@m (Antisthéne, I¥"®s. av. JC)
Vous m’avez toujours soutenu pendant toutes ceSemnn
Maintenant, je suis docteur, et pas seulement lagournée !

A tout le reste de ma famille

Pour m’avoir encouragé dans mes études.
Méme si je suis un peu loin, je pense a vous.

A Guillaume et toute I'équipe du laboratoire

Merci pour votre bonne humeur.
Merci Guillaume d’avoir vu toutes les fautes « dtaugrafes » ou presque...

A tous mes amis et notamment mon trindbme d’Apro

Merci pour ces folles années et les bons momestépa I'école.
En espérant que nos routes se recroisent le plivesbpossible.

A ma Calamity

Qui est vraiment la meilleure de toutes les chounks.



TABLE DES MATIERES

REME R CIEMEN T S ..o e et e e e e et e et e e eeneer e et e eaaannns -4 -
TABLES DES ILLUSTRATIONS ..ottt e e e e e e e e e e -8-
INTRODUCTION ...t e - 10 -
PARTIE 1 : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE.......cco e 11 -
PRINCIPE DE LA VACCINATION  ituititiitiitiitittieteetieteeteetsesteseesienssteeseestessesessernreseeseensens 12-
1. LES DEFENSES DE DRGANISME . ...tuitututtinestntstenesteasssenessenssseasessstnsssesensrenrsrens 12-
O O = T Tor o 1= o0 1T =T T ) PR 212 -
1.2. Lesintervenants lors de la réponSse iMMUNITAILE e ..vereeeiieeiiiiieieee e e e s eeciivee e e e e e s e e e e e e e s seereaaeees -12 -
1.3. [T a1 o (U1 (Y= UL 1A= [OOSR 15 -
2. STIMULATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE LORS DE LA VACCINATLION ....cveninieeneenennen. 16-
2.1. I RV E- Tolod g T i o] USRS - 16 -
2.2, Les differents tyPeS 8 VACCIN .......ccei. i e e eeeieeeeeeeeeessteeaeestieeesaseeeeaanseeeaantaeeesaaseeeesannneeeasneeeeannes -416
LESPOXVIRUS : SUPPORT DES VIRUS RECOMBINANTS. .. .uuitiitiitiiiieiieiieiieieenieneeseneennesd ~17-
T 1 N Y I T -17-
1.1. (@813 1= 1[0 ] o N 17 -
O I - 10 1Y 1 01 E1= (o SRR - 17 -
1.3. SEITUCTUIE AES POXVITUS ...oevviiieeeeeete e e e e e e ettt e e e e e eeatae e e e e e e e taaaeeeeeeeesaann e eeessssanseeessssranaaneees 19 -
S @3 o7 [0 Y T 1 SO -22-
2. INTERET DESPOXVIRUS EN VACCINATION. 1. tuttentntentntenentetnsesensesensssenssasnsensenenrenens 24-
2.1. ULIlISALION 0ES POXVIIUS ...uvvuieiieieiii e ceeeeee e e e e e et ee e e e e e et e e e e e e e eataeeeeaeeesabaa e eeeesestanseeessssannsaeeseesrennnns 24 -
2.2.  Avantages et inconvénients des POXVIrUS €N tantVgO@in.............cccvvviieiieeieiicciiiriereenee e e e eieivaeeeeens -25-
2.3. Méthodes de construction d’un virus recombinantivER ..................ooeviviiiiiiiiieieee - 26 -
3. LA SOUCHESG33 :.UNE SOUCHE VIRALE A LA BASE DES VIRUS RECOMBINANTS....... 28-
3.1, Unvirus myxomateuxX MOMIfiI.........ccuuiiiiieeeceee et e e et e e e e e st a e e e e e et -28 -
3.2.  Utilisation actuelle du virus MyXomateUX SG33.....cccciiiiiuiiiiiiieeeiiiiiiiirier e e e e e st eeae e e s eanararaeaaeeaaan -28 -
3.3.  Réaction de 'organisme face au virus myxomateuxiBeBG33..........ccoovieriiiiieeiiice e -29-
LES ORTHOMYXOVIRIDAE : A LA RECHERCHE D 'UN ANTIGENE VACCINAL ..oeovviiniriinenenen, 30-
I €= N = I = -30-
S O @1 - TX Y 1 o7 11 o] o KOTSRS - 30 -
I - 10 111 01 E1= (o USSP - 30 -
1.3. Structure des Virus INFIUBNZA...........o ittt e e e e e e e e enaaans -30
S @4 o [ =T o] [ o 1 OO RRPR -34-
1.5. EVOIULION deS VIrUS INTIUBNZAL...........oieiieeeeeccccc ettt ettt e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeeeeeerasereaarraees -35
2. VACCINATION CONTRE LES VIRUSIFLUENZA. ... ituiitiitiiiiiieiieeeeseeteenessnnesnnssanans 36-
2.1, VACCINS ACHUEIS ... e e e e e e e e e e e e e aaaeenas =36 -
2.2. Absence d'iIMMUNILE AUIADIE .........cooe ittt as -36 -
3. LAPROTEINEMZ2 : UNE PROTEINE COMMUNE A'ENSEMBLE DES VIRUBNFLUENZA......-37 -
3.1. LOCAlISAtION BF SITUCIUIE .......ceiiiiiiiiiie ettt ettt b bbb bbb e e e e e e eeeeneeenenas =37 -
3.2, ROle dans 1e CYCIE VIral .........ooi et e e e e e ennneeeeaee e A0
3.3, ImMmUNOQENICItE de 1a ProtEiNE M2 ........ooi ittt e e e et e e s atee e e e snnneeeeaneeeeeenns -41 -



PARTIE Il : ETUDE EXPERIMENTALE ......oovviiiiies e n A2 -

N7 516 [ 110 ] 43-
MATERIELS ET M ETHODES ....ituiitniitiitteeteetiettiesnsesneetesneennsesnesseetasentesnsesnsensesneesnresnns 44 -
IOV 1 LU TP 44 -
1.1, SOUCKHES VIrales ULIISEES. .......coiiiiiit ettt e e e e e e s et e e e e e e s e e nsaatbaeeaaaeeaaan =44 -
1.2. Méthode d’'insertion de la protéine étrangére e¢mtin des virus recombinants............cccceeveeeeeeeinnns -44 -
S © 18] =1 T PP 46-
3. PROTOCOLE DINOCULATION .. et uttuttteetetneerneetiertersnseteetssnesnnsesaeetiesneesneeriernnesnes 46-
0 R o =Y 1= 3 o o e SRR +.46 -
N {0 1= £ =T ot o PP =47 -
4, SUIVI CLINIQUE DES ANIMAUX . .1uiunetuirneeseetesteessetaeetesnsesnssessetsesneesnsesneraeennesns 47 -
5. TECHNIQUES UTILISEES LORS DE CET ESSAL..cuuiuiitiitiitiitiitiinienienieniensenirneenneensenns 48-
LT 101 (= Tox 1 o VT = 1 LY g Y 1 (o O URR PR ~.48 -
L7 VL =T (=4 T = o ) SR =48 -
5.3, IMMUNOTIUOIESCENCE ......uviiiiiiii it ieeeeet et e e e s e snnnreeeeaeeeessnnnnnnneeeeesessnnnnnnnen B9 -
5.4. ELISA : Enzyme-Linked IMmuUNOSOrDENT ASSAY .....ccueeiiiiiiiiiiiiiiiee et -50 -
L T S - 1151 1o [ =R PR SR UTRRR -50 -
S U] 7 5 U b1-
1. LE PEPTIDEMZE INDUIT UNE REPONSE PROTECTRICE CONTRE LE VIRFE ............... 51-
1 U1/ I o 1 o [ U= U RTPR -51-
R 1011V Y=Y (o] (o [ o LU T O PETR PSP =52 -
2. LE VIRUS RECOMBINANT EXPRIME LE PEPTIMEZE ........ccovniiiiieeii e eeeaad ~54-
A Y -1 =T ¢ T = 1 o ) PP PPPR =54 -
b2 1111 14180} (U Lo = FTod =T ol = TP UUP 56 -
3. VALIDATION IN VIVO DE NOTRE VECTEUR VIRAL .cuuiiniiiiiiiiiiieeieeee e e enae e -58-
R 700 O |V o o =1 (= T PP PRSP - 58 -
R T =T (=30 L= o To] Lo [PPSO PUPUPRN -59 -
4. LE VIRUS RECOMBINANT WDUIT PAS DE REPONSE HUMORALE SPECIFIQUE DU PEPTIDE
2 60-
4.1 Réaction immunitaire face au PEPLAE M2........ooer i eee e raeeeeenee - 60 -
4.2 Réaction immunitaire face au SG33.......uiiiiiiiiiiiiiiii e e e e e e a e e aaaa e -61-
DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES ..., - 63 -
CONCLUSION. . .. e e et e e e et e e et e e et e e e na e e et e et aernaenans - 66 -
REFERENGCES ... ... et e e e e e e et e e e e et e e e e e enan e e ean e e eaneeeanaaes - 68 -



Tables des illustrations

Figurel :Schéma simplifié de la coopération des défensésm@nisme

Figure 2 :L'immunité antivirale

Tableau 1 Classification de€hordopoxvirinae

Tableau 2 1 es membres du genk€poripoxviruset les pathologies associées

Figure 3 :Schéma d’un Poxvirus

Figure 4 :Schéma de la dissémination des Poxvirus dansaiisge

Figure 5 :Schéma du génome d’un Poxvirus

Figure 6 :Schéma récapitulatif des facteurs de virulenceidis myxomateux

Figure 7 :Schéma de I'organisation génomique du virus Myxierasouche Lausanne
Figure 8 :Le cycle de réplication des Poxvirus

Figure 9 :Modele d’entrée d’'un Poxvirus : exemple du viredalVaccine

Figure 10 :Méthode de construction de Poxvirus recombinés

Figure 11 :Mécanismes de résistance vis-a-vis d’une infeciget le virus SG33
Figure 12 :Observation d’un virus Influenza en microscopecébnique

Figure 13 :Schéma d’urninfluenzavirusde type A

Figure 14 :Schéma des 8 segments d’ARN dlnfluenzavirusA et des protéines associées
Figure 15 :Schéma du cycle viral d’unfluenzavirus

Figure 16 :Schéma de la cassure antigénique

Figure 17 :Schéma des protéines du segment 7 titlnenzavirusA

Figure 18 :Schéma de la protéine M2 d’un virus Influenza A

Figure 19 :Séquences des acides aminés de l'ectodomaine geoténe M2 de souches
représentatives de souches virales Influenza A

Figure 20 :Réle de la protéine M2 lors de la fusion membnanantre le virus Influenza et
'endosome

Figure 21 :Schéma du plasmide de transfert utilisé lors dabacation du virus recombinant
VM M2e-M022L



Figure 22 :Représentation de la séquence de la protéine MZ22M

Figure 23 :Le systeme de sélection gpt

Tableau 3 Systéeme de notation de I'aspect du pelage

Figure 24 :Pourcentage de survie (expérience n°1)

Figure 25 Variations du pourcentage de perte de poids (epes n°1)

Figure 26 :Courbe étalon du test ELISA permettant de déteemia présence d’anticorps
anti-M2e

Tableau 4 Résultats de la plaque ELISA de la réponse immaireicontre le peptide M2e a la
dose de 2,5 pg par puits

Figure 27 ‘Résultats du Western Blot

Figure 28 :Résultats de I'lmmunofluorescence

Figure 29 :Pourcentage de survie (expérience n°2)

Figure 30 Variations du pourcentage de perte de poids (&xpEr n°2)

Figure 31 :Concentrations en anticorps anti-M2e aprés vatioma l'aide d’'un recombinant
M2e-M022L



INTRODUCTION

Les virus Influenza sont les agents responsablegdepes humaines et animales. Ces
maladies évoquent presque immeédiatement des syraptdes de la fievre, de la toux, du
jetage et de I'abattement. On les associe frequemmdimage des grandes pandémies : la
grippe espagnole, la grippe mexicaine ou enconlldénza aviaire. Notre objectif principal est
la lutte contre cette derniére affection en peramttta vaccination du réservoir sauvage et plus

particulierement du réservoir canard.

Dans cette étude, l'idée de départ est de se s#nnrLéporipoxvirusatténué, souche
vaccinale utilisée pour la protection contre la Myatose, en fusionnant 'un des antigénes
commun aux virus Influenza avec une protéine d’eppe de ce Poxvirus. Cette méthode de
construction ayant fait ces preuves dans d’autredéfes (par exemple avec le virus de

I'Hépatite B [']), nous souhaitions valider ce procédé dans utre aamposition.

Pour valider le concept, nous devons d’abord tasbére vaccin sur des animaux de
laboratoire, en I'occurrence la souris. Cette pegmetape est essentielle afin de perfectionner
notre vaccin. Comme antigéne, nous avons choisioi®maine de la protéine M2, nommeé
M2e. Il s’agit d’'un peptide présent chez tousltdtuenzavirusde type A. La séquence de ce
dernier est relativement bien conservée. Pour ropérience, nous avons décidé d’utiliser un
peptide M2e provenant d’un virus Influenza spéadigles mammiféres. Aprés avoir entériné
la méthode de construction, nous pourrons alorstogire un virus recombinant a I'aide du

peptide M2e aviaire et le tester sur des canards.

La présente étude propose, dans un premier teragajrd le point sur le principe de la
vaccination, sur les Poxvirus et leurs utilisatienstant que vecteurs vaccinaux et sur les virus
Influenza. Dans un deuxieme temps, nous verronsftets protecteurs du peptide M2e et nous
évaluerons les capacités de notre virus recombgnamuire une réponse immunitaire chez des

souris.

-10 -
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Principe de la vaccination

1. LES DEFENSES DEIORGANISME

1.1. Principes généraux
Les défenses de l'organisme permettent de luttetredes infections en détruisant tous
les pathogenes (virus, bactéries, molécules étragge.) mais également en luttant contre les
dysfonctionnements cellulaires (cellules cancé®us®©n peut diviser les défenses de
I'organisme en 2 types de mécanisme :

- Les premieres lignes de défense non-spécifique @manprotection de la peau et les
muqueuses, l'acidité gastrique, les cellules phdgoes, protéines
antimicrobiennes, ...

- Les mécanismes de défense spécifique (ou systemeriitaire) comme l'action des
lymphocytes et la production d'anticorps spécifgque

Le systeme immunitaire se distingue des défenses-spécifiques par quatre
caractéristiques : la spécificité, la diversité régonnaissance du soi et du « non-soi » et la
faculté de mémoire. En effet, le systeme immuratagagit a un antigene (Ag) donné en
produisant des lymphocytes spécialisés et desoapsiqarticuliers. La mémoire fait référence
au fait que le systéme immunitaire enregistre chagqntigene qu’il a rencontré.
Subséquemment, lors d’'une agression contre unesgtigonnu, I'organisme pourra répondre
plus rapidement et plus efficacement. Comme now®ilens dans la suite de I'exposé, cette

caractéristique sert de base lors de la vaccination

1.2.Les intervenants lors de la réponse immunitaire
Les premiéres cellules en contact avec les suletaptrangeres (virus, bactéries,
champignons, ...) sont les cellules phagocytairess @ernieres (cellules présentatrices
d’antigéne ou CPA, granulocytes et macrophagesgseptent environ 60-70% des leucocytes.
Leur role est de détruire ces substances. Paritls, $85 CPA vont présenter ces antigénes a

d’'autres cellules immunitaires.

-12 -



En paralléle, les agents infectieux déclenchemtiVation du systéeme complémentaire
ou complément. C’est un systeme biologique compfaésent a I'état normal chez tous les
vertébrés. Il est constitué de 15 protéines sésigiale protéines portées par les membranes
cellulaires. La mise en place de ce systéeme ifduiecrutement des cellules phagocytaires,
une inflammation et la formation d’'un Complexe dague des Membranes (CAM) détruisant

les membranes cellulaires des cellules infectées.

Les lymphocytes T auxiliaires ou « helper » (lymgytes T CD4+) vont ensuite
reconnaitre ces antigenes, présentés par les GRAiepter la réponse d’autres lymphocytes,
les lymphocytes T cytotoxiques ou lymphocytes T €D8es cellules, apres reconnaissance
des antigenes présentés a la surface des celhflatées par le CMH-I, vont détruire les

cellules infectées.

Dans le méme temps, les lymphocytes B sont acti@®s identification de I'antigéne,
ces cellules se multiplient et se transformentlasrpocytes qui sécrétent les anticorps (Ac) ou
immunoglobulines (Ig). Ces molécules sont capatiese fixer sur I'antigene initial (soit sur
la cellule infectée, soit directement sur I'agetiectieux) bloquant ainsi 'agent pathogene : ce
sont des anticorps neutralisants. Ces assemblagigeAe-Anticorps sont reconnus par des
cellules tueuses ou « Natural Killer Cells » quitrdiéent les cellules sur lesquelles les
anticorps sont fixés. Les anticorps concourent eéggaht au phénoméne d’opsonisation en

améliorant la phagocytose.

En conclusion, toutes ces cellules interviennemtsdaois grandes voies de réponse
immunitaire :
- L'immunité non spécifique avec I'action des celkifghagocytaires
- La réponse immunitaire a médiation cellulaire (typel), qui fait intervenir les
lymphocytes T, les macrophages et les cellulessege(Natural Killer Cells)
- La réponse immunitaire a médiation humorale (tyd®)T qui correspond a la
production d’anticorps par les plasmocytes, isasslgnphocytes B
Il est a noter que cette dichotomie est théorigrimmunité repose avant tout sur la

complémentarité des systémes (figure 1).
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REACTION IMMUNITAIRE HUMORALE REACTION IMMUNITAIRE CELLULAIRE

Antigéne (1% contact)

Phagodyté par

Y

Macrephage

devient

)

Cellule présentatrice 4’ antigénes

stijule

¥ ) 4 h 4

Lymphocyte B stimule Lymphocyte T auxiliaire | stimule | Temphocyte T cytotoxique

Dionne ndisdugoe 4 Do nidizsance 4

Antigine (2°™ contact)
stitmile
Y L J L 4
Plasmocytes _ Cellules mémaires Lymphocytes T
h (lymphocytes B et T) cytotoxiques actifs
sécretent
L 4
Production d’anticorps
Action du systéme Action du systéme
immunitaire immunitaire

Figurel : Schéma simplifié de la coopération des finses de I'organisme
D’aprés Campbell, 2004']

Une fois I'antigéne entré dans l'organisme, il pegocyté par un macrophage qui se
transforme alors en cellule présentatrice d’angg&ette action permet le déclenchement de
la réponse immunitaire par activation des lymphes\ya et des lymphocytes T cytotoxiques
via un lymphocyte T auxiliaire. L’antigene est alaiétruit par les anticorps (produits par des
plasmocytes) et/ou par des lymphocytes T cytot@sqctives.
En parallele, l'activation des lymphocytes B et dgsiphocytes T cytotoxiques donne
naissance a des cellules mémoires. Celles-ci cagrsela trace de I'antigéne. Lors d’un
second contact avec ce dernier, la réponse imnigngara plus rapide (shunt des premieres
étapes).
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1.3.L'immunité antivirale

Lors d’'une infection virale, I'organisme met en jeensemble de ses défenses. Tout
d’abord, il y a sécrétion de cytokines spécifiquéss interférons de type | ou IFN I. Ces
glycoprotéines entrainent le «blocage » de laulkellinfectée (et son apoptose) et
l'augmentation de la présentation des antigeneauxirvia les cellules présentatrices
d’antigene. A ce systeme se rajoute I'action duesgs du complément ainsi que la mise en
place d'un systeme de reconnaissance des microierges par les Toll-Like Receptors
(TLR). Ces TLR se trouvent au niveau des cellulgsgntatrices d’antigene. lls permettent au

systeme immunitaire d’identifier précisément launatdu micro-organisme présent.

L'ensemble des ces informations a pour but d'odenfa réponse immunitaire
spécifiqgue (profil lymphocytaire de type Thl ou tiwe Th2). Au final, de nombreuses
possibilités de réponse contre les virus (figureXatent :

- Synthese d’interférons et blocage de la celluledt&e

- Phagocytose non spécifique via les macrophages

- Destruction des cellules et des virus via le systeomplémentaire

- Production de lymphocytes T cytotoxiques (destauctes cellules infectées)

- Synthese d’anticorps de type IgG2a (destruction aidisiles infectées et des formes

libres du virus par phagocytose)

e

Fhagocytose par les Lyse Synthése des IFN et
tnacrophages cellulaire blocage de la cellule

Cellule infectée /

Action du systéme

- *— complémentaire
’l Lyse

—_— T — cellulaire
T Opsonisation \, de la
M

eutralisation
virale —

Figure 2 : L'immunité antivirale
Ce schéma regroupe les différentes possibilitésydteme immunitaire face a une cellule
infectée par un virus.
Lexique : NK = cellule Natural Killer, LTc = Lymplogtes T cytotoxique, IFN = Interféron
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2. STIMULATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE LORS DE LA VACCINATION

2.1.La vaccination
Le but principal des vaccins est d'induire la paiitun par l'organisme de cellules
mémoires (réponse de type Thl ou de type Th2)-vis-d'éléments pathogénes identifiés. Un

vaccin est donc spécifique d’'un agent infectieux.

Lors de la vaccination, I'organisme est donc entattnavec un agent pathogene
modifié (dont la pathogénicité aura été contrélée,infra) ou une partie de celui-ci. Les
défenses immunitaires ainsi « stimulées » par éeimgpréviennent I'attaque ultérieure par ce
méme agent pathogéne sauvage. L’efficacité de lecivation dépend donc de la
reconnaissance des antigenes du vaccin par I'eng@niet de la nature de la réponse
immunitaire induite par le vaccin. Les antigenesvdacin doivent donc étre identiques aux

antigénes naturels.

2.2. Les différents types de vaccin
Il existe trois grands types de vaccin :

- Les vaccins a agents vivants, atténués ou modiflésconservent un certain pouvoir
infectieux et induisent ainsi une excellente impeg&@n immunitaire ; par contre,
I'existence d’un pouvoir pathogéne résiduel n'ext p exclure

- Les vaccins a agents tués ou inactives : il y ditadoopure et simple de toute virulence,
toutefois I'immunité doit étre soutenue par une raegtation des titres
antigéniques, l'addition d'un adjuvant ou la muditiption des sollicitations
vaccinales

- Les vaccins dits purifiés ou sous-unités : la iéacimmunitaire induite est faible et
leur codt est élevé mais ils sont relativement slesmploi (utilisation chez les

femelles gravides par exemple)
A I'heure actuelle, on s’oriente vers des vaccildenus par génie génétique, des

vaccins a ADN ou des vaccins recombinants. lls danues avantages des vaccins atténueés et

inactivés (colt, sécurité d’emploi, activation ggteme immunitaire, ...).
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Les Poxvirus : support des virus recombinants

1. GENERALITES

1.1. Classification
Les Poxviridae forment une grande famille de virus responsablesndmbreuses
maladies (Variole chez I'Homme, Myxomatose chezL#pin, Variole aviaire, ...). Cette
famille se divise en deux sous-familles : @&sordopoxvirinaequi affectent les Vertébrés et les

Entomopoxvirinagui touchent les Invertébrés.

Parmi lesChordopoxvirinage on distingue huit genres (tableau 1). Le cheffitke
historique est le virus de la Vaccine du genre@dblopoxvirus Dans cet exposé, nous allons

nous intéresser au virus myxomateux, appartenageare deséporipoxvirugtableau 2).

1.2. Transmission
Les Poxvirus du genr®rthopoxvirus Cowpoxvirus Parapoxviruset Monkeypoxvirus
ont en général un spectre d’hote large en raisoréckpteurs viraux polyvalents. Cependant,
certains genres sont plus spécifiques d’especasnfeole virus myxomateux avec le Lapin
européen) méme ¢s’il est possible d’infecter ardflement des espéces non-hotes. La
transmission naturelle s'effectue par passage dwiasé (peau ou mugueuse avec des
microlésions) mais également passivement par Ie diarthropodes hématophages.
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Genre

Espéece type

Principales autres especes virales

Orthopoxvirus

Virus de la vaccine

Mousepox (ectromélie)
Cowpox virus
Virus de la variole du chameau
Virus de la variole du singe
Virus de la variole humaine
Raccoonpox virus
Taterapox virus
Volepox virus
Uasin Gihu
Smallpox
Shunkpox

Parapoxvirus

Orf virus

Virus de la stomatite papuleuse des bovins
Pseudocowpox virus
Squirrel parapoxvirus
Parapoxvirus du cerf commun
Ecthyma contagieux du chamois
Maladie d’Auzduk

Avipoxvirus

Virus de la variole aviaire

Virus de la variole du canari
Virus de la variole du dindon
Virus de la variole du pigeon
Virus de la variole de la caille
+ virus spécifiques d’autres especes d'oiseaux

Capripoxvirus

Virus de la clavelée

Virus de la variole caprine
Lumpy skin disease virus

Leporipoxvirus

Virus de la myxomatose

Virus du fiborome de Shope
Virus du fibrome malin du lapin
Virus du fibrome du liévre
Virus du fibrome de I'écureuil

Suipoxvirus

Virus de la variole porcine

Molluscipoxvirus

Virus du Molluscum contagiosum

Yatapoxvirus

Tanapox virus

Virus Yaba de la tumeur du singe

Non déterminé

Crocodilepox virus

Tableau 1 : Classification desChordopoxvirinae

D’aprés Fiels Virology, 2007/] et Van Regenmortel, 2006][

Virus Pathologie chez I'hote Pathologie chez le Lapin
naturel européen
Sylvilagus sp : Myxomatose généralisée et

Virus de la Myxomatose

myxome bénin localisé

immunodépression

Virus du Fibrome de

Shope

Sylvilagus floridanus :
fiborome bénin localisé

Fibrome bénin localisé
Généralisation chez les nouveau-nés

Virus du Fibrome malin

Non déterminé

Nodules dermiques

du Lapin
Virus du Fibrome de Sciurus sp : Non sensible
I'Ecureuil fibromes multiples
Virus du Fibrome du Lepus sp : : . -
s . ; o Fibromes bénins localisés
Lieévre fiboromes cutanées localisées

Tableau 2 : Les membres du genreéporipoxviruset les pathologies associées

D’apres Fields Virology 20077]
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1.3. Structure des Poxvirus
L’ensemble des Poxvirus se présente sous la foempadicules enveloppées a symétrie

complexe (parallélépipedes, ovale, ...) de tres gramille (300 x 250 x 200 nm pour les
Léporipoxviru3. lls font partie des plus gros virus animaux agn

L’'organisation des virions se base sur la présdhae core biconcave, d’un ou de deux
corps latéraux et d'un nombre variable d’envelog(figsre 3).

Virion intracellulaire mature Virion enveloppé intracellulaire
(IMV) (EEV)
2°™ membrane
Corps externe
Protéines latéraux Membrane externe

de surface

Membrane interne

Paroi du core

Core

Figure 3 : Schéma d’'un Poxvirus
D’aprés Swiss Institute of Bioinformatics] [

On distingue plusieurs formes=/[ (]
- Les virions intracellulaires matures (IMV en angjavec une seule enveloppe externe
- Les virions intracellulaires enveloppés (IEV enlaig) avec 3 enveloppes
- Les virions enveloppés intracellulaires (EEV en laisy et les virions enveloppés
extracellulaires (CEV en anglais) avec 2 envelogx#srnes
Les IMV sont les formes les plus présentes dawsllale et sont libérés lors de la lyse
cellulaire. C’est la forme de résistance qui agsitréa transmission entre individus. Les EEV
jouent un réle dans la dissémination virale au seiforganisme tandis que les CEV ont une
action sur I'infection de proche en prochi€][(figure 4).
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3b

Figure 4 : Schéma de la dissémination des Poxvirgsns I'organisme
D’aprés Smith, 20021[1]
1 : libération des IMV apreés lyse cellulaire etréatdans une cellule voisine
2 : propulsion des CEV par une queue d’'actine ¢ansllule voisine
3 : libération des EEV et infection des cellulessirees (3a) ou lointaines (3b)

Le génome des Poxvirus est composé d’'une seulecaield’ADN bicaténaire linéaire,
aux extrémités liées par des liaisons covalentesgdnome est composé en moyenne de 245
kpb (de 130 a 375 kpb selon les Poxvirus). Par gi@nte virus myxomateux contient 162
kpb. Cela représente 171 genes du fait des leatier€ADN dans les deux sens.

L’organisation générale est la méme pour tousl@sviridae Au centre se trouvent les
genes essentiels a la réplication. Les deux régemsinales répétées inversées ou RIT ainsi
que les régions proches codent pour les facteursattegénicitg7]. Le schéma ci-dessous

(figure 5) représente la forme du génome des Pasyegxemple de la Vaccine).

C NOL[OKSOSOSEON D

»d »d
| | | |

Séquence unique (160kbp) RIT (10 Vkpb)

A

Figure 5 : Représentation schématigue du génome dilPoxvirus
Exemple du virus de la Vaccine

Proportions non respectées

RIT : Répétitions Inversées Terminales
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Dans le virus myxomateux, on retrouve de nombreareg non essentiels a la
réplication mais codant pour des facteurs immunartadeurs : virokines et virocepteurs
(figure 6). Les virokines (serpines, MGF) sont @eslogues structuraux de molécules déja
présentes dans I'organisme. Les virocepteurs (MM-IL2, M-T7) sont des leurres pour les
cytokines de l'organisme. L'ensemble de ces mo&cwla induire le blocage des signaux
extracellulaires visant a éliminer le Poxvirus eéer en conséquence un environnement

favorable pour la croissance de ce dernier.

Inhibition de

Inhibition de I'action de yIFN

I'action de TNF Inhibition de |'action

des chemokines
par capture

Inhibition de
I'a-::tiva_tinn du
complament Mime
EGFTGF
Serpl
serpine

Protéines virales
St ]étéea
P
/ @Wm&amas

Action anti-apoptotique

M-T2 |Blacage de la transduction
M-T4 | du signal
M-T5 |action anti-apoptotique

Serp2

Diminution des antigenes
de surface CMH-| et CD4

Figure 6 : Schéma récapitulatif des facteurs de vilence du virus myxomateux
D’aprés Messud-Petit, 20004] et Collin, 2005 [ 3]
Le virus myxomateux, une fois entré dans une eela produire de hombreux facteurs lui
permettant de se protéger du systéme immunitairel'rdge. Ces facteurs sont des
immunomodulateurs qui vont ainsi induire un blocdgda réponse protectrice de I'h6te.
Inhibition du systéme immunitaire : Serpl, MGF, NI; M-T7 et MV-LAP
Blocage de I'apoptose cellulaire : Serp2, M11L, B-M-T4 et M-T5
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Figure 7 : Schéma de I'organisation génomigue du mis Myxomateux souche

Lausanne
De The Poxvirus Bioinformatics Resource Cenief |
Les rectangles verts représentent les génes ti@ngers la gauche et les rectangles bleus les
geénes transcrits vers la droite.
Les nombres indiqués au début et a la fin de chbgjue correspondent au nombre de bases.

1.4.Cycle réplicatif

Les Poxvirus ont une réplication exclusivement plgemique. Le modéle est le virus

de la Vaccine avec un cycle compris entre 12 did#tes. Pour le virus Myxomateux, le cycle

réplicatif dure environ 16 heurgsy).

On peut découper la réplication des Poxvirus etaped 16 : figure 8

L’entrée du virus dans la cellule : il y a fusiommmbranaire entre 'IMV et la cellule ou
endocytose des formes EEV (figure 9)]

Expression de génes précoces (avant la réplicd@diADN viral) : synthese d’ARNm
précoces codant pour des protéines modulant lansgpenmunitaire ainsi que des
éléments nécessaires a la réplication et la trgntger de I’ADN viral

Réplication de 'ADN viral a I'aide d’'une ADN polyénase d’origine virale

Expression des genes tardifs codant principalemaunt des protéines de structure

Assemblage et maturation des virions ce qui abaudétformation des IMV

Libération des virions néoformés
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Figure 8 : Le cycle de réplication des Poxvirus
D’aprés Fields Virology, 2007/

1: attachement a la cellule / 2: pénétration dansellule et libération du core dans le cytoplasmn3 :
transcription des génes précoces 4 : déshabillagek / 5 : réplication de 'ADN et formation dencatémeres /
6 : transcription des genes intermédiaires / @ngcription des génes tardifs / 8 : début de |rabage avec les
premiers fragments de membrane / 9 : résolutioncdesatémeres et incorporation d’ADN / 10 : maioraet
formation des IMV / 11 : acquisition d’'une doubleveloppe (IEV) / 12 : migration vers la surfacelueire a
l'aide du cytosquelette / 13 : Fusion avec la membrcellulaire et formation des CEV et libératies €EEV

Fusion avec la
membrane plasmatique

Endocytos

Destruction de
'enveloppe de
I'EEV et fusion
avec
'endosomi

Figure 9 : Modele d’entrée d’'un Poxvirus : exemplau virus de la Vaccine

D’aprés Vandersplasschen, 1998][
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2. INTERET DESPOXVIRUS EN VACCINATION

Les vaccins classiques présentent de nombreux vao@nts limitant leur utilisation.
Les souches atténuées présentent le risque d'weesigén et peuvent ainsi reprendre leur
virulence initiale. D’autres possedent un pouvathpgene résiduel non négligeable ce qui
limite leur utilisation (individus immunodéprimé&gmelles gravides, ...). D’'un autre coteé, les
vaccins a agents inactivés sont en général moimaimgéenes et induisent essentiellement une

réponse de type humorale. Toutefois, des altemmexistent pour combler ces lacunes.

2.1. Utilisation des Poxvirus

Comme nous avons pu le voir précédemment, les @mamees sur les Poxvirus sont
tres complétes (cycle, héte, pouvoir pathogene, ...).

Le premier Poxvirus utilisé comme vaccin a été icgéula Vaccine par Edward Jenner
en mai 1796g1¢]. Ce virus a servi comme antivariolique (du faiirte protection croisée avec
le virus de la variole humaine) et permis I'ératima de cette maladie en 1980. C’est un virus
tres attractif du fait de son cycle court, de salifaé de purification et de son effet considérable
sur le développement d’'une immunité (humorale Bulege). Par la suite, il fut utilisé comme
vecteur de vaccins recombinants par insertion tamgnome de génes codant des protéines
d'autres virus. On peut citer notamment le vacoiirabique Raboral® (recombinant Vaccine-
glycoprotéine G du virus rabique) qui est utilidgezr les coyotes et les ratons laveurs en

Ameérique du Nord19].

Les Poxvirus ont de nombreuses utilisations. Ort pger par exemple I'obtention en
grande quantité de protéines mais également liésrhent de banques d’ADNc permettant
d’identifier des antigenes tumora{xJ. Actuellement, une des voies de recherches coacern

I'emploi des Poxvirus comme vecteurs vaccinpik

La grande taille du génome des Poxvirus, et notamhagprésence de nombreux génes
codant pour des facteurs de virulence, est un atajgur dans I'emploi de ceux-ci. Ces genes
(genes de spectre d’hbte, genes codant pour desifaémmunomodulateurs, ...), autrement
appelés génes non-essentiels, ont peu d'influamcke £ycle réplicatif du virus in vitrfr?] et
peuvent facilement étre éliminés ou modifiés paonebinaison homologue avec un plasmide

adéquat.
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2.2. Avantages et inconvénients des Poxvirus en tanvgoen
L’intérét des Poxvirus est lié a leur biologie etear grande plasticité. En effet, les
recombinants obtenus présentent un certain nomévardages :
- La réplication est exclusivement cytoplasmiquént&gration du génome viral est donc
improbable
- La taille importante des Poxvirus autorise l'ingertde grands fragments (> 25 kpb
d’ADN étranger) mais aussi la suppression des feadsn non essentiels
(notamment les facteurs régulant la virulence e¢pense immunitaire)
- La transcription est indépendante la cellule :deséines sont synthétisées de maniere
autonome
- L’activité des protéines recombinantes est treshprale la protéine d’origine {]
- De trés nombreux Poxvirus sont non-pathogéneslfjtamme
- La fabrication est compatible avec une utilisaiogrande échelle :
o Codt de production faible
o Stabilité importante : résistance a la congélatidra lyophilisation et la
réhydratation
o Facilité d’administration : voie intradermique owi& orale (comme par

exemple le vaccin recombinant Vaccine-Rpg#)

A contrario, l'utilisation de vecteurs vaccinauxamts peut poser des problemes liés a
la cytotoxicité associée a linfection mais aussilaa pathogénicité résiduelle (concerne
principalement les individus immunodéprimés). Ceajpext, marqué dans le cadre de
recombinants issus du virus de la Vaccine, n’estisible avec le virus myxomateux sauvage.
En revanche, ce dernier pourrait avoir un effeétdée sur le systeme immunitaire, réduisant
ainsi l'efficacité du virus en tant que vecteurciaal.

Afin de résoudre ces difficultés, l'utilisation dRoxvirus a spectre d’hote tres étroit,
I'exploitation de souches totalement apathogenelemploi de souches modifiées (comme le

SG33) devraient réduire I'impact de ces inconvésien
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2.3.Méthodes de construction d’un virus recombinantied
En fonction du virus recombinant souhaité, on pmater pour trois sites d’insertion
d’ADN étranger : l'insertion intergénique, l'insem intragénique et l'insertion en fusion
protéigue. La premiére stratégie consiste a intélgregénome souhaité dans une zone ne
modifiant pas les génes du virus de base. On irsérs le géne désiré dans une partie non-
codante. La majorité des virus recombinants Pogvest formée a partir de ce procéde. En
intégrant I'antigéne en position intragénique, aodifie le vecteur en remplacant une protéine

structurale du virus par I'antigéne d’intérét.

Les techniques actuelles utilisent les virus afnodupler I'antigene d’intérét a une
protéine porteuse : c’'est la fusion protéique. [eohf de ces vaccingst de modifier les
protéines structurales du virion en intégrant igéne souhaité. De la sorte, on modifie une
protéine d’enveloppe, élément essentiel du viraim, d’exprimer I'antigéne désiré a la surface
des virions recombinants. Cette technique pousmaiéliorer 'immunogénicité de I'antigene
intégré, surtout dans le cas de protéines de pdfiites ou de peptides. Ce procédé a été
exploité sur d’autres virus comme celui de I'hégaB [1]. Cependant, a I'heure actuelle, peu

d’études ont été menées dans ce sens sur les Bpair.

L’équipe de Heesun Kwgke] s’est servi de la protéine BR5 de I'enveloppe idusvde
la Vaccine pour exprimer des antigenes du HIV-1.I8wirus de la Myxomatose, une étude de
'INRA [27] s’est basée sur les protéines M022L et MO71L. NMIO23t une protéine
majoritairement présente sur les enveloppes dese®wirales EEV. Il s’agit d’'un peptide de
371 acides aminés et d’un poids moléculaire appmictes 41.5 kDa. M022L appartient a la
famille des phospholipases et joue en réle dantetiivité du virus.
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Pour intégrer l'antigéne souhaité, on utilise lang@pe de la construction par

recombinaison homologue : (figure 10)

géne de sélection sous confréle d'un agéne d’intérét sous contréle d’'un
promoteur poxviral I » promoteur poxviral

| ——

— -

7 ™
— |

plasmide de
transfert

recombinaison

ADN recombineé

Figure 10 : Méthode de construction de Poxvirus reambinés
D’aprés Pignolet, 2007[/]
La recombinaison homologue s’effectue entre 2 sérpse d’ADN identiques. Lors d'un
cycle de réplication, I'incorporation du géne satégorté par le plasmide de transfert, peut
se produire entre les séquences d’ADN parental.

.27 -



3. LA SOUCHESG33 :UNE SOUCHE VIRALE A LA BASE DES VIRUS RECOMBINANTS

3.1. Un virus myxomateux modifié
La souche atténuée SG33 a été mise au point en pai78&aurat et Gilbert au
laboratoire de Maladies Contagieuses de I'EcoleidNate Vétérinaire de Toulouse par
passages repétés du virus sur cellules de reiapite ét sur fibroblastes d’embryon de poulet a

température suboptimale (33°C).

La carte du génome myxomateux a été établie paseRuet Robins en 1982¢8]. En
comparaison, le SG33 a perdu 15kpb dans la pamieecdu génom¢29]. Cette délétion est
située au niveau des RIT avec notamment la digpaude plusieurs facteurs de pathogénicité.
Les 6 genes (Serp 2, Serp 3, MHR 1, MH R 2, MHR BI'¥-LAP) codent pour des protéines
immunomodulatrices (cf. supra). L'absence de cawxplique la sécurité d’emploi du SG33

car la pathogeénicité résiduelle est trés faiblenméans I'espece cible.

3.2. Utilisation actuelle du virus myxomateux SG33
A T'heure actuelle, le SG33 est la souche vaccindiksée pour protéger contre la
myxomatose chez le lapin (Dervaximyxo SG33® et Deimix® du Laboratoire Mérigl19).
Cette souche est également utilisée dans le vawpite Myxomatose - virus de la maladie
hémorragique du lapin (RHD) dont I'autorisation mése sur le marché (AMM) n’a pas été
encore validée. Dans ce vaccin, le virus SG33 ewprla protéine VP60 du calicivirus

responsable du RHD (expression de la protéine sitiquo intergénique).

Expérimentalement, la souche SG33 du virus myxamatest utilisée dans la
fabrication de virus recombinants. Comme nous bavdit préecédemment, le spectre d’hote
étroit du SG33 (car issu du virus myxomateux) ass$urnocuité du virus en tant que vaccin
du fait de I'absence de réplication chez un hote sensible. On peut citer par exemple le virus
recombinant SG33-BTV2 (fievre catarrhale ovine,eBltongue Virus souche Corge}]. Cette
soucheatténuée du virus myxomateux a été utilisée dfimddire une immunité contre le virus
de la fievre catarrhale ovine.

On retrouve ce principe lors de la vaccination mohé grippe équine ou la leucose
féline. Il s’agit deCanaripoxvirusrecombinants exprimant les génes HA de I'hnémagghe
de 2 souches virales de I'Influenza équine (Prétie®) ou les genes GAG et ENV du FelV A
(Purevax FelV®).
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3.3.Réaction de I'organisme face au virus myxomateuche SG33
La réponse de I'organisme face a une infection pabesse déroule en deux phases :
- Une réponse non spécifique et immédiate

- Une phase plus tardive dépendante des lymphocytes

On peut résumer cette réponse dans un schémae(figyir

Infection par le virus myxomateux
souche SG33
-
- -

Réponse non spécifique : Reéponse cellulaire specifique :

- Cellules inflammatoires (granulocvtes - L‘{THPhF’CI*TES T cytotoxiques
neutrophiles et monocvtes/macrophages) - Role mineur des autres lymphocytes T
- Interférons
- Cellules NK
- Cascade du Complément
Réponse humorale spécifique
(efficace lors de réinfection)

Figure 11 : Mécanismes de résistance vis-a-vis d'annfection avec le virus SG33
D’aprés Petit, 19973]
La réponse non spécifique est un mécanisme deaiésisimmeédiat face a un virus. Ce
systeme intervient dans n'importe quelle infectitale.
La réponse cellulaire et humorale fait intervergs @ffecteurs spécifiques du virus. La mise
en place est plus tardive mais fiat interveninigtéme de mémoire immunitaire.
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Les Orthomyxoviridae: a la recherche d’'un antigene vaccinal

1. GENERALITES

1.1. Classification
Les Orthomyxoviridaecomprennent les genréeBhogotoviruset Influenzavirus Ces
derniers sont les agents responsables des Grilbpasste trois types dirfluenzavirugA, B et
C) : les Influenzavirus A regroupent des Grippes humaines et animalesistagde les
InfluenzavirusB et C uniquement des Grippes humaines.

La nomenclature des virus Influenza se base sgetee, I'héte, le lieu d’origine, le
numéro du cahier et 'année d’isolement du virugr @eut citer par exemple les virus
A/Sydney/5/93 ou B/Beijing/184/93. Dans le reste detre exposé, nous parlerons
principalement de la souche virale A/Porto Ricod8ld1N1) autrement appelée PR8.

1.2. Transmission
Les Orthomyxoviridae se transmettent par des aérosols contaminés & paxd
sécrétions (buccales ou nasales) ou des déjeatiansnaux infectés. Les espéces cibles sont

les Mammiféres et les Oiseaux avec un spectre &'tedtreint en fonction du type de virus.

1.3. Structure des Virus Influenza
L’ensemble des virus Influenza se présente sousriae de particules enveloppées

sphériques de diameétre compris entre 80 et 12Cfigord 12 et 13).
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Figure 12 : Observation d’un virus Influenza en micoscopie électronique
De Whittaker, 200171]

ARN
simple brin -
sensnégatif

M2

M1

NA
NP

HA

Figure 13 : Schéma d’uninfluenzavirus de type A
D’apres Horimoto, 20053
Les 8 segments d’ARN simple brin a polarité négasent, par ordre croissant de taille :
PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M et NS.
Les protéines issues de ces segments sont deinpsostructurales de 'ARN (PA, PB1,
PB2 et NP), des protéines d’enveloppes (M1, M2, NA) ou des protéines non-structurales
(NS1 et NEP-NS2).
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Le génome dekfluenzavirusA et B est composé de 8 segments d’ARN simple @rin
polarité négative (c'est-a-dire complémentaireA®RRIm). Les autres genres possedent moins
de segments (7 pour ledluenzavirusC et 6 pour lehogotoviru3. La longueur des segments
est comprise entre 10 et 13.6 kbZ]. Chaque segment est présent sous une forme diecula
stabilisée par des paires nucléotidiques entreelggemités 3’ et 5[33]. L'ensemble du

génome code pour 11 protéines (figure 14).

L’enveloppe des virions ddafluenzavirusA et B dérive des membranes cellulaires par
incorporation de glycoprotéines: les hémagglugainet les neuraminidases. Les
hémagglutinines (HA) sont formées d’un trimere detgines codées par le segment 4 jouant
un réle dans la reconnaissance spécifique dessasidiques. Les neuraminidases (NA) sont
composées de quatre protéines issues du segmehes .lednfluenzavirusA, il existe 16 HA
et 9 NA différentes a I'origine d'un grand polymbargme (cf. infra). Chez lekfluenzavirus
C, ces glycoprotéines sont « regroupées » en whe kémagglutinine-estérase HE.

De ce fait, une autre classification a été bapardir de la répartition entre les HA et les
NA (HIN1, H3N2, ...).

D’autres protéines sont intégrées a la membranevidess. Les protéines M1 et M2
sont des protéines codées par le segment 7. Laiggeenappelée protéine de matrice, est le
polypeptide le plus abondant du virion. La protéit2 est un canal a ions transmembranaire.

La biologie de cette protéine est décrite plusé@raitidans un prochain paragraphe.

Les autres protéines structurales du virion sorgebes les RiboNucléoProtéines
(RNP). Elles sont formées des nucléoprotéines (BiBbilisant le génome ainsi que de
’ARNpolymérase, constituée de trois protéines eigss (PB1l, PB2 et PA). Le segment 8

code pour deux autres protéines non-structural8sl(Et NEP-NS2).
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sl

O

I:

2341 bases

PEl /PE1-F2 2341 bases

Q

PA O 2233 bases

1778 bases

1565 bages

1413 bases

Q

M1 /N2 O 1027 bases

NSl /NEP-NS2 O 290 bases

PEZ2  Composant de I ARMpolymerase (reconnaissance de 'amorce)

FE1 : Composant de I AR polymérase (Elongation f endonucléase)

PE1-F2 . Activité pro-apoptotique

P4 Composant de I AENpolymérase (protease)

H& o Protéine de fization et de fusion

WP : Composant de U ARMpolymérase (flxation, synthése, transport de I AR
MA - Libération du wirus

11 Intéractions BEINP-glycoprotéines

2 Canal ionique

=1 Transport " AR, Traduction, Epissage

HNEP-NE52 : Sortie des ENP du novau

Figure 14 : Schéma des 8 segments d’ARN d’unfluenzavirus A et des protéines associées

A chague segment correspond une ou deux protéines.

Les rbles de chacune des protéines sont définsldaableau a droite.




1.4.Cycle réplicatif
Le cycle réplicatif des virus Influenza peut sealéier en 3 grandes étapes : I'entrée

dans la cellule, la réplication virale et le boungeement des nouveaux virions (figure 15).

L’entrée dans la cellule du virion s’effectue parHiais des hémagglutinines et des
neuraminidases. La protéine HA du virus se fixé¢ soi des acides sialiqueg,3 (uniquement
présents chez les Mammiféres) @2,6 (récepteurs présents chez les Oiseaux et les)Po
Puis, elle est clivée par une protéase cellul@ma permet I'exposition du peptide de fusion.
On assiste alors a la fixation et fusion du viruscaa cellule.

Le virus se retrouve dans un endosome ou le pHefailitraine la libération du génome
viral dans le cytoplasme. Celui-ci migre vers lgawode la cellule. A partir de la, ’TARNm est
synthétisé puis traduit en protéines.

Enfin, les nouveaux virions sont assemblés dangttgplasme. Le bourgeonnement des
virus s’effectue a la surface de la cellule grack #A qui se fixe a nouveau sur l'acide
sialique. Puis la NA dégrade l'acide sialique ebvoque la libération du virus dans

I'organisme.

(6) Libération du
virus

(2) Vvésicule
enveloppée

%

i t (6) M2 madifie le
gradient de pH de
w I'appareil de Golgi

e 2 ¢ ; N
(4) Relargage des ) _
segments d’ARN Noyau Appareil de Golgi

Endosom

~

(3) Acidification du virior

(5) Synthése d’ARNm / Réplication de I'AF

Figure 15 : Schéma du cycle viral d’'unnfluenzavirus
D’aprés Kelly, 2003 33]




1.5. Evolution des Virus Influenza
L’évolution des virus Influenza dépend directemers propriétés génomiques. En

effet, le génome a ARN segmenté est a l'origindelex types de réorganisation.

Tout d’abord, 'ARNpolymérase induit une réplicatiavec de forts taux d’erreurs.

Cette dérive antigénique entraine des modificatiégéres des virus.

En paralléle, si plusieurs virus Influenza infe¢tenméme cellule, il est possible que
des réassortiments s’effectuent entre les différeagments d’ARN (figure 16). Dans ce cas,
un nouveau virus est formé et il peut ne pas exdtenmunité. En réalité, ce nouveau sous-
type viral ne peut étre reconnu par le systeme initawe puisqu'il est trop différent des autres

Influenzavirusgqui ont circulé précédemment. L’'organisme n’estapas protégé.

WVirus Influenza &
Ha de type aet A de type o

WVirus Influenza &
H4 de typeaetMNA detype B

Wirus Influenza A
Ha de typeb et A de type B

Figure 16 : Schéma de la cassure antigénigue
Lors de co-infection d’'une méme cellule par deuxuwi Influenza trés proche, un
réarrangement des difféerents segments d’ARN pewffestuer. Les principales
modifications concernent principalement les neundghaises et les hémagglutinines. Il en
résulte I'apparition d’un nouveau virus.
Dans cet exemple, le nouveau virus obtenu est Hyple a et NA de typf. Par le méme
procédé, un virus comportant les protéines HA ge ty et NA de type peut également
apparaitre.
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2. VACCINATION CONTRE LES VIRUSINFLUENZA

2.1.Vaccins actuels
Les vaccins contre la grippe sont basés sur legipes majeures du viriofss]. Les

hémagglutinines et les neuraminidases sont desglgtéines a haut pouvoir immunogéne et
facilement accessibles car exprimées a la surfasevidions. Au final, trois types de vaccins
sont possibles :

- Vaccins a virus entier inactivé

- Vaccins a virions fragmentés composés de partiaiésnues apres traitement par des

détergents
- Vaccins sous-unités composés d’hémagglutinines et ndéuraminidases apres

élimination des autres composants du virus

Depuis 2003, il existe sur le marché américain accin intra-nasal basé sur 3 souches
virales atténuées : FluMist®#]. Il est obtenu par culture cellulaire a 25°C. Lérét majeur de
ce procédé est que le virus répliqgue au niveau asopharynx et induit une réponse
immunitaire locale (production d’IgA) et systémigipeoduction d’anticorps neutralisants).

Aujourd’hui, la plupart des vaccins sont produitgsadtir d’ceufs embryonnés de poulet.
Une fois les particules virales récupérées, ellest snactivées avec du formaldéhyde.
L’inconvénient majeur de cette technique est gpélut exister une allergie aux protéines
d’ceuf. De méme, les réserves d'ceufs embryonnésone mas assurées a long terme.
Normalement, aucun adjuvant n’est intégré dansaidation. Pour le vaccin contre le virus
H1N1, certains vaccins ont été produits sur celligenge et chien) et ont été adjuvés (vaccin
Celtura® de Novartisiy/]).

2.2. Absence d'immunité durable
Chaque année, les virus Influenza se modifientugecde la dérive antigénique et de la
pression de sélection. Les souches virales utilisées de la fabrication des vaccins doivent
étre réactualisées chaque année. La compositiovagess est ajustée en fonction des souches
les plus récentes d’Influenza A (H3N2 et H1N1) etP®ur les vaccins de I'année 2008-2009,
les souches virales retenues sont les souchessh#se/59/2007 (HIN1), A/Brisbane/10/2007
(H3N2) et B/Florida/4/2006 ou B/Brisbane/3/2007.
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Dans ces circonstances, les vaccins inactivés otiomaels protegent environ 80% de
la population vaccinée. Dans tous les cas, aucaoairvactuel ne protege contre les nouveaux

variants issus d’une cassure antigénique.

3. LAPROTEINEMZ2 : UNE PROTEINE COMMUNE A LENSEMBLE DES VIRUSINFLUENZA

3.1. Localisation et structure
La protéine M2 est codée par le segment 7 (figufg Cette portion d’ARN est
composeée de 1027 nucléotides et code pour 2 pestéilNl (252 acides aminés) et M2 (97

acides aminés dérivés de M1 par des délétions).

- A Ay 252 aa

1027

' v ME - A“I] Aras

Figure 17 : Schéma des protéines du segment 7 d’'influenzavirus A
De Virus Taxonomy, 2005!{]
A partir d'un segment d’ARN de 1027 nucléotides,afntient les protéines M1 (252 acides
aminés) et M2 (97 acides aminés).

La protéine M2 est un homotétramere de type lierphr deux ponts disulfures (figure
18). On identifie 3 domaines: 54 acides aminés pamtion intracellulaire, 19 en
transmembranaire et la partie N-terminale congdital® 23 acides aminés en position
extracellulairg3g]. Les 4 hélices forment un angle dans la bicouigh@idue formant un canal

aions.
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Figure 18 : Schéma de la protéine M2 d’un virus Inilenza A
De Fiels Virology, 20071]
Vue de dessus
Les parties les plus foncées représentent leseebélde la protéine M2.
La partie centrale correspond au canal transmeraliean
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La protéine M2 est exprimée abondamment dans tgpkagme mais peu dans le virion
(entre 2@t 60%). De plus, on localise cette protéine ppalment au péle apical des cellules

infectéeq39].

Depuis l'isolement des virus Influenza en 1918, déguencages de I'ensemble des
virus ont été reéalisés. La connaissance de l'enkemi génome a permis de se rendre a
I'évidence que la séquence de protéines M2 lkhdisienzavirus A est remarquablement

conserveg ].

Pour étre exact, il apparait quelques changemenrts ks acides aminés (figure 19)
mais il y a trés peu de modifications dans la stmectridimensionnelle. De ce fait, on va
pouvoir se baser sur la séquence extracellulaimmm antigéne cible pour la réponse

immunitaire.

Souche représentative  Sous-type  Hote Séquence des acides aminés

Consensus H1/H2/H3 SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDP
A/New Caledonia/20/99 H1N1 Humain SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDP
A/Aichi/470/68 H3N1 Humain SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDP
A/Canada/720/05 H2N2 Humain SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDP
A/Berkeley/1/68 H2N2 Humain SLLTEVETPIRNEWGCRCNDSSDP
A/Puerto Rico/8/34 HIN1 Humain SLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSDP
A/Wisconsin/3523/88 H1N1 Humain SLLTEVETPIRNEWGCKCNDSSDP
A/Hebei/19/65 H3N2 Humain SLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSDP

Figure 19 : Séquences des acides aminés de I'ectmdine de la protéine M2 de
souches représentatives de souches virales Influen&
D’aprés Huleatt, 200743
Les résidus qui different de la séquence consesmsussoulignés et mis en gras.
La séquence consensus correspond a la séquenoersalte ». On retrouve cette séquence
dans la majorité des génomes de virus Influenza A.
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3.2.Roéle dans le cycle viral
Le role de cette protéine a été défini par Lamii@85[39] et Wang en 199f44]. La
protéine M2 est un élément essentiel lors de lrabs&ge et le bourgeonnement des nouveaux
virions. D’autres étuddsi5] ont permis de montrer que la partie intracytoplagmide M2 sert

de transporteur au génome lors de la construcesmduveaux virions.

On estime également que son activité sélectiveadal@ protons est responsable de la
baisse du pH dans I'endosonig]. M2 est un canal sélectif aux ions H+. Cette dicition
entraine alors la destruction des interactionsedat protéines et les lipides du virus et donc la
décapsidation du virus dans la cellule (figure ZI).méme, I'entrée des protons dans le virus

permet la dissociation du RPN.

pH bas :
- Activation du canal M2
- Transition de conformation de HA

Fusion de HA
Dissociation M1-RNP

Endosome préco

Endosome tard

Figure 20 : Role de la protéine M2 lors de la fusiomembranaire entre le virus
Influenza et 'endosome
D’aprés Mahy, 1998/]
Le virus Influenza rentre dans la cellule par entluge. Le pH faible de cet endosome active
le canal a proton (protéine M2) et induit une tidms de conformation de ’hémagglutinase.
Au final, les membranes de I'endosome et du vifissionne et les particules virales sont
libérées dans le cytoplasme cellulaire.
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3.3. Immunogénicité de la protéine M2
Comme nous lavons vu précédemment, I'ectodomaiee lal protéine M2 est
relativement bien conservé en termes de séquenckotidique. La plupart des études
actuelles se base donc sur ce peptide. La répanswinitaire contre ce peptide semble
principalement étre une réponse a meédiation humota peptide M2e seul semble donc tres

immunogeéne.

En 1988, I'équipe de Zebedg&/] a montré qu’un anticorps monoclonal contre M2e
(nommé 14C2) entrainait la restriction de la reglan virale in vitro (diminution du nombre
de plage de lyse). Cette action des anticorps nfonagx a été confirmée par Treanor en 1990
[4€]. En effet, dans cette étude, la réplication vifaledivisée par 100 mais I'infectivité du
virus n'a pas été affectée. En paralléle, il ad&#ontré que les anticorps 14C2 protégent des
souris naives lors dépreuves virulentes. Il exidgtc une protection passive (anticorps

neutralisants).

En se basant sur la séquence consensus du pep2ielddf] figure 19), des résultats
moins probants ont été décfit]. Dans leur cas, le peptide M2e synthétisé étaitsgbeu
immunogene car de taille faible (23 acides amin&jns le méme temps, la présence
d’anticorps 1gG1 et de lymphocytes T helper a pte &nise en évidence aprés une
immunisation par de la protéine M2e adjuy€d. En 1993, un vaccin recombinant associant la
protéine de core du virus de I'hépatite B (HBclagbrotéine MZ41] a été construit. Ce dernier

s’est révélé tres immunogene.

Les vaccins basés sur I'ectodomaine de la protdid@rocurent une protection croisée
contre les virus Influenza humains. Par exempls,steiris vaccinées a l'aide de vaccin ADN
(contenant la séquence M2e du virus A/PR/8) ontéaur & une épreuve virulente avec le virus
A/PR/8 ou avec le virus A/FNB).

En conclusion, le peptide M2e semble étre un bawidat comme antigéne cible pour

la réponse immunitaire.
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PARTIE Il : ETUDE EXPERIMENTALE
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Introduction

Notre projet d’étude est basé sur un virus recoartiinssu de la fusion entre
I'ectodomaine de la protéine M2 d’'un virus Influanet la protéine d’enveloppe M022L d’un
Poxvirus, le SG33. Le recombinant obtenu serviravdecin vivant afin d'immuniser des
individus contre le peptide M2e et de les protégmrtre une épreuve virulente a I'aide d’un
virus Influenza HIN1.

Pour réaliser notre objectif (créer un vaccin cetdrgrippe animale), nous avons mené

deux expérimentations complémentaires.

La premiére a consisté en I'immunisation de soarfigaide d’'un peptide M2e-PR8. Le
but était de vérifier les capacités immunogenepeahtide et de tester les aptitudes protectrices
des immunoglobulines anti-M2e aprés épreuve vitalénl'aide d'un virus Influenza de type
A, le virus PR8 (H1IN1).

Pour la seconde expérimentation, nous sommes pditis virus recombinant
myxomateux M2e-M022L construit au laboratoire INR& I'unité UMR 1225 IHAP.

Avant d’éprouver sur I'animal, nous avons d’aboktifié la construction virale. En
effet, pendant la phase de purification, I'uniqoeatcdle est le séquencage du gene modifié afin
de constater la présence des segments nucléosdigsérés. Cependant, rien lors de la
construction ne permet d'évaluer I'expression deplatéine M2e-M022L. |l s’avérait
nécessaire d’apprécier la présence effective duideef2e au sein de notre vaccin. Le
Western Blot et I'Ilmmunofluorescence ont ainsi pernde constater I'expression de
I'ectodomaine de la protéine M2 par le virus recorabt.

Nous avons ensuite immunisé des souris et effagtaépreuve virulente. La premiere
étape du suivi des souris a été le suivi clinidemns un deuxiéme temps, nous avons examiné
les plasmas récupérés via une technique ELISA ayrge-Linked ImmunoSorbent Assay.
Notre objectif était d’estimer la réponse immumgaiaumorale induite par le recombinant virus
myxomateux M2e-M022L contre le vecteur SG33 etdptigle M2e. Deux étapes successives
ont été réalisées. Tout d’abord, nous avons réahistest ELISA afin de repérer les anticorps
anti-M2e, puis un second test capable de détexi@melsence d’anticorps anti-SG33. Ce dernier
permet de vérifier si le systéme immunitaire de sagris a effectivement été en contact avec

le recombinant.
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Matériels et Méthodes

1. VIRuUS

1.1. Souches virales utilisées
La souche de virus myxomateux est la souche SG33adit de la souche vaccinale
utilisée en prévention de la Myxomatose chez lenl@pervaximyxo SG33® et Dercunimix®

du Laboratoire Mérigl19).

Concernant le virus Influenza, nous nous sommessseu virus PR8 (souche A/Porto
Rico/8/34 (H1N1)). La séquence de I'ectodomaindadprotéine M2 est également issue du
PR8 (cf. figure 19).

1.2. Méthode d’insertion de la protéine étrangére e¢wiin des virus recombinants
Dans cette expérience, la souche vaccinale a édté par fusion protéique entre
I'ectodomaine de la protéine M2 (appelé M2e) duwimfluenza et la protéine membranaire

M022L du SG33.

La méthode d’obtention passe par la création denpties de transfert (figure 21). lls
ont été obtenus apres fusion amino-terminale eviRe et M022L. Le nouveau virus a éte
ensuite généré selon des procédures standardeatahbi@aison : infection de cellules par un

virus myxomateux puis transfection avec les plassid

L0211
LiZe
M0zZ2L
Gpt
M0z23 510

Jaon

Figure 21 : Schéma du plasmide de transfert utiliséors de la fabrication du virus
recombinant VM M2e-M022L
Le plasmide de transfert contient des séquenceart@pant au virus SG33. Ces derniéres
vont permettre la recombinaison homologue avedrles\SG33. Au final, les génes codant
pour le peptide M2e et la protéine gpt seront em@si par le virus recombinant SG33 M2e-
MO022L.
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Au final, nous obtenons une nouvelle protéine nomm2e-M022L exprimée a la

surface d’'un SG33. La séquence de la protéine obtest la suivante : figure 22

MSLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSBMVSLFSKPPPGAGCRIVETVPENLGITTQHMHTHECFDELITQA
KRYIHIASFCCNLRTTDQGRLIMKKLKEAAKSGVRVTILVDYQSGNKDEEELLESNVEYIKVKIGKRY
NPGVLLGSFWIVDGTRCYIGNASLTGGSISNIKTLGVYSTYAPLAADLERARFSTFKAFNGNKSILSILHT
ACCLTTSTQYNINNPIGGVFLSDSPDYMLGCSRTLDADVVLGKISKAKKSICLELLSLVPVIREDEKTV
YWPNIYNELICAAINRGVKVRLLIGSWSNNDIYVMSSVKSLQAMCSNNDLIVKVFYDKNNTKLMIVD
DEFAHITPANFDGTHYLRHAFVSFNTVHPELVHMLNAIFTRDWENPRNTV\KN

Figure 22 : Représentation de la séquence de la péine M2e-M022L
En noir : séquence de la protéine M022L
En rouge : séquence du peptide M2e
En bleu : séquence de la protéine M022L modifigediintégrer le peptide

La sélection du virus souhaité s’effectue par sgomn de sélection ». Pendant la
création du recombinant, on associe a l'insert @megmarqueur (ici le géne gpt ou xanthine
guaninephosphoribosyl transférase) codant pour niermédiaire lors de la biosynthése
d’énergie (formation de GTP). Le milieu de sélectiMXHAT contenant de l'acide
mycophénolique (MPA), de la Xanthyne, de I'Hypoxané, de I'’Aminoptérine et de la
Thymidine va permettre I'évolution des celluleseictEes par le virus recombinant possédant
les génes intégrés souhaités (figure 23). En effailes les cellules produisant du TTP, de

'ATP et du GTP se développeront.

THYMIDINE HYPOXANTHINE XANTHINE
TK HGPRT XGPRT = gpt
TTP «@TDP @TMP AMP < VP s XMP e G VP
v déshydrogénas: v
ADP MPA GDP
ATP ™ dADP §» dATP dGTP «dGDP GTP

Synthésede novo

Aminoptérine

HGPRT : Hypoxanthine guaninephosphoribosyl transférase
XGPRT : Xanthine guaninephosphoribosyl transférase (=yitalli gene gpt)
MXHAT = MPA (acidemycophénolique) + Anthine + HAT (hypoxanthine—aminopterine—thymidine)

Figure 23 : Le systeme de sélection gpt
Les synthéses de novo de TMP et d’AMP sont blogpéed'aminoptérine. La synthése de
GMP est bloguée par I'acide mycophénolique (MPA).
La complémentation dans le milieu de sélection aleela Thymidine permet de récupérer la
synthése de TMP. L'Hypoxanthine et la Xanthine petemt, grace a I'activité de XGPRT
(produit du gene gpt) de récupérer respectivenzesyithése d’AMP et de GMP.
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2. SOURIS

L’ensemble des manipulations a été effectué susdess femelles Balb/cJ.

L’étape d'immunisation de I'expérience n°1 a éténgwe avec huit souris femelles
Balb/cJ de 5 semaines. Les dix souris témoins desatsouris Balb/cJ de 7 mois (femelles
reproductrices de réforme). Au final, les 17 soornisformé 2 lots :

- Souris témoins : 2 cages de 5 souris
- Souris immunisées M2e-PR8 : 1 cage de 3 souricagé de 4 souris

Pour la seconde expérience, I'immunisation par ikesvrecombinant et I'épreuve
virulente, des souris Balb/cJ de 5 semaines ontéftarties aléatoirement en lot de 5 de la
maniére suivante :

- Suivi clinique :

0 4 cages de souris témoins recevant des injectiendiSG33

0 4 cages de souris témoins recevant des injectiendiM2e-M022L
- Suivi sérologique :

0 2 cages de souris témoins recevant des injectiendiSG33

o 3 cages de souris témoins recevant des injectiendviM2e-M022L

3. PROTOCOLE DINOCULATION

3.1.Expérience n°1
L'immunisation s’est effectuée avec un peptide NPRS8. La séquence choisie a été
SLLTEVETPIRNEWGCRCNGSSD. Le peptide a ensuite éidpté avec du MBS ou ester de
m-MaleimidoBenzoyl-N-hydroxySuccinimidine. Les hu#ouris Balb/cJ ont recu trois
injections sous-cutanées, chacune séparées dednssmune avec un mélange de 10 pg de
peptide M2e-PR8 + adjuvant complet de Freund etiéesx autres avec un mélange de 10 ug
de peptide M2e-PR8 + adjuvant incomplet de Frelas. prises de sang ont été effectuées en

parallele des immunisations puis tous les quinaesjpendant 1 mois.
Une épreuve virulente a été réalisée 6 mois a@redeiniére immunisation avec le

peptide M2e-PR8. Chaque souris (7 issues de I'@apenunisation et 10 témoins) a recu une

injection intra-nasale de 1000 pfu de virus Inflz@®R8.
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3.2. Expérience n°2
Lors de 'immunisation, chaque souris a recu tolgesdeux semaines une injection de
100 pL de virus (soit le SG33 soit le VM M2e-M0221.)a concentration de 1pfu/100 pL en
DMEM (milieu de Dubelco complet). La premiere irfjea a été réalisée en sous-cutanée et
les deux suivantes en intra-péritonéale sans adljuiza durée totale de 'immunisation est de

6 semaines.

Les 8 lots de souris correspondant au « Suividliai» ont alors participé a I'épreuve
virulente. Cette épreuve (injection intra-nasalel@@0 pfu de virus Influenza PR8) a débuté 2
semaines apres la derniere immunisation et un slinique rigoureux pendant 25 jours a été

réalisé.

En parallele, des prises de sang ont été faitelesigouris du lot « Suivi sérologique »
pendant 75 jours avec un intervalle de 15 jourseectiaque prise de sang. Les tubes de sang,
prélevés en sous-maxillaire ou en rétro-orbitaird,ensuite été centrifugés afin de récupérer le

plasma.

4. SUIVI CLINIQUE DES ANIMAUX

Pour le suivi clinique, les critéres ci-dessouséiatnotés quotidiennement :
- Durée de survie
- Poids

- Aspect du pelage : tableau 3

_ _ o Poils tres

Aspect du Poils peu Poils Poils trés ) o
Normal ) o ) o i o ébouriffés et
pelage ebouriffés ebouriffés ebouriffés o
aspect mite

Notation Ok + ++ +++ ++++

Tableau 3 : Systeme de notation de I'aspect du pela

L’ensemble de ces parameétres a permis d’évaluéplanse des souris lors de I'épreuve

virulente. La durée de survie nous servira de patare référence.
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5. TECHNIQUES UTILISEES LORS DE CET ESSAI

5.1. Infection virales in vitro
Des cellules RK13 (Rabbit Kidney) ont été obtenaeses cultures sur milieu de

Dubelco complet (DMEM) dans une étuve a 37°C eroaphere enrichie a 5% de €0

Pour le Western Blot (WB), 500 uL de virus (SG33&e-M022L) ont été inoculés a
des cellules RK13 en P6 {1pfu/mL). Les cellules sont incubées 2 heures javiges 2 fois en
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) pour éliminémoculum. Puis les cellules sont
cultivées pendant 48 heures avec 1 mL de solut@ptdMEM + 2% SVF.

Pour I'mmunofluorescence (IF), nous avons ajoud® BL de virus (SG33 et M2e-
MO022L) a des titres de 1000 pfu/mL sur les RK13ticées en Labteck. Aprés 2 heures
d’incubation, les cellules sont lavées puis cuéisr@endant 36 heures. La fixation est réalisée

avec du PFA 4% (Paraformaldéhyde 4%) pendant 1h&8Mpérature ambiante.

5.2.Western Blot

Les gels de I'électrophorese des protéines songelssdénaturants de 10 puits a 10%
Bis-tri Gel w/Mops (NuPage®, Laboratoire Invitrog&n On introduit alors les marqueurs de
poids moléculaire et 25 pL d’échantillon par peton remplit la cuve a I'aide d’'un tampon de
cuve SDS Running Buffer 1x (composé de 50 mL datssl NuPage® SDS 20x + 950 mL
d’eau distillé). Concernant la répartition, on w60 mL de tampon de cuve dans la chambre
inférieure et le reste dans la chambre supériegigns( laguelle on ajoute 500 pL
d’antioxydant). La migration des protéines s’eftect 4°C pendant 35 a 60 minutes entre 150
et 200 Volt.

La coloration au bleu de Coomassie et le trangferréalisent dans la foulée. Des
membranes de nitrocellulose sont prises en sandaiet les gels. Le tout migre pendant 1h20
a 30V dans une cuve remplie d’'un tampon de transfemilieu réducteur. Ce tampon contient
50 mL de NuPage® transfert Buffer 20x + 1 mL de anti-oxydant + 200 mL de
Méthanol + 849 mL d’eau distillée.
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La seconde étape du Western Blot est un marquagemoliogique. Apres avoir plongé
les membranes dans une solution de blocage, compulesd0 mL d’eau distillé + 2 mL de
Blocker/Diluent A + 3 mL de Blocker/Diluent B (kiWestern Breeze, Laboratoire
Invitrogen®) pendant 30 minutes, les anticorps pites sont incubés pendant 60 minutes a
température ambiante. Les anticorps (Ac) utilised des Ac de lapin anti-virus myxomateux a
1/506™ des Ac de lapin anti-M022L & 1/198 et des Ac de souris anti-M2e (autrement
appelés 14C2) a 1/ 18% Les Ac anti-virus myxomateux et anti-M022L oné ébtenus dans
notre laboratoire. Les anticorps 14C2 proviennentathoratoire Santa Cruz Biotechnologies®
(réféerence SC32238). Les anticorps secondairesdesnanticorps anti-anticorps de lapin ou de
souris (kit Western Breeze, Laboratoire Invitrog@n lls sont incubés pendant 30 minutes a
température ambiante aprés un lavage avec 150 mduddistillée additionnée de 10 mL

d’Antibody wash solution 16x.

La révélation utilise la technique du WesternBreelzemiluminescent. Pour cela, nos
membranes accolées avec des films plastiques kngéges dans une solution de 2,375 mL de
substrat chemiluminescent + 125 pL d’enhancer dminescence pendant 5 minutes a
I'obscurité. Les films obtenus peuvent ensuite ékposeés et lu avec le systeme Chemidoc®
du Laboratoire BioRad®.

5.3.Immunofluorescence
Le marquage immunologique utilise des anticorps-wanis myxomateux (titre de
1/500™) et des anticorps anti-M2e (titre de 1/3%) dont la provenance est la méme que
précédemment. Aprés 60 minutes d’incubation a 3@C@ois lavages successifs avec une
solution de PBS-Tween 0,05%, les anticorps secogsla@ont ajoutés. Ce sont des anticorps
anti-lapin-FITC & la dilution 1/2G8° (obtenus sur chévre, Laboratoire Sigma-Aldrich®) e
d’Ac anti-souris-RodRX a la méme dilution (obtenssr singe, Laboratoire Jackson
ImmunoResearch®). Le marquage TOPRO s’effectuesggianinutes d’incubation a 37°C et
trois rincages au PBS-Tween 0,05%. Le mélange i@ R,de TOPRO + 2500 pL de PBS est

réparti dans I'ensemble des cupules pendant 15tesrzutempérature ambiante.

Apres rincage au PBS et montage de la labteck kvedlieu Vectashield® (Vector

Laboratories®), les lames sont lues au microscopéocal a fluorescence.
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5.4.ELISA : Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
Le protocole retenu pour 'ELISA permet de metineégidence soit les anticorps contre

le peptide M2e soit les anticorps contre le vec&aB3.

Pour les anticorps anti-M2e, les supports sont miésoplagues ELISA Falcon®
tapissées de peptide M2e dilué (0,5 pug et de 2,pgugupule) dans du tampon Carbonate-
Bicarbonate a pH 9,6. Aprés une nuit d'incubati@ngl une étude a 37°C en atmosphere
enrichie a 5% de CO2, I'antigéne est éliminé desjyds par lavage en PBS-Tween puis les
cupules sont saturées d’'une solution de gélatine da PBS (15 mg/mL) a raison de 100 pL
par cupule (incubation pendant 60 minutes a 37°C).

Les échantillons de sérums sont alors déposésanrde 100uL par cupule et dilués en
fonction du plan de plaque avec du PBS-Tween (dépes dilutions au 1/50éme). Ensuite,
aprés 1 heure d’incubation, on dépose du conjugoéphatase alcaline couplé a un anticorps
anti-souris. La révélation s’effectue grace au sabsPnPP ou p-Nitrophenyl Phosphate
(2 tablettes de mélangées avec 10 mL de tampadmadiélamine a 1 mg/mL) avec une lecture a
la longueur d’onde de 405 nm aprés 10 ou 20 minutes

Concernant I'ELISA pour la recherche des anticarpstre le SG33, le protocole est
guasiment le méme. Le virus qui tapisse les cupesese virus SG33 cultivé au laboratoire. Il
est issu d’'une solution au 1/2600 et déposé a raison de 2.5 ug par cupule. Endaite,
manipulations sont effectuées comme décrit ci-dessucubation pendant une nuit dans une
étuve a 37°C en atmosphere enrichie en,G&vages des plaques au PBS-Tween avant de
saturer les cupules d’'une solution de gélatine danBBS a 15 mg/mL a raison de 100 pL par
cupule. Le dépbt des échantillons et la révélati@ifectue comme indiqué précédemment.
Pour la révélation, les anticorps utilisés sontAlesnti-souris au 1/360°et des Ac anti-lapin

au 1/306™ (pour les témoins positifs).

Pour lire une plague ELISA, quelques pré-requid sénessaires. Le seuil de positivité
se définit par trois fois la valeur du témoin néfdatplus élevée. Il permet alors le contrble des
témoins mais aussi la détermination du taux d’anpis (correspondant a la derniére dilution
avec une valeur positive). La présence d’'une giéantinnue d’anticorps contrble permet de

quantifier la teneur en anticorps des sérums clésro

5.5. Statistiques
Afin de déterminer la présence de différencesstigties entre les différents groupes,

des tests de Mann Whitney ont été mis en placedaficomparer les différentes moyennes.
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Résultats

1. LE PEPTIDEMZE INDUIT UNE REPONSE PROTECTRICE CONTRE LE VIRUZRS

Le premier objectif était de valider peptide M2emtne antigéne a l'origine d’une
réponse immunitaire protectrice. Pour cela, nomns\effectué une épreuve virulente a l'aide
d’un virus Influenza HIN1 (PR8) sur des souris imisées avec I'ectodomaine de la protéine
M2 et effectué un suivi clinique et sérologiquecds souris.

1.1. Suivi clinique

Suite a l'infection, le taux de survie des soumsnunisées avec le peptide est de 100%
alors que 50% des souris témoins sont mortes audeo® jours (figure 24). D’un point de vue

statistique, il existe une différence significatesgtre les deux groupes (p < 0.05).

120
~100%— ®» ®» ®» —8 = = = = ®» 8 8 B
S
(4]
S 80
=}
o Témoins
3 60 _
® —a— Souris M2e
[e)]
[
2 40 -
(]
o
3 20
o
0 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Jours aprés infection (j)

Figure 24 : Pourcentage de survie (expérience n°1)
14 jours aprés infection par le virus Influenza PR8 8 souris immunisées avec le peptide
M2e sont encore vivantes tandis qu'’il en resteeseaht 3 dans le groupe des souris témoins.

-51 -



Au niveau du poids, il est a noter que les soudslal témoin ont un poids initial
supérieur. Cependant, les pentes semblent indajueeles souris immunisées avec le peptide
M2e perdent moins de poids. A partir di'§our, ces mémes souris reprennent du poids. A la
fin de I'expérience, les souris immunisées ont aide moyen de 22,7 g contre 18 g pour les

souris du groupe témoin.

Cette tendance est confirmée lorsque I'on réalise gkaphique montrant les
pourcentages de variations des poids pendant Fexme (figure 25). On peut également
prouver qu’il existe une différence statistiquendfigative entre le pourcentage de variation des

poids des souris vaccinées avec le peptide M2esesalris temoins (p = 0.002).

120,00

100,00 =

80,00 \-\-\\W

60,00

Témoins

(%)

—m— Souris M2e

40,00

20,00

Pourcentage de variation des poids

0,00 T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Jours aprés infection (j)

Figure 25 : Variations du pourcentage de perte degids (expérience n°1)
Le graphique montre la perte de poids dans les@pgis de souris.

1.2. Suivi sérologique
Le suivi sérologique des souris immunisées avqmefgide M2e a été réalisé avec un

test ELISA afin de déterminer la présence d’anfisarontre le peptide.

Les dilutions s'étalent du 1/8% au 1/408™ Les témoins positifs ont été réalisés avec
une concentration initiale d’anticorps 14C2 (an@é)l de 200 pg/mL. lls vont nous permettre
de réaliser une courbe étalon (figure 26) et deubtad les différentes concentrations en
anticorps anti-M2e d’apres l'interprétation dessits optiques (tableau 4). D’apres le seuil de

positivité de la plaque, des valeurs positivesponétre déterminées pour la dilution 1/460
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Figure 26 : Courbe étalon du test ELISA permettantde déterminer la présence

d’anticorps anti-M2e
Grace aux différentes dilutions du témoin positdus pouvons établir une droite étalon de la
concentration en anticorps en fonction de la dérogtique.
Cette derniére de fonction y = 8*T0nous permet de calculer les concentrations enapt
anti-M2e de nos sérums.

L Concentration en
Densité optique ) )
anticorps anti-M2e

Anticorps 14C2 2.5 200 pg/mL

Souris 1 (1/400) 1.792 573.4 ug/mL
Souris 2 (1/400) 2.072 663.0 ug/mL
Souris 3 (1/400) 2.064 660.5 ug/mL
Souris 4 (1/400) 2.586 827.5 ug/mL
Souris 5 (1/400) 2.494 798.1 ug/mL

[72)

Moyenne des souris immunisée

_ 2.202 704.5 pg/mL
avec le peptide M2e (1/400)

Tableau 4 : Résultats de la plague ELISA de la réptse immunitaire contre le

peptide M2e a la dose de 2,5 g par puits
Sur la plaque, les sérums de 5 souris seulemenplwoiétre utilisés, les 2 derniéres souris
n'ayant pu étre prélevées.

Nous pouvons constater que toutes les souris inséesi avec le peptide M2e
possedent des anticorps contre ce dernier. Lesdaieaus sont trop élevés par rapport & nos
dilutions. L'immunisation grace au peptide induibnd une concentration moyenne en
immunoglobulines supérieure a 700 pg/mL chez nosisoCe titre induit une protection de

100% contre une infection par 100 pfu de virus PRS8.
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2. LE VIRUS RECOMBINANT EXPRIME LE PEPTIDEMZ2E

La seconde étape de notre étude était de créeaasinvpoxvirus SG33 recombinant
exprimant I'ectodomaine de la protéine M2 d'un sirinfluenza HIN1 (PR8). Avant de
réaliser des essais in vivo, nous avons d’abordi&dea validité de notre construction et
I'expression de la protéine de fusion par le virusitro sur des cellules permissives au virus,

les cellules RK13, via un test d’'Immunofluoresceatd’'un Western Blot.

2.1. Western Blot
Le Western Blot, grace a la détermination du pom#éculaire des protéines virales et
la spécificité du marquage, nous a permis de validgpression du peptide M2e en fusion
avec la protéine M022L (figure 27).
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Figure 27 : Résultats du Western Blot
PM : colonne de migration des marqueurs de poidéculaire
Tc : Témoin cellulaire (aucun virus n'a été déposeé)
SG33 : virus SG33
SG33 M2e-M022L : virus recombinant SG33 M2e-M022L
Fléches vertes : visualisation de 2 bandes caistigéies de la présence du virus SG33
Fléches rouges : visualisation de la bande caisiitgre du peptide M2e
Les anticorps anti-virus myxomateux nous dévoilentprésence de virus SG33 dans
I’échantillon de référence et dans I'échantillonvitwis recombinant.
Les anticorps 14C2 (anticorps contre le peptide )MBaus indiquent la présence de ce
peptide dans le virus recombinant M2e-M022L. Céaeade n’'est pas présente ni chez le
témoin cellulaire ni chez le virus SG33 de départ.
L'association des bandes caractéristiques desoansicl4C2 et des anticorps anti-virus
myxomateux nous prouvent que le virus recombinaeM022L est composé de SG33 et
du peptide M2e.
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Sur la partie gauche de la figure 27, nous pouvensarquer la présence de deux
bandes de méme poids moléculaire a environ 28 &taléléches vertes). Elles correspondent
au marquage avec l'anticorps polyclonal anti-viragxomateux, signalant la présence de
protéines virales du virus SG33 et du recombin@23M2e-M022L.

Sur la partie droite, une bande intense révéléel'gaticorps monoclonal 14C2 est
visualisable (fleche rouge). Il est & noter la pnege d’'une bande fine dans la colonne de
migration du SG33. Cette bande est un artéfactukidébordements des dépodts pendant la
préparation.

La taille de la protéine obtenue (environ 41 kDaj eompatible avec le poids
moléculaire de la protéine M022L (soit 41518 Daletorie). On peut avec certitude conclure
que le peptide M2e est bien associé a la protéii2214 dans le recombinant virus

myxomateux M2e-M022L.

2.2. Immunofluorescence
Nous avons ensuite verifié si le peptide M2e @zyirimé par le virus recombinant sur
des cellules infectées (figure 28). Apres marguetgesualisation au microscope confocal, les
noyaux des cellules apparaissent en bleu, le wrpsomateux en vert (SG33 et recombinant
VM M2e-M022L) et le peptide M2e en rouge. Lorsges plages se chevauchent, la coloration
est modifiee (lorsque les plages rouges et vegaggnissent, il y a apparition d’'une teinte

jaune).
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Figure 28 : Résultats de I'lmmunofluorescence
A : Recombinant M2e-M022L marqué avec I'anticorps-girus myxomateux couplé FITC
B : Recombinant M2e-M022L marqué avec I'anticorg€2 (anti-M2e) couplé RodRX
C: Recombinant M2e-M022L marqué avec les antica@ps-virus myxomateux couplé
FITC et anti-M2e couplé RodRX

D : Virus SG33 marqué avec les anticorps anti-vinyxomateux couplé FITC, anti-M2e
couple RodRX et le marquage TOPRO

Comme nous pouvons le constater, il y a superposides colorations verte et rouge
(les aires de répartition sont identiques). Cethgne que I'ectodomaine de la protéine M2 est

produit par le recombinant et exprimé dans unearomdtion lui permettant d’étre reconnu par
les anticorps monoclonaux 14C2.

-57 -



3. VALIDATION IN VIVO DE NOTRE VECTEUR VIRAL

Le dernier objectif de cet essai était de validemvécteur vaccinal in vivo. Un suivi
clinique aprés épreuve virulente et un suivi séiojoe apres immunisation de souris avec le

virus recombinant M2e-M022L ont donc été mis erc@la

Le virus recombinant permet I'expression du pepfidize in vitro sur des cellules
permissives. Nous avons ensuite vérifié in vivo goavoir immunogene. Pour cela, des souris
ont été immunisées comme indiqué dans la parti@nehtet méthode puis infectées par le

virus Influenza PRS.

Un suivi clinique journalier a été réalisé. Ce swinique correspond principalement
au suivi de la mortalité et du poids des sourisaspect du pelage a également été noté
quotidiennement. Aucune différence n'a cependanéfpe mise en évidence entre les deux
lots : l'aspect du pelage s’est dégradé de la mémgen. Les résultats ne sont donc pas

montrés.

3.1. Mortalité
La mortalité fut forte dans les deux lots. En corajs®n, le lot de souris vaccinées a un
taux de survie inférieur a l'autre lot (45% de sermontre 65%). Dans la figure 29, on note un
pic de mortalité¢ entre le I et 12™ jour. Cependant, on ne peut pas différencier

statistiguement les deux groupes.
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Figure 29 : Pourcentage de survie (expérience n°2)
A partir du 5™ jour, des décés sont survenus dans les 2 lotsulis sLes souris immunisées
avec le recombinant (tracé rouge) ont une un taurndrtalité plus élevé (> 50%) que les
souris témoins (tracé bleu).

3.2.Perte de poids
Apres infection par le PR8, aucune différence méardtée pour la perte de poids dans
nos deux lots de souris. Comme nous pouvons letatensen figure 30, les courbes sont

quasiment identiques.
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Figure 30 : Variations du pourcentage de perte degids (expérience n°2)
Les deux courbes ont la méme évolution au courdedips avec une perte de poids
maximale autour des 17 *12™jours.
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La perte de poids maximale est atteinte at™ljbur. Les souris vaccinées avec le
recombinant VM M2e-M022L accusent une perte de gaid 31.77% par rapport au poids

initial ; les souris témoins une perte de 28.34%.

Comme nous pouvions le prévoir sur le graphiqueyae différence statistique ne peut

étre mise en évidence (p = 0.14).

En conclusion, le virus recombinant M2e-M022L nliitdpas de réponse protectrice

contre une infection par le virus Influenza PR8.

4. LE VIRUS RECOMBINANT NINDUIT PAS DE REPONSE HUMORALE SPECIFIQUE DU PEPTID#2E

Pour comprendre pourquoi notre vecteur vaccinalduit pas de réponse protectrice,
nous avons verifié in vivo la présence d’anticoq#ti-M2e dans le sérum des souris

immunisées avec le virus recombinant M2e-M022L.

4.1. Réaction immunitaire face au peptide M2e
Les souris témoins, vaccinées avec le SG33 saulf pas d’'anticorps contre le peptide

M2e (données non montrées).
Dans le cas de notre recombinant VM M2e-M022L ,desnées, obtenues avec 2,5 ug

de peptide M2e aprés 20 minutes de lecture, madrlzsmésultats les plus probants.
Les résultats chiffrés découlent de l'interprétaties densités optiques (figure 31).
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Figure 31 : Concentrations en anticorps anti-M2e ages vaccination a I'aide d’un

recombinant M2e-M022L
Echelle non respectée afin de mieux visualisehig®grammes
En bleu : 5 souris immunisées avec le peptide M2e
En rouge : 15 souris immunisées avec le recombiaetM022L
Les valeurs indiquées au dessus des histogrammesgondent a la valeur moyenne de la
concentration en anticorps anti-M2e en pg/mL apnésunisation.

Ces résultats montrent qu'il N’y a pas eu de prtdocsignificative d’anticorps contre
le peptide M2e par le systéeme immunitaire des so@tcinées avec notre recombinant.

4.2.Réaction immunitaire face au SG33
Le virus myxomateux est un virus trés spécifiquel elst possible que son cycle de
réplication soit bloqué trop tét dans les cellutesrines ce qui empécherait I'induction d’'une
réponse immunitaire spécifique. Pour répondre & cgtestion, nous avons cherché la présence

d’anticorps spécifique du virus SG33 dans le sé&demsouris immunisées par un test ELISA.

Les souris témoins (vaccinées avec le SG33 seufromoyenne des seuils positifs a la
dilution 1/800 (valeurs comprises entre 0.110 €98). Les souris vaccinées a l'aide du
recombinant ont des taux plus variables d’anticorpssouris avec un titre de 800, 2 autres
avec un titre de 200 et la derniere avec un tierd@D.
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De ce test, nous pouvons tirer deux principaleslosions (figure 32).

900

800

800 -
700

600 -
500 -

mSG33
B M2e-M022L

400 -

300 -
200 A

Titre en anticorps anti-SG33

100 -

J71

Figure 32 : Titre en anticorps anti-SG33 apres vagoation a I'aide du recombinant
M2e-M022L

En bleu : souris vaccinées avec le virus SG33
En rouge : souris vaccinées avec le recombinant\W2é-M022L
A JO, 'ensemble des souris est naive face au weoteau recombinant.
71 jours apres la vaccination, les souris vaccingeguement avec le SG33 ont un
titre d’anticorps face au vecteur plus important das souris vaccinées avec le
recombinant M2e-M022L (différence non significajive

Ces résultats indiquent que le vecteur viral eftssimment exprimé in vivo pour étre
immunogene. En effet, aussi bien les souris vaesia@ec le SG33 que celles vaccinées avec
le recombinant VM M2e-M022L ont réagi contre le teec méme si la réponse contre le

recombinant semble moins forte.
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DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Nous avons cherché a exploiter le virus myxoma®@83 comme vaccin recombinant
en se fondant sur la capacité des Poxvirus a mtétgs génomes étrangers. L'insertion d’'une
protéine d’intérét en fusion avec une protéine danitrane du virion apparait comme une
solution adéquate afin d’améliorer la réponse imitaine de I'hdte. Ce procédé a été utilisé
avec succes dans un certain nombre d'ét{ides/27]. Grace a la souche vaccinale contre la
Myxomatose, on pouvait donc espérer coupler sécufigmploi, innocuité et efficacité du
vaccin recombinant. C’est dans cette optique ques ravons utilisé la souche SG33 comme
support d’'un vecteur recombinant exprimant I'ectode de la protéine M2. A cela s’ajoute
I'intérét des protéines de membrane des Poxvices derniéres sont directement au contact du

milieu extérieur et abondamment présentes a laseides cellules infectées.

Face aux risques d’'une nouvelle pandémie de grippagcherches s’orientent vers la
création d’'un vaccin «universel ». De nombreusshriiques ont été employées afin de
produire le peptide M2¢ ]. Dans ces articles, on testait uniqguement le gepseul ou
couplé a une protéine porteuse) et la réaction initaive qu’il induisait. L’ensemble des
études montre un peptide immunogene induisant aréaetion immunitaire forte (avec
notamment la quasi-absence de mortalité lors d'@pesuve infectieuse). Nos résultats

confirment que le peptide M2e-PR8 couplé avec diBN@agi de la méme maniere.

Nos recherches se basent sur un procedé diffél@fision protéique entre un antigene
d’intérét et une protéine de la membrane du viri@es nouveaux vaccins cumulent de
nombreux avantages dont notamment un coQt réchatsacurité d’emploi (utilisation pour la
vaccination de femelles gravides par exemple) et astivation adéquate du systeme
immunitaire. Nos observations n’ont cependant pasmj de conclure sur I'éventuelle

protection induite par le peptide M2e via une tefleombinaison.

Pour expliquer ce phénomene, nous pouvons avanesues hypotheses.

Tout d’abord, bien que reconnu par I'anticorps 14&€2itro sur des cellules de lapin
(espéce cible du virus myxomateux), on peut pegsernotre antigene, ainsi intégré dans la
protéine de membrane, n’'est pas suffisamment edppar le recombinant in vivo chez la
souris (hote non permissif). L'architecture tridim@nnelle de la protéine M2e-M022L n’est
peut étre pas favorable a la présentation de ¢jang aux cellules du systeme immunitaire. Il

est en effet difficile de prévoir la conformatioe k& nouvelle protéine fusionnée.
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La construction du recombinant par fusion avechaspholipase M022L a également
pu influer sur la fonction de la protéine fusionnievitro, nous avons pu mettre en évidence
une diminution de la vitesse de croissance du viEaembinant par rapport au SG33 (résultats
non montrés). Cela peut aboutir & une réductiofirdeunogénicité de notre vaccin par baisse
de linfectivité des cellules. Dans le laboratoipgndant la préparation de I'expérience, un
vaccin recombinant virus myxomateux sauvage assolegeptide M2e d’origine aviaire a éte
construit. Le test d'infectivité sur des celluleKB (cellules rénales de lapin) a été concluant
(Camus, communication personnelle). Il est, bien dilficile d’extrapoler (virus, peptide et
hote différents) mais on peut imaginer que notrasvconserve suffisamment d’activité pour
infecter les cellules de souris. Cet aspect rastere a explorer.

Pour cela, il serait également judicieux d’étudius attentivement I'effet de notre
vaccin sur des lignées cellulaires de souris. Tleastests in vitro ont été effectués sur des
cellules RK13. On ne connait donc pas les capadé@gsotre vaccin a effectuer son cycle viral
chez la souris, un hote non-sensible. En effetrtenebuhait était de créer un vaccin non
réplicatif (c’est-a-dire que le cycle viral s’amétlans les premiéres étapes). On peut ainsi
imaginer que notre recombinant n'a pas pu exprim@rotéine de fusion M2e-M022L du fait
de cet arrét du cycle viral. Pourtant, il a été détré que méme les protéines tardives (comme
la protéine M022L) sont exprimées lors de réplaratchez des hoétes non-sensibles dont la
souris (Bertagnoli, communication personnellepdurrait étre intéressant de regarder in vitro

I'expression du peptide M2e sur des cellules mgrinéectées par notre virus recombinant.

Considérant I'ensemble des résultats, il appam@iessaire d’améliorer notre vecteur
vaccinal.

En effet, d’autres protéines du virion sont susbégd de servir de protéine porteuse. La
protéine MO71L présente sur 'lMV du SG33 peut &neisie afin d’améliorer la présentation
de I'antigene M2e au systeme immunitaire. En pale@llle notre travail, un recombinant virus
myxomateux MO71L-M2e a été construit. A I'heureusthe, des essais de vaccination sont
menés au laboratoire.

A plus long terme, il est évident qu’il faudra a#r le vaccin. L'utilisation d’adjuvants
(de type huile dans 'eau, aluminium ou Carbopg@ipaait comme une solution adaptée afin
d’améliorer la réponse immunitaire lors de vacdoratavec notre recombinant. Plusieurs
articles indiquent que I'aluminium favorise le dbppement d’'une réponse de type Th2
[ ], qui n'est pas celle espérée dans notre situatiosermnble donc plus intéressant
d’utiliser des copolyméres synthétiques comme legb@@ol pour améliorer la réponse

immunitaire [7]. Cet adjuvant est préconisé pour augmenter langp immunitaire lors
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d'immunisation avec des vaccins vivants. En comparaavec les adjuvants minéraux, des
titres en anticorps plus élevés et durables ontgftat, pu étre observés lors de vaccination
contre la grippe équine avec un vaccin recombioanaripox adjuvé au Carbogél].

De méme, il faudra envisager de tester d’autregsvadiimmunisation (sous-cutané,
intramusculaire, ...) et de modifier la dose de vadgjectée (18 pfu/injection vaccinale) afin

d’améliorer la réponse immunitaire de I'héte.
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CONCLUSION

Cette étude avait un double objectif : créer uncwae< universel » contre les virus
Influenza de type A d’origine aviaire et validemg@thode de l'insertion génomique par fusion
protéique chez un Poxvirus. Le caractéere univedgelirus est lié au fait que le peptide M2e
est trés conservé chez tous les Influenza de typ# peut donc servir d’antigéne pour la

réponse immunitaire vaccinale.

Les différentes analyses ont montré que créer unsviecombinant exprimant
I'ectodomaine de la protéine M2 était tout a féalisable. Le peptide M2e est exprimé par
notre recombinant VM M2e-M022L. Par contre, toutlacene présage en rien de

'immunogénicité du peptide ainsi inséré au seimé’ protéine d’enveloppe.

Dans notre étude, notre candidat vaccin n’a pasipate protéger les souris lors d’'une
épreuve virulente par le virus Influenza PR8. Ceépah cet essai a permis de montrer que,
dans les conditions d’immunisation utilisées, umstrfaible taux d’anticorps contre
I'ectodomaine de la protéine M2 a été détecté. @ansontexte, il faut maintenant ameéliorer le
vecteur vaccinal (dose, voies d’inoculation, adptsa ...) afin de stimuler une réponse

immunitaire forte et durable.
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engineering of the vaccine is based on proteinofusietween the considered antigen and a
protein of the poxvirus envelope. The objective disuble: to validate this method of
construction and to create a vaccine protectingnagéhe Influenza virus type A. We used as
antigen the ectodomaine of the M2 protein, calle2eMThe choosen Poxvirus is the vaccine
stock used to protect against the MyxomatosisSta83.strain of myxoma virus.

To assay our vaccine, we immunized Balb/cJ micepartbrmed a serological follow-
up and clinical follow-up after virulent test. Tlamnalysis of the results indicates that our
recombinant expresses M2e peptide. However, thectefeness of our vaccine was
insufficient. The used protocol did not allow t@deto a significant serological answer nor to
protect mice further to the infection.
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