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INTRODUCTION — CADRE DE LA THESE

Dans un souci constant d'optimiser la réponse imtawa dans le domaine de la
vaccinologie, I'équipe INRA-ENVT IHVV (Intéractiori6tes-Virus et vaccinologie) au sein
de 'UMR Hoétes-Agents Pathogénes (IHAP) a mis autpe nouveaux vecteurs dérivés des
Leporipoxvirus Cette invention est protégée par un brevet déposétats-Unis [Bertagnoli
et al, 2011]. Ces nouveaux vecteurs expriment 'anggd&mtérét fusionné avec une protéine
d’enveloppe du virus, permettant ainsi sa présentat la surface de la particule virale. Cette
equipe a identifié deux protéines d’enveloppe ldegoripoxvirus(MO71L et M022L) qu'il
est possible de fusionner avec un antigéne d’inggnés que cela n’altére leurs fonctions.

Cette nouvelle approche vaccinale a été testée daex antigenes de taille différente, en
fusion avec MO71L ou M0O22L :

- le peptide correspondant a I'ectodomaine de lagpretM2 (M2e) du virus Influenza.
Les deux constructions ont déja prouvé leur inn@gaivivo (souris, moutons, lapins)
et I'induction d’une réponse humorale spécifiquate®M2e chez le lapin et la souris.

- la protéine immunogene VP2 du virus Bluetongue BTM8lIgré la taille importante
de cet antigéne (960 acides aminés), les fusiotenobs se sont avérées stables et le
rle des protéines porteuses de I'antigéne ne sepasl altéré. L'administration de ces
vecteurs viraux recombinants a des lapins (vectéplicatif chez cette espéce) a
permis de montrer que 'immunogénicité de la preeéVP2 semblait bien conservée
car les sérums récoltés étaient positifs en immuaddscence.

Le virus Bluetongue responsable de la fievre casderovine (FCO) a été la source de
pertes économiques trés importantes durant cegedesrannées en Europe. L’élaboration de
vaccins efficaces était donc nécessaire. A ce fes,vaccins sont déja commercialisés mais
la volonté de réaliser des vaccins de plus en parformants pousse a s’orienter vers de
nouvelles stratégies d’élaboration. De plus, lacweation n’étant plus rendue obligatoire sur
le territoire, la France n’est pas a 'abri d’'uéémergence de la maladie.

Afin d’évaluer lI'innocuité de ces recombinants et\erifier si la technique de fusion
permet de conférer une réponse immunitaire humatleellulaire spécifiques, ils ont été
testés dans un modéle murin, espece non sensibBIdu Les résultats obtenus vont étre
présentés dans ce travail de these.
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PARTIE | : PARTIE BIBLIOGRAPHIQUE

Avant d’évoquer la maladie contre laquelle noushsitons optimiser la réponse
immunitaire grace a des vaccins utilisant la tegheide fusion, il parait nécessaire de faire
guelques rappels de vaccinologie. En effet, iltexéstuellement différents types de vaccins et
les enjeux et criteres recherchés dans le domatrinvaire sont bien particuliers. Ainsi,
apres avoir abordé ces notions, nous présentesongladie proprement dite de la fievre
catarrhale ovine a laquelle, dans ce travail, nouss intéresserons. Ce sera l'occasion de
rappeler les criteres immunologiques de la FCOehgre en compte pour I'élaboration de
vaccins et de porter un intérét aux spécialitégadleiment sur le marché. Nous verrons qu'il
en existe en cours d’étude dites de « nouvellergéna » et que la famille dé¥oxviridaeest
prometteuse dans le domaine de I'élaboration dgpmde vaccins recombinants. C’est pour
cette raison que nous développerons les cara@érstde cette famille de virus.

Dans un dernier temps, nous détaillerons, pardagmtation de plusieurs études publiées, que
la méthode de fusion associée a I'expression geol@ine chimere immunogene directement
sur la particule virale est une stratégie encowmaige pour I'élaboration de vaccins. De
nombreuses familles de virus ont déja été explip@e ce procede.

|. Utilisation de vecteurs vaccinaux en médecine véianire :
généralités

1.1. Enjeux et intéréts de la vaccination

La vaccination consiste a inoculer a un étre vitaat ou partie d'un agent pathogene
afin de provoquer chez celui-ci une immunité spead vis-a-vis de cet agent. Elle a
également pour but d’'induire une mémoire immuretain’origine d’'une réponse plus rapide
et plus intense que celle observée lors de la pifeation. Cette réponse immunitaire
spécifigue est capable de protéger contre linbectinaturelle ou d'en atténuer les
conséguences.

1.2. Rappels immunologiques-réponse anti-virale
Les réactions du systéme immunitaire contre lesusviappartiennent a deux
catégories : les réponses non spécifiques quissmilires pour tous les virus, et les réponses

spécifiques qui sont adaptées a chaque virus.

1.2.1. L'immunité non spécifique, premiére ligne de dé&efBaudry et Brezellec,
2006]

Des barrieres non immunologiques offertes par laupet les muqueuses, le pH
gastrique... s’opposent a la pénétration virale danganisme.
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L’infection débute lorsqu’un virus envahit quelquesllules dans lesquelles il se
répligue. Trois systemes sont alors activés: lpomée inflammatoire, la production
d’interférons de type | et le systeme du complément
La réponse inflammatoire fait intervenir les polglaaires neutrophiles, les monocytes et les
macrophages qui exercent leur role de phagocytaseinterférons (IFN) induisent au sein
des cellules un état de résistance anti-virale, iphibition de la traduction des ARN
messagers viraux, ce qui bloque la synthese ddgipes a action cytotoxique. Ces IFN
pouvant étre libérés par toutes les cellules degdinisme sont produits de fagcon autocrine
mais également paracrine. L’activation du compléneetraine la lyse des cellules infectées.

Des cellules « natural Killer » douées de propsiatgtotoxiques sont capables de
détruire des cellules infectées. Leur fonctionnamest amélioré par certaines molécules
produites par le systeme immunitaire spécifique.

Cette immunité non spécifique participe étroitemanmtdéveloppement de la réponse
spécifigue, notamment par lintermédiaire des deduprésentatrices d’antigéne et des

cytokines.

1.2.2. L'immunité spécifique

a. Réaction a médiation cellulaire

Elle joue un r6le prépondérant.
Les antigenes viraux dégradés par les celluleeptéices d’antigene CPA (qui peuvent étre
des macrophages, des lymphocytes B, des cellutelitigues) sont présentes :

- aux lymphocytes T CD4+, en association avec uoiécale du CMH de classe I,

- aux lymphocytes T CD8+ en association avec unecuate du CMH de classe I.
Dans les deux cas, les lymphocytes reconnaissemniplexe « antigéne viral — protéine du
CMH » gréace a leur récepteur spécifique du TCR.
La reconnaissance de I'antigéne constitue le presigmal d’activation. Ce n’est que lors de
la reconnaissance des facteurs de danger grac@aukike Receptor de la CPA que le
second signal d’activation sera fourni par les maliés d’adhésion et par des cytokines.

Les CPA produisent des interleukines 12 (IL-12) acfivent les lymphocytes CD4+ qui se
différencient en lymphocytes T helper (LTh). Cesntkrs maturent selon I'environnement
qui les entoure en lymphocytes Thl ou Th2.

Les lymphocytes Thl orientent la réponse immurataars I'immunité a médiation cellulaire.
lls produisent deux cytokines majeures: les iBteris gamma IFN associés aux
interleukines 2 (IL-2) qui donnent le signal auxmjghocytes T CD8 de devenir des
lymphocytes T cytotoxiques (LTc) et activent égadaines macrophages. D’ailleurs, ce sont
ces deux cytokines que nous étudierons par la poite evaluer la réponse cellulaire dans
notre travail.

Les lymphocytes cytotoxiques envahissent le tig$ecté et provoquent la lyse des cellules
infectées.
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Les Th2 orientent la réponse immunitaire vers liomité a médiation humorale en
permettant aux lymphocytes B de se différencier gasmocytes produisant des
immunoglobulines.

b. Réaction a médiation humorale

Elle correspond a la différenciation des lymphosyBe en plasmocytes qui produisent des
anticorps (AC) dirigés contre l'antigene viral ds’iont reconnu. Leur multiplication est

activée par les lymphocytes T CD4+ qui sécreterst idéerleukines (IL-4, 5, 6, 10, 13)

comme nous l'avons mentionné précédemment (répdasgype Th2). Il se produit une

véritable coopération cellulaire.

Les anticorps se fixent sur les virus circulantslest neutralisent en les agrégeant. lIs
favorisent ainsi leur élimination en permettantplaagocytose des « complexes antigenes
viraux-anticorps ». Les anticorps, empéchent laépétion virale dans les cellules en se
fixant a leurs protéines de surface nécessairesrahtrée.

Les anticorps se fixent également aux cellulesctBfes qui présentent des protéines virales a
leur surface, ayant pour conséquence une activaliomomplément, la lyse de la cellule
infectée et sa phagocytose.

Certains anticorps peuvent empécher la réplicatiomle grace a une cascade de signaux
intracellulaires. D’autres peuvent se fixer surpl@nt de sortie du virion, empéchant sa
libération par encombrement sérique.

Ainsi, les effecteurs agissent donc a 2 nive@iixfigure 1)

- au niveau des cellules infectées par le virus

- au niveau des particules virales libres
De nombreuses possibilités de réponse contre flas gkistent : synthese d’IFN de type 1 et
blocage de la cellule infectée, phagocytose nonifipéde des cellules infectées, destruction
des cellules infectées et des virus via le compigépaetion des lymphocytes T cytotoxiques,
synthese d’anticorps par les plasmocytes permettia@tneutralisation virale, une meilleure
phagocytose et une lyse cellulaire via le complémen
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Figure 1: Représentation schématique de la répoimeenunitaire antivirale
Rose : réponse spécifique

Action du complément — voie directe

Bleu : réponse non spécifique

1.3. Criteres recherchés en vaccinologie vétérinayeaud, 1991]

Tout vaccin doit étre efficace en terme de probectt doit présenter une innocuité a
court et long terme. Bien évidemment, il doit égadat avoir un colt minimum acceptable.
Cette contrainte économique est d’autant plus itapte dans le domaine des productions
animales ou le codt unitaire de la dose doit édameasairement trés faible étant donné que les
effectifs sont importants et les marges de I'élev@&duites. Dans la filiere de production
animale, des contraintes supplémentaires sont migsseles protocoles de vaccination
doivent étre adaptés en réduisant au minimum tesvientions pour I'éleveur. Par ailleurs, la
présentation et la voie d’administration doiveme &daptées aux conditions d’élevage.
D’autres difficultés doivent étre prises en compli stabilité des vaccins vivants, le respect
des normes pour la protection de I'environnemeatnécessité de pouvoir distinguer les
animaux vaccinés des animaux infectés par des destsutine (stratégie DIVADistinction
between Infected and Vaccinated Animalkp vaccination s’inscrit également dans un cadre
réglementaire propre a chaque pays en fonctioratudge lutte contre le pathogéne.

1.4. Différents types de vacciiBloit, 1998]
Les vaccins sont classés en deux grandes catégdegsvaccins a agents vivants
capables de se multiplier au moimsyvitro (atténués ou modifiés) et les vaccins a agents

inertes incapables de se multiplier (inactivésssmitaires ou peptidiques). On distingue une
troisieme catégorie de vaccins intermédia{ofsfigure 2)
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1.4.1. Vaccins vivants

Les vaccins vivants conventionnels incluent desclsesi atténuées de I'agent
pathogéne dont le pouvoir pathogéne est faible Wluppour I'espéce de destination. Ces
souches atténuées peuvent étre spontanément atadileu sélectionnées par differentes
techniques (croissance en milieu sélectif, passagdsples en culture cellulaire, sur espece
animale différente de I'espéce cible,...)

Des vaccins vivants recombinants fabriqués partidéléle genes de virulence ou par
clonage de géne codant des protéines immunogenesdéa vecteurs (viraux ou bactériens)
capables de se répliguer appartiennent égalenwaiteacatégorie.

L'utilisation d’un vaccin vivant peut présenter desjues : atténuation insuffisante ou
retour a la virulence de la souche vaccinale, &ftératogenes, risque de réassortiment
géneétique avec un virus sauvage, transmission w@rdsanimaux (en particulier s’il s’agit
d’'une maladie vectorielle car le virus circule déasang [Albinaet al, 2007]). Nous verrons
un exemple de problemes rencontrés suite a lanetoon par des virus vivants en Corse
contre la FC{cf. paragraphe 2.9.2)

1.4.2. Vaccins inertes

Les vaccins inactivés conventionnels sont fabriquaisdes traitements chimiques ou
thermiques. Il est possible de n'utiliser que lextions immunogénes majeures d’un micro-
organisme afin délaborer des vaccins sous-ungai®il est difficile ou trop colteux
d’obtenir la protéine immunogene par purificatiang alternative consiste a faire exprimer le
gene correspondant dans des systenresvitro (levures, colibacilles, cellules de
mammiféres...) afin d’obtenir la protéine souhaitéefin, les vaccins fondés sur I'utilisation
de peptides de synthése contenant des épitopesirdiséfabriqués par simple synthése
chimique entrent dans cette catégorie.

1.4.3. Vaccins intermédiaires

On distingue également les vaccins intermédiaif@stte catégorie regroupe les
vaccins recombinants vivants non réplicatifs, obsempar clonage de géne codant des
protéines immunogenes dans des vecteurs non réglicainsi que les vaccins a ADN
(introduction du gene codant I'antigéne vaccinahél dans un plasmide d’ADN bactérien).
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dirigée incapable de se multiplier A H-Vaccin peptidique
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Figure 2: Classification des vaccins conventionn@srecombinants d'aprés Eloit M., 1998
Les vaccins recombinants sont les vaccins C, D, E, G dont la protéine est produite in vitro et |.

1.5. Intéréts des vaccins recombinants produits pareggénétiqugAynaud,
1991]

Il est possible d’atténuer de maniére raisonnéesdeshes par délétion de génes de
virulence.
Par ailleurs, bien souvent, la réponse immunitdingée contre des protéines majeures suffit
a conférer une protection complete. Les vaccinemiinants vectorisés offrent la possibilité
de séparer les antigenes susceptibles d’induire répense immunitaire du reste des
composants du microorganisme pathogéne. Seulerti@ pesponsable de I'immunogénicité
est conservée, les génes de virulence sont délétés.
L’atout majeur de ces vaccins recombinants en watmgie veétérinaire est de pouvoir
distinguer les animaux vaccinés et infectés puidgumise en évidence d’anticorps dirigés
contre la protéine absente de la souche vaccigalee(déléete) témoigne d’une infection. Ces
vaccins s’inscrivent donc dans la stratégie DIVA.
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[l. La Fievre Catarrhale Ovine

2.1. Etiologie

La fievre catarrhale ovine (FCOhluetongueou BT) est une arbovirose non
contagieuse du mouton, transmise par piqire derépthématophages appet@slicoides
L’agent viral responsable est un virus non envetoppARN double brin segmenté du genre
Orbivirus appartenant a la famille d&eoviridae 24 sérotypes distincts sont connus. Tres
récemment, deux nouveaux sérotypes ont été déedsuvieggenburg orbiviruset BTV-26
du Koweit portant le nombre de sérotypes conn&[al@fmannet al, 2008 ; Chaignast al.,
2009 ; Maaret al, 2011].

Les ovins, caprins, bovins, camélidés et autresnmants sauvages peuvent étre infectés.

2.2. Epidémiologie

2.2.1. Transmission vectorielle

Les ruminants malades et infectés représententsonece virale. La transmission
vectorielle est le mode principal d’infection. LB est transmis par la pigire de dipteres
hématophages (uniqguement la femelle) du ge&Pubcoides appartenant a la famille des
Ceratopogonidae (cf. photo.1)

JC Delécolle (ULP)

Photo 1: Culicoides imicola
(D'aprés http://bluetongue.cirad.fr)

La virémie apparait rapidement apres l'inoculatienviron 5 jours apres) et peut
persister jusqu’a 30 a 60 jours chez les ruming@tkwartz-Corniket al, 2008].

Seules quelques espéces du g&ukcoidessont incriminées dans la transmission du
BTV. Le vecteur principal estulicoides imicolaCependant, il est apparu des foyers de FCO
ou le vecteuCulicoides imicolan’était pas présent. C'est par exemple le casi@le $u des
épisodes de bluetongue sont apparus en 2002. [@acas¢C. pulicaris semblaient jouer le
réle de vecteur [Caracappat al, 2003]. D’autres espéces sont incriminées dans la
transmission du virus de la FCO com@emilneiet C. bolitinosen Afrique,C. insignisen
Ameérique du SudC. sonorensien Ameérique du NordC. fulvus C. actoniet C. wadaien
région orientale €. brevitarsisetC. wadaien Australie [Cirad].
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En France, une surveillance entomologique par pggeeCulicoidesest mise en ceuvre afin

de suivre I'évolution des populations@elicoides de faire l'inventaire des espéces présentes,
de suivre leur dynamique de population et de détennies dates de début et de fin de leur
activité. La figure ci-dessou&f. figure 3) présente les résultats des captures réalisées en

France en 2010. Au total, 3 878 captures ont étéséks, révélant 66 especes différentes.
imicola est présent ainsi que d’autres vecteurs potemtieBTV : C. obsoletugtC. dewulfi

Proportion dutotal des captures

U 10 a3 40 50 B o B0 90 100
L | | 2 L P | | | |

C.imieols |

Complesa Obsolet s ‘

{ Diversit: 1}
C.dewuifi

C chioplerus H
groupe Pulicars D
groupe Functatus [[

groupe Mubeculosas

groupe Achrav

croupe Faoineus
aroupe Festivipennis |

AUres GEpecos

grouse CIrcUmsCrpls ‘

Culicoides sp

Figure 3: Diversité des Culicoides capturés en Famétropolitaine (continent et Corse) par
le réseau de surveillance entomologique en 2010.
(Journée deestitution 201-Cirad )

Cette maladie vectorielle a donc une épidémiolégieitement lieée a celle deulicoides Les
Culicoidesne sont pas actifs toute I'année. lls sont en rgémd@actifs au dessous de 13°C et
au dessus de 35°C. lls meurent a -3°C. Méme erdiate du vecteur adulte, le virus persiste
en hiver entrainant une recrudescence virale aptdser. Ce phénoméne appelé
« Overwintering » n’est pas entierement élucidé.

Plusieurs hypothéses ont été émises [Wikstoad., 2008].

Les hypotheses principales s@eft figure 4):

- la persistance de l'infection chez certains rumisarles lymphocytes yb peuvent
jouer le role de réservoir cellulaire du virus chesz ruminants infectés [Takamatsiu
al., 2004].

- la persistance du virus chez quelq@esicoidesadultes ayant survécu a I'hiver (hiver
doux, a l'abri dans les batiments). La persistathgevirus au sein des vecteurs par
passage transovarien et dans les larves a égalémdéeiroquée mais le virus entier n'a
pas pu étre isolé dans les larves [Whital, 2005]

- la transmission transplacentaire chez les ruminafgstés(cf. paragraphe 2.2.2)

D’autres hypothéeses qui paraissent plus secondsords

- la transmission horizontale lors de I'accouplenmdrgz les ruminant&f. paragraphe
2.2.2)

- la persistance chez des animaux réservoirs telslemélans, des cerfs, la transmission
par les tiques.
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- la transmission par voie orale (colostrum, consotionade placenta infecté.. (f.
paragraphe 2.2.2).

2.2.2. Autres moyens de transmission

Comme il vient de I'étre mentionné, des modes dmsimission autres que la
transmission vectorielle sont évoqués.
La transmission transplacentaire avait déja ét@déieoen 1979 par I'équipe de Gibbs qui
avait montré que des brebis infectées en miliegedation par les sérotypes 4 et 16 avaient
donné naissance a des agneaux sans signes climguigsiont la virémie persistait 2 mois
aprées la naissance [Gibbsal, 1979]. D’autres études démontrent ce mode dermasion
par infection naturelle que ce soit chez les boyids Clercget al, 2008 ; Zanelleet al,
2012] ou chez les brebis [Saegermah al, 2011]. Cette voie est donc une hypothése
importante prise en compte dans le phénoméne dianviaring.

Il a également été montré expérimentalement quedasx pouvaient étre infectés par voie
orale. L'ingestion de colostrum issu de mére ndadi&e mais contenant du sang contaminé
par du BTV (afin de mimer un colostrum infecté samdicorps maternels comme il se
produirait pour une meére infectée tardivement ldesla gestation) a également abouti a
l'infection d’'un veau [Backxet al, 2009]. Une autre étude plus récente a démonieélea
virus pouvait étre présent naturellement dans llestwm et contaminer le nouveau-né [Mayo
et al, 2010].

Un autre mode de transmission, plus rare, estiawénérienne [Nappt al, 2011]. Le virus
est assez résistant, notamment au froid, il est éagn conservé dans les paillettes utilisées
pour I'insémination artificielle, une transmissighiatrogéne> par ce mode de reproduction
est donc possible et a été démontrée artificiellenidu virus a été isolé dans les éjaculats de
quelques taureaux infectés BTV. Cette semenceva &enséminer des génisses qui, a leur
tour, ont présenté une virémie et une séroconversiar certaines d’entre elles sans signes
clinigues associés. Le virus n'a pas été isolé dhezfeetus issus de cette insémination.
[Bowenet al, 1985]. A ce jour, les taureaux et béliers w@gipour I'insémination artificielle
sont testés BTV.
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Figure 4: Les différents mécanismes envisageabl&wvarwintering.
(D’aprés Wilson et Mellor, 200

2.2.3. Situation mondiale

On distingue plusieurs zones épidémiologiques tamondeg(cf. cartes 1 et 2)

- Une zone enzootique ou le virus circule de manoemestante. Elle contient les 24
sérotypes et concerne les régions tropicales étapitales. Les formes cliniques sont
moins graves que dans les zones épizootiques orsines.

- Une zone épizootique ou la maladie apparait denfapmradique. Elle entoure les

territoires ou la maladie est enzootique.

- Une zone incursive ou la maladie n'apparait qudag®en accidentelle. Elle est en

bordure des zones d’épizootie.

Em Zone enzootique
Zone épizootique
Zone incursive

1.246.8.

1.2.34:12.15.16.
2.4.6.3.10.
12.13.14.15.
A.2.347.9

12,9455 ?;16'1?'19'20' o 01.12.1
3.40.11 '_::' \ 516 1718.19
14,15 9 1234567 e 2 U8
2.22.23.2 BEA0A. 12 e O,

1.2.34.6.8. 13.14.15.16.17.
114218 18.20.21. 23, 24.
14.16.17.

Carte 1: Répartition mondiale de la FCO.
(D'aprés Wilson et Mellor, 2009 et Agathe Carubeése vétérinaire, 2009)

Carte 2 Répartition mondiale des différents séroty

du virus de la Bluetongue.
(D'aprés www.fcoinfo.fr)
http://www.fcoinfo.fr/spip.php?article326
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L’extension géographique peut s’expliquer par :

- le commerce et le déplacement d’animaux virémiaquede leurs semences.

- le déplacement passif des vecteurs via des vealtitulie associés a des températures

compatibles avec la survie des insectes ou vimtgens de transport

- lintroduction et I'implantation de vecteurs infést
L’Europe est un point de convergence de différegtetypes. Plusieurs voies de progression
des épizooties sont observées en Eufopearte 3).

- en provenance de I'Est via la Turquie et Chypre,

- a partir du nord de [I'Afrique (Algérie, Tunisie) rge l'ltalie et les fles
méditerranéennes,

- apartir du Maroc vers le sud de I'Espagne et leugal,

- par une voie encore inconnue vers le nord de I'&eLro

2 N . . i o—
BTv4 A BTV '

Carte 3: Voies de progression des épizooties eroRar
(D’apres www.fcoinfo.fr)
http://www.fcoinfo.fr/spip.php~?article326

Cette maladie a été décrite pour la premiere 0i4&831 en Afrique du Sud. La maladie est
présente en France et plus précisément en Corsesdj0 avec une premiére apparition du
sérotype 2. Depuis, les sérotypes 4 et 16 y ootilér

En aolt 2006, le BTV sérotype 8 est apparu danpagsd’Europe du Nord (successivement
Pays-Bas, Allemagne, Belgique et Nord-Est de lanéen indemnes de la maladie
jusqu'alors. En 2007, le sérotype 8 gagne de nawvdarritoires : le Royaume-Uni, le
Danemark, la République Tcheque, la Suisse et g3 et s’étend davantage également sur
le territoire francais.

En 2008, des vaccins inactivés contre les sérotypes 8 arrivent sur le marché et des
campagnes de vaccination massives sont réalisésdalglupart des pays européens atteints.
En 2008, la France demeure durement touchée eckination est rendue obligatoire a partir
de I'hiver 2008-2009. Depuis, I'épizootie semblatrdlée en Europe avec peu de circulation
entre le 01/05/2010 et le 13/02/20(&. cartes 4 et 5)Une des caractéristiques de cette
épizootie est la pathologie sévere observée clsdzoens.
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Carte 4: Repartition géographique en Europe desi®g Carte 5: Répartition géographigue en Europe desioits
touchées par le BTV entre le 01/05/2010 et le 042071. touchées par le BTV entre le 01/05/2011 et le 132022.

(D'apres http://eubtnet.izs.it/btnet/reports/Outaks.html) (D'aprés http://eubtnet.izs.it/btnet/reports/Outhks.html)

2.3. Structure du virugAlbina et al, 2007 ; Caruso Agathe, Thése vétérinaire, 2009 ;
Site internet FCO-Info]

Il s’agit d’un virus de petite taille, d’environ &80 nm de diamétre.

Le génome viral est constitué de 10 segments d’AiRidténaires, chacun codant pour une
protéine spécifique. Il est protégé par une cappid¢€ique a symétrique icosaédrique non
enveloppée. Cette derniére est constituée d'unsidmgxterne et interne. Les protéines qui
les composent sont au nombre de 7 : VP1 a VP7.

La capside externest composée de deux protéines structurales reajeMP2 et VP5.

Ce sont les deux seules protéines virales a ltoeigie la production d’anticorps neutralisants
[Schwartz-Cornilet al., 2008].

VP2 est une hémagglutinine responsable de I'attacherdanvirus sur les récepteurs
cellulaires. La protéine VP2 est hautement variadlle est I'antigéne spécifique de type et a
permis d’identifier 26 sérotypes. Lorsque VP2 adbeeée, linfectivité et la formation de
particules dérivées est tres nettement réduite lesezertébres.

VP5 modifierait la conformation de VP2 en interagigsarec elle. Les épitopes de VP2 étant
dépendants de la conformation, VP5 améliorerairiiunogénicité grace a cette interaction
[Roy et al, 1990]. VP5 présente une grande variation deetaitre sérotypes. Elle jouerait
également un réle dans le développement d’'une intéaellulaire.

La capside interne (nucléocapside ou coest composée de deux protéines structurales
majeures : VP3 et VP7 et de trois protéines stratda mineures : VP1, VP4 et VP6.

a. Les protéines mineures :
Ces trois derniéres constituent les complexes atesdription : VP1 est TARN-polymérase
ARN-dépendante, VP4 est la guanylyltransférase 6 ¥st I'hélicase. Ces dernieres sont
disposées a la face interne de la capside forme®R3, au niveau des pores situés aux 12
sommets de la particule a symétrie icosaédrique.
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b. Les protéines majeures :
VP3 incorpore et interagit avec les trois protéineseures du core dont elle permet
'assemblage. Il s’agit de la protéine la plus @uée entre les sérotypes et entre les virus du
genre Orbivirus (séquence et fonction). Elle posséde des détemsinantigéniques
spécifiques du groupe.
VP7 est une protéine structurale commune aux différegtotypes viraux et le diagnostic
sérologique de la FCO repose sur la détection id@pis dirigés contre cette protéine. Elle
serait responsable de la fixation du virus suréeepteurs présents a la surface des cellules
du vecteur et est I'antigene spécifique de groupBTV.

Capside externe ﬁ Capﬂda interne

w2 o ;
R ’ r . % 2 protéines
\PS ? % ypy | maieures
ﬂ

% ﬁiﬂ?‘#

2 protéines
M eures

3 protéines
mineures

Figure 5: Structure du virus de la Bluetongue.
(D’apres www.fcoinfo.fr)
http://lwww.fcoinfo.fr/spip.php?article326

Lors de la multiplication du virugjes protéines nostructuralessont produites : NS1 qui
s’accumule dans la cellule et forme des structtuislaires dans le cytoplasme, NS2 qui est
une phosphoprotéine jouant un réle dans l'orgaioisadu génome avant I'encapsidation et
NS3 qui est impliquée dans la libération du virosshde la cellule infectée.

2.4. Seérotypes et variabilité génétigiumanet al, 2007]

A ce jour, on distingue 26 sérotypes différentdimtérieur d’'un méme sérotype, il existe une
grande variabilité de souches. Des dérives géredigont observées (mutations, variations
génomiques suite aux passages successifs enteukeet especes sensibles, réassortiments
génetiques entre virus différents en cas de camdstde plusieurs souches ou sérotypes au
sein d’'un méme cheptel ou de coinfection chez umen&nimal — ruminant ou vecteur).

Un virus d’'un sérotype donné peut induire ou noa protection croisée vis-a-vis d’'un virus
d’'un autre sérotype selon sa proximité antigénipnec celui-ci. Un lien a été établi entre des
réactions croisées fortes et I'appartenance a umeméucléotype, défini par le géne codant
pour la protéine VP2 inductrice d'anticorps sérdradisants. A lintérieur de chaque
nucléotype, les séquences du géne L2 codant po@ MBsentent moins de 35% de
différences.

La figure 6présente la variabilité génétique et la proxinamégénique des 24 sérotypes. Les
deux nouveaux sérotypes 25 et 26 découverts récetrehee figurant pas sur le schéma ci-
dessous constituent respectivement les nucléoieed..
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Figure 6: Représentation de la variabilité génétiget la proximité

antigénique des différents sérotypes du virus d&laetongue.
(D’apres Maan et al, 2007)

Concernant les sérotypes 1 et 8 ayant sévi réceimeneRrance métropolitaine, on constate
que :
- le virus de sérotype 8 apparait relativementtist#s autres virus présents en Europe
sur le plan antigénique. Il n’a de proximité antiggie importante qu'avec le sérotype
18 appartenant au méme nucléotype D.
- le virus de sérotype 1 est seul dans son nug@édtyet ne présente que des réactions
croisées faibles avec les virus de sérotypes 2 et 9

L’'immunité croisée entre sérotypes distincts estcdoulle ou au mieux tres partielle. Plus
deux genes sont proches, plus la protection cr@isgeimportante entre ces deux serotypes.
Des vaccins spécifiques pour chaque sérotype doidenc étre utilisés. De plus, la
vaccination contre les sérotypes 1 et 8 ne peranptis de conférer une immunité suffisante
vis-a-vis des autres sérotypes.

2.5. Cycle de réplicationqoy, 2001]

Le virus se lie aux récepteurs cellulaires de Bhpar I'intermédiaire des protéines
VP2 a sa surface ce qui déclenche son internalisdtiacidification de I'endosome induit la
fusion de VP5 avec sa membrane, permettant airlgddeation de la nucléocapside dans le
cytoplasme. La réplication du virus a lieu dansytoplasme de la cellule, comme tous les
Orbivirus. La transcription de I'ARN se déroule grace ati@t de 'ARN polymérase VP1.
Les ARNm sont ensuite coiffés par VP4, la guangiférase et méthylés. Ces ARNm
quittent alors la particule virale par des porégés aux sommets de la capside icosaédrique.
Les corps d’inclusion viraux dans le cytoplasme ldecellule infectée sont le lieu
d’assemblage des virions. Les dix segments d’ARNbto brin y sont synthétisés. Cette
synthese s’effectue simultanément avec la formaties particules provirales. Une fois les
particules virales assemblées, les virions somsdtansportés vers la périphérie de la cellule

34



infectée puis leur sortie s’effectue grace a NS&, gar bourgeonnement (surtout chez les
insectes) soit par création de pores membranaites(it chez les mammiféres).
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Figure 7: Cycle viral du BTV.
(D'apres Roy, 20C el Caruso Agathe, thése vétéring, 2009

2.6. Pathogénie et rappels immunologig{&swartz-Cornikt al, 2008]

Apres infection par piqare d’'une femelle Culicoitevirus se réplique dans le noeud

lymphatique adjacent puis diffuse par voie lympipagi et sanguine a I'ensemble des organes
et tissus. Il infecte les cellules endothélialescutaires, les macrophages et les cellules
dendritiques. L’infection des cellules endothékadatraine des thromboses vasculaires et des
nécroses ischémiques a lorigine du tableau I|ésbnlcérations buccales, nécrose
musculaire, pétéchiescf. paragraphe 2.J)/ Le virus peut s’associer aux globules rouges ce
qui favorise la transmission aux dipteres hématgesall est ainsi détectable dans le sang des
ruminants jusqu'a 6 a 8 semaines apres l'infectidARN viral peut étre toutefois détecté
jusqu’a 160 voire 222 jours post-infection.
De plus, l'infection des lymphocytesyd par le virus permettrait le maintien du virus au
niveau de la peau jusqua 9 semaines chez le moapras l'inoculation. La réponse
inflammatoire résultant des piqdres ultérieures @eficoides recruterait et activerait ces
lymphocytes au niveau de la peau, permettant ute ayral plus important et favorisant la
transmission aux vecteurs.
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Figure 8: Schéma pathogénique du BTV chez les rumuirts.
(D’apres Viville Jean-Sébastien, Thése vétérindlfs,0)

2.6.1. Pathogénie cellulaire et immunité non spécififfsehwartz-Cornikt al, 2008]

Le virus induit une mort cellulaire (apoptose etfadcrose), notamment des cellules
endothéliales, des monocytes, des lymphocytésaihsi qu’un processus inflammatoire.
Comme il a déja été mentionné, le relargage desongir s’effectue surtout par
perméabilisation de la membrane des cellules i@ééscichez les mammiféres, ce qui peut
expliquer les effets cytopathiques.

L'infection des cellules endothéliales génére ladpction de cytokines (IL-1,6 et 8), de
cyclooxygénase. Ces molécules sont des médiateutsnflammation impliqguées dans la
pathogénese de fievres hémorragiques.

L’infection des ovins et bovins entraine égalemard augmentation plasmatique du rapport
thromboxane/prostacyclineLe thromboxane est un puissant facteur procoagulint
prostacycline au contraire, est vasodilatatriceindiibitrice de l'agrégation plaquettaire.
L’augmentation de ce rapport augmente la coaguatiodes CIVD peuvent étre observées.
De plus, ce ratio est significativement augmenizdbs ovins par rapport aux bovins ce qui
pourrait expliquer la plus faible expression degmes cliniques chez les bovins.

L'infection par le BTV entraine également la syshél’interférons de type 1. Ceci a été
démontré expérimentalement chez des souris, desomo@t des bovins. Les interférons
limiteraient la dissémination du virus dans le sofMacLachlan, 1994] en rendant les
cellules infectées et les cellules voisines réfiaes a la multiplication virale (effet paracrine).
Les IFN augmenteraient aussi l'induction de la riggoimmunitaire spécifique. Ils ne sont
plus détectables dans le sang au bout de quelgues apres l'inoculation alors que la
virémie persiste.
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2.6.2. Immunité spécifique

Des expériences de transfert d’anticorps et de hpoptes T sur moutons ont permis
de démontrer que I'immunité hétérotypique est dioe cellulaire et implique les cellules
LTc, alors que la réponse homotypique est d’orifginmorale [Schwartz-Corndt al, 2008].

L’idéal serait ainsi d’élaborer un vaccin induisame réponse humorale et une
réponse cytotoxique pour obtenir une protectiorcatke et de longue durée. C’est pourquoi,
dans la partie expérimentale, nous nous sommeae&sEs a mettre en évidence une réponse a
la fois a médiation humorale et & médiation ceiltala

a. Réponse immunitaire a médiation cellulaire

Dés les 8- 8™ jours post-infection, un nombre important de lymgytes T CD8+
est présent dans les nceuds lymphatiques drainaréglan d’inoculation. Leur nombre
maximal dans le sang est atteint af™t{bur [MacLachlan, 1994].

Leur participation a la protection a été démonpaéele transfert de LTc spécifiques du BTV
a des moutons, ce qui leur a conféré une immuritéetie [Schwartz-Cornikt al, 2008].
Sur souris, des analyses de la réponse en LTc ontrénque les principales sources de
reconnaissance des LTc sont les protéines nontwtales, suivies de VP3 puis VP7, VP2 et
VP5. Les protéines VP2 et VP5 ne sont pas reconparedes LTc hétérotypiques.

Chez les ovins, des LTc spécifiques du BTV ontdéeérits et la protection qu’ils engendrent
est efficace contre des souches homologues etolEées. Des essais avec des vaccins
recombinants ont montré que les protéines immuresypour les LTc sont VP2 et NS1 chez
le mouton : les LTc spécifiques de VP2 n'apporfead de réaction croisée, contrairement aux
LTc NS1-spécifiques [Andrewt al, 1995].

b. Réponse immunitaire a médiation humorf&ehwartz-Cornilet al, 2008]

Rappelons que VP2 et VP5 sont les seules protéimrates a l'origine de la
production d’anticorps neutralisants.
Des moutons ayant été inoculés avec VP2 ont pratiistanticorps neutralisants et étaient
résistants face a une épreuve virulente avec t#yg@&E homologue [Huismaret al, 1987 ;
Royet al, 1990].
La présence de VP2 et VP5 est a l'origine d'undleee synthése d’anticorps neutralisants
comparé a la présence seule de VP2 chez les oairssuth systéme d’expression baculovirus
[Roy et al, 1990 ; Royet al, 1994]. L'addition d’autres protéines viralesrysturales ou
non) n‘augmente pas cette réponse humorale. VPHaaeréit la neutralisation du BTV en
interagissant avec VP2 et en modifiant sa confdondRoyet al, 1990].

Cependant, dans une étude de 1997 [Lobatd., 1997] il n'a pas pu étre démontré
gue I'addition de VP5 a la protéine VP2 dans desetgs poxviraux améliorait chez les ovins
la production d’anticorps neutralisants et la pcten des moutons contre une inoculation
d’épreuve. La protection était meilleure pour lewgre immunisé avec VP2 seule.
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De méme, la construction d’'un vecteur myxomateudI@xprimant VP2 seule a conféré
une meilleure protection chez des ovins que la tooctson coexprimant VP2 et VPS5,
différence pouvant étre due a un défaut d’expresdam VP2 pour la construction VP2/VP5.
[Topet al, 2012].

Des anticorps non neutralisants sont aussi sys#igetiontre diverses protéines virales,
notamment contre VP7, I'antigéne de groupe du BJi,servent de marqueur pour les tests
de dépistage par ELISA de la FCO [MacLachlan, 1994]

c. Immunité du foetus

La compétence immunologique vis-a-vis du BTV (owtsovins) est acquise dés la
moitié de la gestation. Les fcetus peuvent produies anticorps et des interférons
[MacLachlan, 1994]Ainsi, les conséquences d'une infection d’'une féengtavide different
selon le stade de gestation [Maclachlan et Osi2008].

Si l'infection se produit lors de la premiere méitile gestation, des avortements et des
malformations congénitales non compatibles ave@elae I'animal sont constateés.

Si elle a lieu en seconde moitié de gestationapmarait pas de malformations séveres et les
animaux peuvent naitre viremiques.

2.7. Symptémes et lésions de la maladig: internet FCO-Info]

Classiquement, seuls les ovins présentent desssimques. Les bovins, caprins et
autres ruminants sauvages n’expriment que tremerela maladie. Ce point de vue a évolué
depuis l'arrivée du sérotype 8 en Europe du Nor@@06... En effet, ce sérotype a entrainé
d’'importants signes cliniques chez les bovins d&62®2009.

L’expression clinique varie selon différents facteul’espéce concernée comme nous venons
de I'évoquer, le sérotype en cause et la viruleteeda souche, la dose infectante, I'immunité
de l'animal...

2.7.1. Chez les ovins

Les manifestations cliniques sont multiples, potawvamier d’une infection subclinique
a aigué et mortelle.
Habituellement, la virémie est détectable 3 a 3g@pres I'inoculation [Schwartz-Corret
al., 2008].
Des signes généraux sont observables: hyperthemaimuée, abattement, tachypnée,
anorexie, baisse de la production laitiere. Desesigcongestifs tels que des oedemes
généralisés (face, cou, scrotum, vulve, mamellet.dee signes hémorragiques (pétéchies ou
hémorragies sur la mamelle, le mufle, les naselaulangue) sont rapportés. Des ulceres sur
les muqueuses nasales et orales sont égalementatésnsEnfin, un jetage nasal, une
exophtalmie, une conjonctivite bilatérale, du pisrae peuvent étre constatés. Des raideurs
musculaires, des boiteries apparaissent égalemesd d I'atteinte du bourrelet coronaire
(cedeme, inflammation).
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Des avortements, de la mortinatalité, des naissapo&maturées, de l'infertilité provisoire
des males [Kirschvinlt al, 2009]ayant pour conséquence un étalement des misesbas s
décrits. L'impact naturel de linfection au sérotyB a été étudié sur un troupeau de 300
brebis en Belgique [Saegermat al, 2011]. Les conséquences de linfection sur les
performances de reproduction d’'un troupeau nasbse révélées étre considérables, s’élevant
jusqu'a 25% d’avortements et diminuant le tauxetélité de 50%.

Des maladies intercurrentes peuvent aussi apparaitr

Photo 2 Ptyalisme signant la présence ) . _ Photo 4: Ulcére étendu du bourrelet
lésions buccales. Photo 3: Volumineux oedeme sous glossie coronaire, pétéchies dans la corne.
(Photo J.M. Gourreau) (Photo J.M. Gourreau) (Photo J.M. Gourreau)

http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdfivadeecuml.pd  http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdfivademecuml.pdf  hp://agriculture.gouv.fr/IMG/pdfivademecum.pdf

'y

'y,

Photo 5 Congestion du nez, érosions et fissu Photo6: G lce la face int de |
de la peau, crodtes cicatricielles. 0tob. ©5ros uicere surfa face Interne de 1a

(Photo J.M. Gourreau) lévre supérieure; hémorragies périphériques.
(Photo J.M. Gourreau)

http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecuml.pdf .
http://agriculture.gouv.fr/IMG/pdf/vademecuml.pdf

2.7.2. Chez les bovins

Lorsque l'expression de linfection est cliniqueslsignes sont similaires a ceux
observés chez les ovins.
Les signes généraux constatés sont: une hypeitheanoins marquée que les ovins, de
'abattement, un aspect vousseé, des difficultépiramires éventuelles, une baisse de la
production laitiere... Les lésions de la face prédwmnt: congestion, pétéchies, érosion,
jetage nasal, ptyalisme, larmoiement...
Les conséquences sur la reproduction sont varialdesrtements, naissances prématurées,
mortinatalité, malformations sur les faetus ou naumenés (hydrocéphalie, cécité...).
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Photo 7: Erythéme péri oculaire Photo 8: Ulcérations du museau.
associé a une congestion des (D’aprés Bosquet G., 2007)

mugueuses.
(D’apres Bosquet G.,2007)

Photo 9: Ulcéres de la cavité buccale. Photo 10: Lésions ulcératives sur les trayons.
(D’aprés Bosquet G., 2007) (D’aprés Bosquet G., 2007)

2.7.3. Chez les caprins :

Chez les caprins, l'infection est fugace, le nomibsnimaux présentant des signes
cliniques au sein d'un méme élevage est trés mastiea mort ne survient que tres rarement.
On observe surtout des symptbmes généraux avetemleat, anorexie, hyperthermie, des
atteintes de la face (larmoiement, cedeme, ptyaligatage nasal...) et une baisse de la
production laitiere.

Il est donc aisé de comprendre, au vu des manif@stade la maladie, que les pertes
economiques sont tres importantes :
- Pertes directes: mortalité, avortements, maudiita, infertilité, baisse de la
production laitiere, déclassement des carcassesjaisa qualité de la laine...
- Pertes indirectes : restriction au commerce demaux, de leur semence ou des
embryons

2.7.4. Les lésions :
Les Iésions sont, en général, observables uniqueahez les ovins. On retrouve de
'cedeme et une hyperémie dans la plupart des tisguss-cutanés, tractus digestif, tractus

uro-geénital, poumons, muscles...). Une congestiamhestpétéchies peuvent étre observables
au niveau du bourrelet et de la couronne de I'angles hémorragies de la paroi artérielle a
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la base de l'artere pulmonaire constituent uneofésionsidérée comme pathognomonique
[Ministere de I'agriculture].

2.8. Diagnostic

2.8.1. Epidémio-clinique

Il repose sur les signes cliniques évoqués précésem sur la situation
épidémiologique en cours, sur les lésions obsedastopsie.

2.8.2. De laboratoirdAlbina et al, 2007 ; Sailleaet al, 2011]

Le diagnostic de laboratoire est la plupart du tenmglispensable pour confirmer le
diagnostic clinique. Il est de plus nécessaire @fidentifier le sérotype incriminé. Le
diagnostic consiste a mettre en évidence le vitwsom génome.

a. Diagnostic virologique

Pour cela, il faut prélever environ 5mL de sangtsbbe EDTA pendant la phase de
virémie c’est-a-dire pendant la phase d’hypertherniur cadavre, des fragments de rate,
nceuds lymphatiques, coeur peuvent étre prélevés.

Apres passage sur ceufs embryonnés puis en cuttlinéace, le virus pourra étre isolé. Le
typage s’effectue par neutralisation a l'aide dds(26 a présent) sérums hyperimmuns
spécifiqgues de chaque sérotype. Cette techniquaifaun résultat en environ 15 jours. Cet
isolement est difficile. De plus, il s’avere quARN du virus demeure dans le sang plus
longtemps que le virus infectant [Darpetl al, 2007]. Une autre technique plus rapide, de
haute spécificité et grande sensibilité est la RPLe résultat est obtenu en 24 & 48 heures.
La RT-PCR en temps réel permet la quantificatiomgéioiome.

b. Diagnostic sérologique

Les anticorps sériques sont détectés par diversésones a partir de sang récolté sur
tube sec apres 15 jours d’évolution symptomatiqueren: I'immunodiffusion en gélose et
l'Elisa de compétition qui sont deux techniquesoremandées par I'OIE (Organisation
mondiale de la santé animale). Ces deux technigeesettent un diagnostic de groupe
puisqu’elles reposent sur la détection de VP7. dustnalisation virale sur culture cellulaire est
utilisée pour identifier le sérotype en cause ountreo lequel I'animal est immunisé.
Cependant, du fait de réactions croisées précédatréuequées, l'interprétation est délicate.

L’étude de Darpel et ses collaborateurs [Dagiedl, 2007] a montré que le plateau en titre
d’anticorps était atteint en 10 jours aprés infettexpérimentale chez les ovins contre 18
jours chez les veaux. La détection avait été réalmar Elisa de compétition.

A ce jour, aucun test sérologigue ne permet dindisér les animaux vaccinés des infectés.
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Diagnostic Virologique (génome) Virologique (virus) Sérologique
Isolement viral sur
, RT-PCR ceufs embryonnés . , L
Types d'analyses RT-PCR groupe , . Elisa Séro-neutralisation
génotype puis culture
cellulaire
Période de diagnostic J+2 a6 mois J+3 a 8 semaines A partirde J+6a J+10
Goupe puis
Diagnostic de groupe ou de type? Groupe Type séortypage par Groupe Type
neutralisation virale
Délai de réponse 24 heures 15joursalmois | <2heures 6 jours

Tableau 1 : Caractéristiques du diagnostic virologie et sérologique.
(D’apres Sailleau C. et al, 2011)

2.9. Prophylaxie
2.9.1. Sanitaire
En France, il s’agit d’'une maladie réputée contagpe

Des mesures sanitaires sont prises selon le statatzone.

- En zone non infectée : des mesures de préventioeqrdrole des mouvements des
animaux, quarantaine, sérologies de contréle sisdgren place. L'éradication de la
maladie est réalisée via des dépistages sérolagigieabattage des animaux
séropositifs. Des plans de surveillance entomologigar piégeage sont également
organiseés.

- En zone infectée : la lutte sanitaire est fondé&eleseontrdle du vecteur, l'isolement
des animaux. L'abattage des animaux malades etésfest parfois préconiseé.

2.9.2. Médicale : vaccination

La vaccination est le moyen de lutte le plus effecaontre la FCO. Dés I'apparition en
Corse en 2000 du sérotype 2, les services vété@amant décidé de la mise en ceuvre d’une
prophylaxie médicale a I'aide d’un vaccin monoval@wirus atténue. Apres deux campagnes
de vaccination en 2000 et 2001, ce sérotype n'a @té isolé. En 2003 et 2004, la Corse a
subi de nouvelles épizooties au BTV-4 et BTV-1@e&t campagnes similaires ont été menées
avec des vaccins atténués. Cette vaccination @&ueerrétée en décembre 2004 du fait de
'apparition de signes cliniques évocateurs de laladie chez des ovins suite a cette
vaccination. La mauvaise atténuation semblait @mecause. Depuis 2004, les vaccins
inactivés sont préconisés.
Avec l'arrivée des sérotypes 1 et 8 en France €6,2@ vaccination a été rendue obligatoire
au cours des campagnes de prophylaxie 2008-202008-2010. Des vaccins monovalents
inactivés étaient alors utilisés. Récemment, urtivalsivalent contre les sérotypes 1 et 8 est

arrivé sur le marché.
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a. Les vaccins actuelfSavini et al, 2008 ; Schwartz-Corniét al, 2008 ;
Niedbalski, 2011]

Les vaccins vivants atténués

Ces vaccins ont l'avantage d’étre peu codteux etd@montré leur efficacité a
plusieurs reprises. Les vaccins atténués prodaitsOmderstepoort Biological Products en
Afrique du Sud ont longtemps été utilisés pour gget contre le BTV en Afrique du Sud et
plus recemment en Corse, lles Baléares et Itabpe@dant, comme nous venons de le citer,
des accidents peuvent survenir si la souche nastapsez atténuée. De plus, ces vaccins ne
s’inscrivent pas dans la stratégie DIVA. Ces vaga@nt donc été remplacés par des vaccins
inactivés. L'Autorité européenne de sécurité deseaits (EFSA) recommande fortement
I'utilisation de ces derniers.

Les vaccins inactivés

lIs induisent une immunité protectrice spécifiglexles espéeces de ruminants cibles.
Par contre, ces vaccins nécessitent plusieurstiofess sont plus colteux a produire. lls sont
un tres bon compromis entre sécurité d'usage eataeffé. Leur efficacité a déja été
démontrée sur le terrain avec leur usage pourdegagnes de vaccination obligatoires en
France, ayant conduit a une diminution considérdblaombre de foyers.
Ce sont des vaccins plutdt bien tolérés avec absdacsignes induits. Certains ont tout de
méme été décrits apres la vaccination (fievre,ldage, cedéme facial, cécité, ptyalisme,
avortements, mort...) [Gonzalez al, 2010].Quelques réactions locales ont également été
rapportées. Des essais cliniques ont été réalfsegla verifier leur innocuité. Ces vaccins
induisent de forts titres en anticorps neutralisanbnferent une protection clinique et ils
permettent de réduire voire annuler la virémie ddébn par RT-PCR) aprés épreuve
(protection virologique).

Théoriguement, ces vaccins peuvent s’inscrire danstratégie DIVA mais actuellement,
aucun n’offre pour le moment la possibilité de éliéncier les animaux vaccinés des infectés.
Auparavant, seuls des vaccins monovalents existdie¥tait donc contraignant de suivre les
protocoles pour des zones ou plusieurs sérotypstaent. Les animaux devaient recevoir
deux injections de primovaccination puis deux autjeelques semaines apres ce qui était
contraignant. Des vaccins bivalents sont apparsezagcemment sur le marché.

b. Vaccins émergents
- Les Pseudoparticules virales ou VLPs « Virusiketicles »

Ce sont des assemblages de protéines structursdes, matériel génétique a
lintérieur.
Des VLP formées par combinaison des protéines tstales majeures VP2, VP5, VP7 et
VP3 ont été créées. Elles se sont montrées efficaffeant une protection homologue et
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hétérologue partielle dans des essais de labazat®achant que ces VLP ne contiennent pas
de protéines non structurales, elles respecterdtriégie DIVA. L'absence de matériel
génétique confere une sécurité d’emploi. Des étsdpplémentaires sont nécessaires afin
d’évaluer leur stabilité, leur colt de productidtesir efficacité.

- Les vaccins recombinants

Comme nous l'avons évoqué précédemment dans lae plartls présentent de
nombreux intéréts mais il n'est pas si aisé dedakser...
Le virus de la vaccine, les canarypox et les capuippus ont déja été testés :
- trois injections successives de vecteur vacexyimant les protéines VP2 ou VP2
associée a VP5 du BTV-1 confere une protection deszovins [Lobatet al, 1997].
Cette approche n’a pas été poursuivie.
- un vecteur viral canarypox exprimant VP2 et \RBBTV-17 entraine de forts titres
en anticorps neutralisants et confere une proteclevée a I'épreuve virulente chez
les ovins [Boonet al., 2007].
- un capripoxvirus exprimant VP2, VP7, NS1 et N&BBTV-2 inoculé en une seule
injection confere une immunité partielle a des s\iPerrinet al., 2007].

Comme déja évoqué précédemmefit paragraphe 2.6.2.h.es résultants intéressants ont
également été obtenus en utilisant un recombinarvi@l myxomateux SG33 exprimant
VP2 qui confere une protection efficace contre @épeeuve homologue hypervirulente chez
des moutons au BTV-8 [Togt al, 2012].

Quelgues études se sont intéresseées a la protéequi, étant conservée entre les 24
sérotypes, pourrait étre a I'origine d’'une protecthétérologue. Une étude a indiqué qu’un
recombinant capripoxvirus exprimant la protéine \@enférait une protection partielle chez
les ovins méme s’il ninduisait pas d’anticorps tmalisants [Wade-Evanst al, 1996].
Cependant, des travaux plus récents basés sumkrection d’'un poxvirus recombinant
exprimant VP7 n’ont pas permis la protection clireqni la prévention de la virémie chez les
ovins (3 injections). De plus, ce recombinant niisait pas la synthese d’anticorps
neutralisants [Caruso Agathe, These vétérinair@9R0

- Autres : vaccins a virus « défectueux » ou vaceidisabled infectious single cycle »

lIs sont basés sur la production de BTV a qui asupprimé un ou plusieurs genes
essentiels a sa réplication.
Une fois ces virus « défectueux » inoculés, ilsssgmt a deux niveaux. lls sont des
immunogénes directs (tout comme les autres vacdigsyont également pénétrer dans les
cellules et vont produire uniquement certainesgines virales sans celles nécessaires a la
réplication du virus. Ces vaccins s’inscrivent denstratégie DIVA. Seules quelques étapes
de cette production de vaccins « défectueux » tntréalisées pour le moment [Schwartz-
Cornil et al, 2008].

44



1. Les poxvirus, vecteurs vaccinaux de choix

3.1. Classification

La famille desPoxviridae est divisée en deux sous-familles : @&sordopoxvirinag
infectant les vertébrés, et [Eatomopoxvirinagvirus des insectes.

La sous-famille de€hordopoxvirinaeest elle-méme subdivisée en 9 genres. Les membres
ont un spectre d’hote étroit, lié & une especeeqiaur chacun des virus, a I'exception du
virus de la vaccine et de quelques aut@svpox monkeypox.). Le virus myxomateux
auquel nous nous attacherons plus particulieremhens ce travail appartient donc au genre
Leporipoxvirus Il est a l'origine d’une maladie, la myxomatoseuvent mortelle chez le
lapin de garenne ou lapin comm@nyctolagus cuniculyschez lequel il apparait des Iésions
cutanées appelées myxomes associées a une immessiep.

Genre Espéce type
Orthopoxvirus Vaccinia virus (virus de la vaccine)
Parapoxvirus Orf virus (virus de I'ecthyma contagieux)
Avipoxvirus Fowlpox virus (virus de la variole aviaire)
Capripoxvirus Sheeppox virus (virus de la clavelée)
Cervidpoxvirus Deerpox virus
Leporipoxvirus Myxoma virus (virus de la myxomatose)
Suipoxvirus Swinepox virus (virus de la variole porcine)
Molluscipoxvirus Molluscum contagiosum virus (virus du molluscum contagiosum)
Yatapoxvirus Yaba monkey tumor virus (virus de la tumeur Yaba du singe)

Tableau 2: Classification de la famille des Chordmyvirinae.
(D'apres King A. et al, 2011)

3.2. Structure

Ces genres ont une morphologie semblable et sortiggement et antigéniquement
proches. Etant donné que notre travail s'intéresplrs particuliérement amyxoma virus
nous l'utiliserons comme modéle pour évoquer lacstire de cette familleef. figure 9)

Les Poxviridae constituent une famille de virus caractérisée yoag taille importante des
particules virales (220 a 450nm de long, 140 an@6de largeur et d’épaisseur), du génome
(de 135 a 375 kb) ainsi qu’un cycle viral entierab®ytoplasmique [Kingt al, 2011].

Le virus de la myxomatose est un gros virus d’@miB00x250x200 ntha symétrie
sphérique. Il posséde un core en forme d’altérecqutient le génome. Des corps latéraux
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amorphes sont observables, leur réle et leur aigont inconnus. Ces virus sont entourés
d’'une ou deux enveloppes selon la forme infectielsrix formes infectieuses principales
sont décrites : les formes intracellulaires matulie®/ et les formes extracellulaires
enveloppées EEV. Les formes IMV sont produites ks grande quantité que les formes
EEV [Moss, 2001]. Ces dernieres possedent une naralexterne supplémentaire, et sont
issues d’'une petite fraction des IMV ayant acquis double enveloppe dérivée du Golgi ou
des endosomes pour aboutir a des formes IEV (\fituacellulaire enveloppé) a I'origine des
CEV (Virus enveloppés associés aux cellules) eEdeé.

Virus intracellulaire mature Virus extracellulaire enveloppé

Envalappe ou

memhrane axterne
Corpslatéraux supplémepltaire

Protéines de surface ADN /

Membrane de
surface

-
=
———4——0

Figure 9: Structure générale des Leporipoxvirus.
(D’aprés Swiss Institute of Bioinformatics, 2008)

http://viralzone.expasy.org/all_by_species/153.html

3.3. Génome

L’organisation générale du génome est la méme fmug lesPoxviridae (cf. figure
10).
Il s’agit d’'une molécule d’ADN bicaténaire, linéajrentre 135 et 375 kb, qui se termine en
épingle a cheveux a chacune de ses extrémités. distizygue, en région centrale, les génes
essentiels pour le cycle viral. lls y sont préseas un seul exemplaire. Aux régions
terminales, on y distingue des génes répétés (redierminales répétées inversées RIT)
codant essentiellement pour des facteurs de paifuitge

10kpb 160kpb 10kpb

« .

RIT séquences uniques RIT

Figure 10: Représentation schématique du génome BEesvirus.Exemple
du virus de la Vaccine.
RIT : Répétitions inversées terminales.
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Le génome de la souche SG33 du virus myxomateuisédti dans la construction des
recombinants ayant servi dans ce travail est dodstie 148,244 kb. Seules 1,045bp de la
séquence droite RIT demeurent dans la séquence. &&88 délétion entraine la disparition
de plusieurs genes codant pour des facteurs degetitité (genes M152R, M153R, M154R,
M156R...) conduisant a une plus grande atténuatida deuche.

Cette souche a été obtenue en 1977 par plusiessages sur cellules rénales de lapin ou sur
cellules d’embryons de poulet a 33°C a partir daotat obtenu d’un lapin sauvage mort dans
les alentours de Toulouse en 1973 [Camus-Boucl&retial, 2011].

3.4. Cycle viral
Ce cycle dure entre 12 et 24 heures environ.

3.4.1. Entrée du virus dans la cellule

L’entrée de la forme IMV se ferait par fusion avacmembrane plasmique, faisant
intervenir des intéractions peu spécifiques et ifipgées [Carteret al, 2005]. L'entrée des
formes EEV est plus problématique mais il sembiepaiur le virus myxomateux, qu'il y ait
parfois une rupture préalable de I'enveloppe etéentn forme IMV. Les hypothéses
d’endocytose et/ou phagocytose/ macropinocytoseégalement conservées [Duteyeatl.,
2006].

3.4.2. Expression des génes viraux

L’expression des genes est séquentielle. On digtinginsi les géenes précoces,
transcrits avant la réplication du génome vira§ génes intermeédiaires et des genes tardifs.
Les génes précoces sont transcrits par I’ARN-poigset ADN-dépendant virale, associée a
des facteurs empaquetés dans le core viral. Ces g@lent pour des protéines nécessaires a
la réplication de I'ADN et a la transcription inte¢diaire ainsi que pour des protéines a
diverses fonctions impliquées dans les interactewvec la cellule héte [Moss, 1996]. Il se
produit alors la réplication de ’'ADN et I'expreesi des genes intermédiaires et tardifs. Ceci
aboutit & la morphogénése de virions.

3.4.3. Assemblage — maturation — libération des virions

L’assemblage des virions a lieu dans les virosofdsntifiables en microscopie
électronique) ou ils deviennent matures, donnastibl®/. Les IMV produits sont soit libérés
lors de la lyse cellulaire, soit couverts d’une loletenveloppe par le Golgi ou des endosomes
(forme IEV) puis sont libérés par fusion avec lanmbeane plasmique donnant des CEV/EEV.
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Figure 11: Le cycle de réplication des Poxvirus.
(D’aprés Moss, 2001)

: attachement a la cellule

: pénétration dans la cellule et libération du core dans le cytoplasme

: transcription des génes précoces

: déshabillage du core

: réplication de ’ADN et formation de concatémeéres

: transcription des génes intermédiaires

: transcription des génes tardifs

: début de I'assemblage avec les premiers fragments de membrane

: résolution des concatémeéres et incorporation d’ADN

10 : maturation et formation des IMV

11 : acquisition d’une double enveloppe (IEV)

12 : migration vers la surface cellulaire a I'aide du cytosquelette

13 : fusion avec la membrane cellulaire et formation des virus enveloppés associés a la cellule (CEV) et libération

d’EEV

3.5. Utilisation des poxvirus en tant que vecteurs rdmaamts

Le virus de la vaccine est le premier a avoir é@ésagé comme vecteur vaccinal dans
Il demeure un vecteur trés étude jaur. Il a été montré que l'insertion et
génes au sein du génome du virda gaccine étaient possibles, induisant
une réponse immunitaire contre les génes insénétigd et al, 2003]. Depuis, de nombreux

les années 80.
'expression de

autres poxvirus

sont a présent utilisés en tantvgateur...

3.5.1. Intérets/AtoutdMessud-Petit et Bertagnoli, 2000]

L'utilisation des

poxvirus en tant que vecteursciaaux présente de nombreux avantages.



Tout d’abord, leur cycle de réplication est stmeémt cytoplasmique, réduisant les
complications pouvant étre liées a I'insertion d®dans le génome des cellules hétes.
L’insertion de grandes quantités d’ADN étrangeugpiie 25kb) dans leur génome est tolérée,
ainsi que la délétion de géenes non essentielst B@mé que les poxvirus possedent leur
propre matériel nécessaire a la transcription, @megnis sous la dépendance d’'un promoteur
poxviral sera transcrit au cours du cycle infectidies modifications post-traductionnelles de
la protéine recombinée sont trés proches de cddiela protéine native, son activité est en
général parfaitement conservée.

Concernant les parameétres a prendre en comptetqater production de vaccins, le colt de
production est faible. De plus, étant donné québi de vaccins vivants, la dose protectrice
minimale est réduite. Les poxvirus sont égalemeséa stables, ils supportent la congélation,
la lyophilisation et la réhydratation sans pert@antante du pouvoir infectieux. De plus, ils
sont faciles a administrer : par voie intradermiquepar voie orale pour certains.

Enfin, ces vaccins recombinants sont intégrés danstratégie DIVA en vaccination
véteérinaire.

3.5.2. Limites [Messud-Petit et Bertagnoli, 2000]

Les poxvirus utilisés pour la vaccination sont diggs vivants, ils détruisent a terme
les cellules gu'ils infectent.
Cependant, le probleme majeur demeure la pathag&niésiduelle. Les facteurs de
pathogénicité doivent donc étre parfaitement nsisriet des souches totalement apathogénes
ou des poxvirus a spectre d’hote étroit doiverd pteférentiellement utilisés.
De plus, il existe des similitudes antigéniqueseedifférents virus de la famille des poxvirus,
ce qui peut poser probleme si une immunité vissadui vecteur préexiste.

Compte tenu des nombreux avantages que cette damiisente en tant que vecteurs
vaccinaux, I'utilisation des poxvirus se poursuihd de nombreuses études.

3.5.3. Quelques exemples en médecine vétérinaire

a. Les Orthopoxvirus

Le virus de la vaccine est le premier vecteur pawaccinal a avoir été utilisé. Par
exemple, il a été utilisé dans la lutte contre dger en Europe. L'utilisation du VACV
exprimant la glycoprotéine G, un antigéne de serfiicvirus rabique, a permis la vaccination
orale des renards d’Europe (Raboral ® de Mérial).

De méme, nous avons déja vu que ce vecteur a iis® ytar exemple pour la recherche
contre la FCO [Lobatet al, 1997].

b. Les Avipoxvirus

Ces vecteurs, dont les oiseaux sont les espedes,aiilmt montré leur efficacité chez
ces especes (vaccins contre Newcastle diseasearyagbtrachéite infectieuse chez les
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poulets... commercialisés par Biomune aux Etats-8ois le nom de gamme Vectormune ®
FP) ainsi que chez les mammiferes.

Un Canarypox recombinant exprimant des protéines du virus ddelacose féline est
actuellement sur le marché pour la vaccination ateds (Purevax FeLV ®). Ces vecteurs
sont également utilisés pour vacciner les chevantre la grippe équine (ProteqFlu ®).
D’autres vaccins vétérinaires déja commercialisésEtats-Unis par Mérial sont basés sur le
vecteurCanarypox(contre la rage du chat: Purevax Feline Rabiesi®ire la maladie de
Carré de la gamme Recombitek ®).

Comme nous l'avons précédemment évoquée, un veeteldrcanarypox exprimant VP2 et
VP5 du BTV-17 a été élaboré par I'équipe de Boduwoheet al, 2007].

c. Les Capripoxvirus

De nombreuses études ont porté suidapripoxvirusen tant que recombinants dans
le but d’élaborer des vaccins contre la peste @¢isspruminants, la Fievre de la vallée du
Rift, maladies largement présentes en Afrique f(Baual, 2008].
lIs sont également utilisés dans la recherche edat=CO comme nous l'avions déja fait
remarquer [Wade-Evaret al, 1996 ; Perriret al, 2007].

3.5.4. Le Myxoma virus un poxvirus vecteur prometteur

Le virus myxomateux a tout d’abord été envisagémemecteur chez I’h6te naturel.
La vaccination des lapins avec un virus myxomat8®33 vivant exprimant la protéine de
capside VP60 du virus de la maladie hémorragiquelagin (MHD) offre une double
protection par une seule injection par voie intradque [Bertagnolet al., 1996].

Ce vecteur est également utilisé chez d’autrescespé&n essai concluant de vaccination a été
réalisé chez le chat contre la calicivirose félare utilisant un virus myxomateux atténué
exprimant la protéine de capside du virus de leieabse féline [McCabet al, 2002].

L’équipe de 'UMR 1225 INRA-ENVT Intéractions Hotd8rus en Vaccinologie (IHVV)
s’intéresse depuis plusieurs années a [utilisatien vecteursMyxoma virus chez les
ruminants.

L’infection de moutons par un recombinant SG33 ewant la protéine VP60 du virus de la
maladie hémorragique du lapin a entrainé la pragluat’anticorps contre la VP60 et contre
le vecteur [Pignoleet al, 2008]. Cing recombinants ont alors été consrugxprimant
diverses protéines du BTV-2 (SG33-VP7, SG33-VP23B0MS1, SG33-NS2 et SG33-NS3)
et furent injectés a des moutons. L'expressionpatetgines VP2 et NS3 n’avait pas pu étre
démontrée a I'époque faute de moyens. Cependamt,éponse importante en anticorps anti-
VP7 avait pu étre mise en évidence mais aucunegiron clinique n’avait été obtenue apres
épreuve de virulence homologue [Pignolet Béatrl¢ese de doctorat, 2007]. Cette étude a
été poursuivie, ce recombinant SG33-VP7 a de naua utilisé pour immuniser des
moutons avec un protocole plus lourd de 3 injestiat une épreuve hétérologue avec le
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BTV-8 a été réalisée. Une forte réponse humoralangicorps anti-VP7 ainsi que l'induction
d'une réponse cellulaire CD4+ a été mise en évigle@ependant, aucune réponse en
anticorps neutralisants n'a été mise en évidencecuAe protection homologue ou
hétérologue n’était conférée [Caruso Agathe, Thé&térinaire, 2009]. Ces études ont alors
été poursuivies avec les antigenes VP2 et VP5.éiéamontré qu’un vecteur recombinant
SG33-VP2 entrainait la formation d’anticorps neligeats et une bonne protection clinique
chez les moutons [Togt al, 2012].

Tous ces travaux démontrent que le virux myxomagsixin vecteur prometteur.
Classiquement, les génes y sont insérés dans dhes zotergénigues ou dans des zones
contenant un ou des genes non essentiels a laagémti virale (TK, MGF, M11L...). Il existe
une nouvelle approche plus récente consistanté éxprimer au vecteur la protéine chimeére
directement sur sa surface. Cette technique a tdigée en vue d’améliorer le vecteur
myxomateux par 'TUMR 1225 (comme évoqué en intrdidug et est utilisée dans ce travail.
C’est donc I'occasion de faire un état des lieuxigcsur l'utilisation de cette technique dans
le monde de la recherche.

V. Etat des lieux actuel sur 'utilisation en recherbe de la
stratégie de fusion avec expression de la protéidéntérét
sur I'enveloppe de la particule virale

La majorité des vaccins fondés sur des vecteursifaax produisent des antigenes
cytoplasmiques, qui sont excrétés ou expriméssarface des cellules infectées. La technique
de fusion de protéines permettant I'expressioriatgigéne directement sur la particule virale
apparait prometteuse et est utilisée dans divétse®es en vaccinologie. Le but est d’obtenir
des virions chiméres hautement immunogénes. Ceitbatle ne doit bien évidemment pas
altérer la pénétration des virions dans les callhfites ainsi que leur production.

A ce jour, trés peu d’études utilisant cette teghaiet fondées sur I'utilisation des poxvirus
ont été publiées. Actuellement, des chercheursailtant sur des maladies mortelles de

’homme telles que le sida, le virus Ebola, la pedtanthrax... se tournent vers cette
technique afin de tenter d’élaborer des vaccirnsadés.

4.1. Utilisation des poxvirus en tant que vecteur chameér

4.1.1. Antigéne du HIV- Human immunodeficiency virus

Cette technigue a notamment été utilisée dansrneanhe de la recherche contre le sida.

Les souches atténuées IHD et WR du virus de laivagant été utilisées dans un
premier temps. Initialement, il a été démontrelggtait possible d’adresser une glycoprotéine
chimere du virus du HIV type 1 dans I'enveloppeeex¢ de la forme EEV en créant des
recombinants.
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Pour cela, des recombinants portant un géne chinwetent pour le domaine extracellulaire
de la protéine d’enveloppe du HIV type 1, fusioravec les domaines cytoplasmique et
transmembranaire de la protéine B5R du virus deatzine ont été élaborés. Il a été prouvé
gue des signaux responsables de I'adressage gakeloppe de la forme EEV existent dans
les domaines cytoplasmiques et transmembranairéa gmtéine B5R et que, de plus, ces
domaines sont suffisants pour 'adressage. Cettigipe B5R est donc trés intéressante.
Ainsi, les virus chimeres portent sur leur envelgpterne une protéine chimere composée
du domaine extracellulaire de la protéine d’envpéodu HIV et des domaines cytoplasmique
et transmembranaire de B5R [Katzal.,, 1997].

De plus, 'immunogénicité de ces protéines fusi@snéépend de leur construction. En effet,
la protéine fusionnée contenant le domaine extrdagk de la protéine d’enveloppe du HIV
entraine un taux plus élevé d’anticorps spécifiquedHIV que la protéine fusionnée avec
I'intégralité de la glycoprotéine d’enveloppe chiEs lapins et souris [Katz et Moss, 1997].
Ces études ont été poursuivies en utilisant lasuinkara (MVA) [Barchichat et Katz,
2002], souche hautement atténuée du virus de leinea@aprés 585 passages sur culture de
fibroblastes d’embryon de poulets, et présentanhsnde risque a I'usage que la souche WR.
Le recombinant MVA/B5R a été élaboré sur le mémbaésma de construction que
précédemment. Ce virus chimére exprime cette pr@titisionnée dans les cellules infectées
testées : fibroblastes d’embryon de poulet ainsi dans des cellules Vero rénales du singe
vert d’Afrigue BS C 1 (mais expression plus faill@ns ces dernieres). Des lapins ont été
immunisés par ce recombinant MVA/B5R et il a éténditré que ce recombinant induit des
titres élevés en anticorps contre la protéine ddppe du HIV chez le lapin en plus
d’anticorps neutralisants contre le poxvirus.

Cependant, ces études n’ont pas porté sur la répatislaire.

Une étude plus récente de 2004 démontre que langépoellulaire chez des souris est
également augmentée lorsque I'antigéne est préamatement dans I'enveloppe des formes
EEV comparé a un recombinant n’intégrant pas lggnte dans I'enveloppe des EEV [Kwak
et al., 2004]. Pour cela, un recombinant utilisant la $eutHD du virus de la vaccine et
remplacant la partie cytoplasmique de la protéiBR Bar la séquence HIV- Gag a été créé. |l
a été demontré au préalable que les formes EEVfeonées méme en I'absence de la partie
cytoplasmique de B5R.

4.1.2. Antigéne du virus Ebola

Une équipe de chercheurs de I'Unité de virologie ldestitut de Recherche
Biomédicale des Armées de La Tronche (France) gemmiat avec I'Institut de Génétique et
de Biologie Moléculaire et Cellulaire /Inserm U9&4llkirch (France) utilise également cette
technique de fusion avec une protéine virale dam®iaine de la lutte contre le virus Ebola,
virus appartenant a la famille degoviridae, responsable de fievres hémorragiques séveres
mortelles chez 'homme. Pour linstant, aucune mallon n'y est associée (Journées
francophones de virologie a Paris 2010). La seubtééme présente a la surface du virus
Ebola est la glycoprotéine GP et celle-ci semble &ne cible idéale pour le systeme
immunitaire. Par conséquent, le géne de cette ipptEst utilisé dans le cas présent. Il est
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fusionné avec les domaines transmembranaire eiceitulaire de la protéine B5R de la
soucheLister du virus de la vaccine. Actuellement, il a été mémjue cette protéine est bien
exprimée par le vecteur. Les étapes de sélectisrveeteurs sont en cours [Dimiet al.,
2010].

4.1.3. Antigéne deYersinia pestigPeste)[Embryet al.,2011]

Historiquement, cette maladie a été responsabl@ahelémies tuant de 50 a 100
millions de personnes dans le monde. Elle entraime forme pulmonaire ou bubonique
principalement. Actuellement, aucun vaccin n’esfleénent efficace. Le seul commercialisé
dans certains pays mais a usage restreint estshasa réponse humorale. Cependant, il est
apparu que la réponse cellulaire contribue égaleraeta protection et il a donc paru
nécessaire d’élaborer de nouveaux vaccins. Ceatiagius queYersinia pestigeprésente
une menace bioterroriste.

Dans le cas présent, la souche ACAM2000 du virugadeaccine a été utilisée de sorte
gu’elle exprime lantigéne LcrV, fusionné a sa parC-terminale avec le domaine
transmembranaire de la protéine D8 du VACYV, ciblgeure d’anticorps. L’originalité de
cette méthode par rapport aux précédentes résiue ldafait que la protéine chimere soit
exprimée a la surface des formes IMV et non pas.EE&dle une petite fraction des virions
produits apres infection est sous forme EEV. Aihapparait plus intéressant et efficace de
placer I'antigene sur le plus grand nombre de m8jodonc en I'occurrence sur les formes
IMV. Dans cette étude, il s’est révélé que le reomrant décrit précédemment induit une
réponse immunitaire humorale plus efficace quedeses recombinants n’exprimant pas
lantigene sur la particule virale. De plus, lesuxleautres recombinants conferent une
protection plus faible aux souris inoculées. Latgeton est évaluée par le pourcentage de
survie. Dans ce cas, une seule injection du vinimere confére une bonne protection.

4.1.4. Antigéne du virus Influenza aviaire et GFP (Gre&rofescent Protein)

L’équipe UMR 1225 INRA-ENVT a élaboré des recombitsa exprimant des
protéines de fusion avec la GFP ou I'ectodomain&geotéine M2 (M2e) du virus Influenza
aviaire.

L’ectodomaine M2e a été fusionné par sa partie afténrminale avec M022L ou par sa partie
carboxy-terminale avec MO71L du virus myxomateumck® Toulouse 1 (recombinants T1-
N-M2e-M022L et T1-C-M2e-M071L). De la méme fagoa,recombinant T1-N-Gfp-M022L

a été créé a partir de la protéine GFP. Ces rec@mnts ont été testés sur I'espéce cible du
virus myxomateux servant de vecteur, le lapin, dértester I'effet pathogene du vecteur. lls
ont également été testés sur lapins, souris etansudfin d’étudier la réponse immunitaire
envers l'antigene.

Le virus myxomateux n’'a pas eu d’effet pathogerezates trois especes, y compris chez les
lapins. Une production d’anticorps anti-GFP ou-&i#ie selon I'immunisation a été observéee
chez les lapins. Les souris immunisées avec ummeic@ant exprimant M2e en fusion ont
également produit des anticorps anti-M2e. Afin deifier si une réponse cellulaire est
€galement induite par cette immunisation, un mowtcgté inoculé par le virus T1-N-Gfp-
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MO022L et une lymphoprolifération a été mise en éuk par comparaison a un mouton
témoin [Bertagnolet al, 2011].

4.2. Utilisation de vecteurs autres que poxviraux en dame vecteur chimere
Ainsi, les études utilisant les poxvirus en tane qecteur exprimant des antigénes
étrangers directement dans leur enveloppe sont g&senombreuses. De nombreux autres

vecteurs, différents des poxvirus, sont utiliséesfins.

4.2.1. Vecteur de la famille dd3aramyxoviridae

a. Vecteur virus de la maladie de Newcastle (NDV) reoltierpesvirus bovin
(BHV-1) [Khattaret al, 2010]

Une équipe travaillant sur I'élaboration d’'un vacenti BHV-1 a fait appel a la technique de
fusion qui, dans ce cas, n'a pas donné les résutsndus.

Le virus de I'herpesvirose bovine comporte 3 glyotfines majeures impliguées dans
'attachement et la pénétration de la cellule hdgB, gC et gD. Ces trois protéines sont
immunogénes et gD est considérée comme la cibleipale d’anticorps neutralisants et de
lymphocytes T cytoxiques. Deux recombinants oné&borés a partir du virus de la maladie
de Newcastle (NDV) souche LaSota: le premier exgnira protéine gD du BVH-1 sans
modification, l'autre exprimant une protéine gD rore dont I'ectodomaine de gD est
fusionné avec les domaines transmembranaire eplegtmique de la protéine F du NDV.
Cette étude a montré que, contrairement aux éjudgegdemment décrites, I'incorporation de
la protéine gD chimere n'avait pas eu lieu de fadétectable sur le virion. De plus, le
premier recombinant entrainait une meilleure répohamorale chez les veaux que le
recombinant utilisant la technique de fusion, apwée seule inoculation intranasale ou
intratrachéale. De plus, quelque soit le recomhkijnancun ne conférait une protection
suffisante contre le BVH-1 par inoculation mucosale

Dans le cas présent, la technique de fusion neEassaverée la plus immunogéne.

b. Vecteur Parainfluenza contre le virus Eb@Bukreyevet al, 2009]

Un virus humainParainfluenzade type 3 (HPIV3) a été utilisé comme vecteur pour
des recherches contre le virus Ebola (EBOV). Bukvegt ses collaborateurs ont réussi a
créer un virus HPIV3, sans utiliser la technique fdsion, entierement recouvert de la
glycoprotéine GP de EBOV. Les protéines HN et §,deux protéines d’enveloppe du virus
Parainfluenza avaient été délétées afin de trouver une altemat!'immunité pré-existante
chez les individus face au vecteur HPIV3. Ce vatiénué confere une protection contre une
épreuve intrapéritonéale chez les cobayes ayantn@tanisés auparavant par une seule
inoculation intranasale.
Par contre, au tout début de cette méme étudehésheurs pensaient ne pas pouvoir obtenir
suffisamment d’incorporation de cette GP dans lgowi ou ne pas obtenir de GP
fonctionnelle. lls ont donc anticipé ces potentigleblemes en créant un recombinant dans
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lequel la partie cytoplasmique de GP était rem@apar la partie cytoplasmique de la
protéine F, protéine du viruBarainfluenzaimpliquée dans la fusion membranaire avec la
cellule infectée. Or, l'effet inverse s’est prodaitec cette construction. Cette construction
réduit, plutét que n’accroit, la production du rinfectieux. Il n’a pas pu étre amplifié
suffisamment pour une étude supplémentaire. plezg que la protéine chimeére ait perdu sa
conformation et sa fonctionnalite.

4.2.2. Vecteur de la famille ddRhabdoviridae

a. Vecteur du genre Lyssavirus
- contre la fievre charbonneuse (« anthrax »).

Des virus recombinants exprimant une protéine dgoffuentre la protéine de la
nucléocapside du virus de la rage (extrémité Citeal®) et la GFP sont immunogénes contre
GFP chez les souris (réponse humorale), contraifeauex autres recombinants qui avaient
éte élaborés sans la technique de fusion. AinsyMunogénicité envers I'antigene étranger
est augmenté avec cette présentation. L'étude &ipiipe de Koser [Kosest al, 2004] a
démontré que cette protéine chimére était expriratencorporée dans le complexe
ribonucléoprotéique du virus de la rage ainsi qargsdes virions. Cette étude a été poursuivie
pour intégrer d’autres antigénes et tenter de d@pelr d’autres vaccins. Ceci est le cas de
recherches menées par Smith et ses collegues [®indh 2006], dans le domaine de la
vaccination contre la fievre charbonneuse, abauissette fois-ci a I'expression d'une
protéine de fusion d’intérét a la surface des tadlunfectées ainsi qu'a la surface de
I'enveloppe des virions.

La fievre charbonneuse ou anthrax est causée paxil@e produite paBacillus anthracis
composée de 3 protéines dont I'antigene proted®Aur Ce dernier est responsable de la
fixation sur les membranes des cellules en s’assbé un récepteur ubiquiste. Il est alors
clivé en deux fragments dont PA63 qui reste lig¢énepteur. PA63 sert alors de ligant pour
les deux autres protéines formant la toxine (factedématogéne et facteur létal)Beillus
anthracis Il a été démontré que la fixation entre PA etrésepteurs cellulaires peut-étre
empéchée par des anticorps anti-PA. Plus précidetleatomaine 4 RBD (« receptor binding
domain ») de PA (RBD — 140 acides aminés) contlestépitopes suffisants pour induire une
réponse protectrice dans le modeéle souris et rdt @tdonc paru intéressant d'utiliser ce
domaine.

Plusieurs types de recombinants RV dont I'ectodomanodifié de la glycoprotéine G était
fusionné soit avec PA63 soit RBD ont donc été crBés infection de cellules avec une de
ces chimeres RV SPBN RBD-E51 (contenant 51 acidésés de I'ectodomaine de @)f.
figure 12)les cellules présentaient a leur surface la pretéimére (mise en évidence par
immunomarquage et Western blot) et cette protéiaié &rrectement incorporée aux virions
(mise en évidence de la présence de la protéimeechidans les virions par Western Blot).
Les souris immunisées par voie intra musculairedparvirus inactivés ou vivants RV SPBN-
RBD-E51 ont montré un fort titre d’anticorps contrB. anthracis PA. Une
lymphoprolifération a également été observée. Unalyae supplémentaire titrant les
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anticorps en fonction de la dose infectante a &isee. Des épreuves de challenge afin de
vérifier la protection conférée par ces anticor@sassitent des études supplémentaires.

RV G: glycoprotéine du virus de la rage . -
SP ED TM CD

RV RBD-ED51 o [ 0
SP RBD ED51 TM CD

SP: peptide de signal

ED: ectodomaine

ED51: ectodomaine tronqué constitué de 51 acides aminés
TM: domaine transmembranaire

CD: domaine cytoplasmique

RBD: domaine 4 de PA (receptor binding protein)

Figure 12: Structure générale de la glycoprotéineda virus de la rageet de la protéine d
fusion RV RBD-ED51.

Il s’aveére que le virus de la rage est un virus tréglisé pour cette technique d’expression de
I'antigene et d’autres équipes ont publié leurgdux a ce sujet.

- contre la toxine botulinique

Un RV recombiné exprimant un fragment de la newiot® botulinique type A a été
creeé par I'équipe de Mustafa W et ses colleguessiifaet al, 2011]. Les toxines botuliques
sont produites sous forme inactives et sont addip@e clivage, par des protéases bactériennes
ou des enzymes digestives, en deux chaines : @ieeclourde HC de 100 kDa et une chaine
légere LC de 50 kDa. La toxine HC contient le doreaie fixation au récepteur cellulaire et
de translocation. La portion 50kDa de la neurotexotulique HC (HC50) est un excellent
outil pour I'élaboration de vaccin car elle est \pwentielle cible d’anticorps neutralisants
empéchant I'entrée de la toxine dans les cellules.

Sur le méme principe de construction de recombBM utilisée dans I'étude de Smith et al
[Smith et al, 2006], ces chercheurs ont construits plusiggoest de protéines de fusion dont
'ectodomaine (plus ou moins tronqué) de la glyotgine G RV était fusionné a HC50 de la
toxine botulique type A. Toutes ces protéines daofu étaient exprimées a la surface des
cellules infectées mais la plus forte expressicait @btenue avec le recombinant RV
HC50/A-E30 (ectodomaine de la protéine codée dea)3@d figure 13) Il a été ensuite
démontré que cette protéine HC50/A-E30 était cteraent incorporée dans les virions par
Western blot. L'immunisation de souris (primo irtjea puis rappel) par le vecteur inactivé
RV-HC50/A-E30 sans adjuvant, a entrainé l'appamitidanticorps neutralisant la toxine
botulique circulante et conférant une protectior sauris contre 1000 fois la dose létale de la
toxine botulique (100% de survie). La productiomardicorps neutralisants avait également
été comparée dans les cas d'immunisation avec deeweinactivé sans adjuvant et avec
adjuvant (phosphate d’aluminium) mais aucune dfi€ée n’avait été notée apres le rappel.
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RV G: glycoprotéine du virus de la rage . -

SP ED T™M CD
RV HCSO/a-£30 I e — -
SP HC50 E30 TM CD

SP: peptide de signal

ED:ectodomaine

E30: fragmentd’ectodomaine de 30acides aminés

TM: domaine transmembranaire

CD:domaine cytoplasmique

HC50: portion de 50kDa de la neurotoxine botulique HC

Figure 13: Structure générale de la glycoprotéineds virus de la rage et de la protéine de
fusion HC50/A-E30.

- contre le virus simien-humain de I'immunodéficien

Un RV recombiné exprimant les ectodomaine et doen@aransmembranaire de la
protéine d’enveloppe du virus simien-humain de tiomodéficience (SHIV) fusionné au
domaine cytoplasmique de la glycoprotéine G du Ratéaélaboré, le géne d’origine codant
pour la GP ayant été entierement délété [McKeztrad, 2004]. Une épreuve d’immunisation
réalisée sur un macaque rhesus (2 injections asen@ine d’intervalle par voies sous-
cutanée, intra-veineuse et intra-musculaire, 1ctiga intraveineuse a la semaine 19) a
montré une séroconversion a la fois contre la preté’enveloppe du HIV-1 et contre la
nucléoprotéine du RV, une réponse cellulaire sppmf de la protéine d’enveloppe du
SHIV et a conféré une protection chez ce macaqgatie €onstruction reprise de I'étude de
I'équipe de Foley [Folewt al, 2002] avait le méme tropismevitro que le HIV-1 et infectait
les cellules humaines dendritiques, c’est pourglleia été testée sur macaque.

b. Vecteur du genre Vesiculovirus

Des études similaires ont été publiées en utililmnirus de la stomatite vésiculeuse
(VSV). L'équipe de Schnell [Schnedt al, 1996] a montré, par microscopie électronique et
par utilisation d’anticorps anti-Glycoprotéine VSAt anticorps anti-CD4, qu’il y a bien
incorporation d'une protéine de fusion constituées ddomaines cytoplasmique et
transmembranaire de la glycoprotéine G du VSV etl'detodomaine de CD4 dans
I'enveloppe des virions.

Ces études ont été par la suite poursuivies [Skhhal, 1998]en vue de préciser le réle du
domaine cytoplasmique de la glycoprotéine du VS\¢&ant des recombinants dont chaque
domaine est alternativement remplacé par celuiDié.C

Selon une étude de Owens et ses collaborateursn®eteRose, 1993jui utilise également
des protéines de fusion avec des domaines de t@meal’enveloppe du HIV-1 gp160 (HIV-

1 Env) le domaine cytoplasmique de la GP contiendraitgsigisaux spécifiques permettant
'assemblage et l'incorporation de protéines étémag dans I'enveloppe des virions.
Cependant, selon I'équipe de Schnell [Schetllal, 1998], ces signaux ne seraient pas
spécifiques et I'équipe de Owens n’‘aurait pas priscompte qu'il existerait des signaux
empéchant la localisation de la protéine env-HIsut les sites de bourgeonnement du VSV,
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ce qui erronerait les conclusions. Des intéractiomm®m spécifiques entre le domaine
cytoplasmique et la nucléocapside ou les protéimegrices (protéine M du VSV)
permettraient le bourgeonnement. Remplacer le dwmatransmembranaire et/ou
cytoplasmique de GP par ceux/celui de CD4, ayamt séquence différente mais une
longueur du domaine cytoplasmique similaire a cetld GP, ne modifierait pas
I'incorporation et le bourgeonnement.

Cette fois-ci dans le but d’améliorer 'immunogétéicd’'un vecteur, une protéine de
fusion entre la glycoprotéine G VSV dont le domatysoplasmique est tronqué (constitué
d'un seul acide aminé) et I'hnémagglutinine HA duusi influenza accolée au domaine
cytoplasmique tronqué de G a été créé par I'éqd@®oberts [Robertst al, 1999]. Avant
I'élaboration de cette construction, il avait étinstaté qu’'un recombinant VSV exprimant
HA dans une construction classique juxtaposantéleegHA au géne de G entrainait une
pathogénicité due au vecteur lui-méme chez desiss@perte de poids, baisse d’activite,
baisse de toilettage). Le but était donc de comstun recombinant atténué aboutissant a une
protection anti-HA chez les souris d'ou la condirt d'un recombinant exprimant la
protéine de fusion chimére présentée ci-dessuge @etniére est incorporée dans le virus
recombinant et une inoculation intranasale a degssa’entraine pas de signes cliniques. Ces
souris présentent des anticorps anti-HA ainsi geg ahticorps anti-glycoprotéine G VSV.
Une injection d’influenza virus aprés immunisatides souris par ce recombinant abouttit a
100% de survie et a I'absence de signes cliniqueeséponse cellulaire n'a pas été examinée
dans cette étude.

4.2.3. Vecteur de la famille de@rthomyxoviridae

L’hémagglutinine HA du virus Influenza est une gipeotéine antigénique de surface
responsable de la fixation de la particule viralla @ellule cible. Il avait été démontré par
Hatziioannou et ses collegues qu'il était possibletégrer a I'extrémité N terminale de HA
(sous-type 7), sans affecter sa capacité de fudiffdrents polypeptides jusqu’a 246 acides
aminés et qu’ils étaient exprimés a la surfacecaédisles et dans les virions [Hatziioannetu
al., 1999]. Sur ce méme principe, une équipe de beerc|Li et al, 2005]a fusionné, dans
deux modeles différents, le domaine 1 LEF (90 acatainés) de I'antigene protecteur PA de
B. anthracis(responsable de l'attachement avec les factetakdé cedématogene formant la
toxine) et le domaine 4 RBD (140 acides aminespAddomaine d’attachement au récepteur
cellulaire), a I'ectomaine de HA (sous-type 3). @esix domaines ont été insérés entre le
signal peptidique SP de I'HA et le résidu glutaménéextrémité N terminale apres clivage
avec SP(cf. figure 14) Ces protéines chimeres sont exprimées a la sudas cellules
infectées et incorporées dans les particules girélela n'a pas eu de répercussion néfaste sur
l'infectivité et la réplication virale. L'immunisitn de souris par une seule inoculation intra-
nasale de virus recombinants entraine la productiamticorps anti-PA et anti-HA.
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Influenza HA l -
SP ED T™M CD

Influenza-RBD l | -
SP RBD ED T™M CD

Influenza-LEF . | -
SP LEF ED T™M CD

SP: peptide de signal

ED:ectodomaine

TM: domaine transmembranaire

CD: domaine cytoplasmique

RBD: domaine 4 de PA (receptor binding protein)

LEF: domaine 1’ de PA (lethalfactor and oedema factor binding domain)

Figure 14: Structure générale de I'hémagglutinirtdA du virus Influenza e
des protéines de fusion Influenza-RBD et Influent&=F.

L’équipe de Langley [Langlewt al, 2010] a utilisé les recombinants décrits pour
'étude de Li et ses collaborateurs jiti al, 2005](Influenza-RBD et Influenza LEF) et les
recombinants de I'étude de Smith et ses collegBesith et al, 2006] (Rabies-RBDjcf.
figures 12 et 14)Des virus de la vaccine VV exprimant des proteicemeres HA/RBD ou
HA/LEF ont également été utilisés (vecteur classis@ns utilisation de la technique de fusion
de protéine). Ces chercheurs ont utilisé différgmtstocoles d'immunisation de souris en
utilisant soit une injection de rappel homologue remier recombinant injecté soit
hétérologue puis ont titré les anticorps anti-Pitj-BEF, anti-RBD et les titres d’inhibition
d’hémagglutination. Il est ressorti de cette étgde I'utilisation d’un vecteur vivant influenza
par voie intranasale en premiére injection suiviemdappel par voie intramusculaire par le
vecteur inactivé RV ou par le virus recombinant VAduit des titres en anticorps plus
importants que tous les autres protocoles de vatom (homologue ou autre type
hétérologue). De plus, un tastvitro de neutralisation de toxine de I'anthrax a étdigéa
partir de certains sérums de souris immuniséesravguat. Dans plusieurs cas, une activité de
neutralisation de la toxine a été constatée (t€BT Igur macrophages). La neutralisation la
plus importante constatée concernait les sourisunig@ées en primoinjecion par un vecteur
Influenza-RBD et ayant recu un rappel par le vacBRBD. Aucune neutralisation n'a été
observée pour les souris ayant recu une primoiojeaiu vecteur recombinant RV RBD.
D’autres tests de neutralisation de toxine doiére réalisés sur d’autres modeles animaux
ainsi que des épreuves de challenge avec sp@eatghracis

Toutes ces études ont pour but, d'une facon gémédbhméliorer I'immunogénicité du
vecteur en faisant exprimer la protéine chimereful@on sur la particule virale. Cette
technique permet également bien souvent de commrendde préciser des mécanismes du
cycle viral, le réle de certaines protéines, leerdles différents domaines de protéines
membranaires...

Ce fut notamment le cas pour comprendre le rélia dgycoprotéine G du virus de la rage et
son importance pour lincorporation de protéinesnsdal’enveloppe [Mebatsion et
Conzelmann, 1996], pour montrer la nécessité gadaence de la glycoprotéine G du virus
de la rage dans la mise en place d’'une protectoire I'infection [Foleyet al, 2000], pour
préciser le réle du domaine cytoplasmique de lzapyotéine G du virus de la stomatite
vésiculeuse comme évoqué déja précédemment [Owemdose, 1993 ; Schnekt al,
1993]...
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PARTIE Il : PARTIE EXPERIMENTALE

Comme nous l'avons évoqué en premiére partie, tasvimyxomateux, souche
atténuée SG33, est un virus ayant déja fait sasv@secomme vecteur potentiel chez les
ruminants. De nombreux travaux ayant porté leuéréit sur la protéine VP2 pour la
vaccination des ovins contre le BTV se sont morgr@éourageants et la protéine VP2 nous a
paru de ce fait un antigéne particulierement isgaat. De nombreuses études, aussi bien
concernant les vecteurs poxviraux ou d’autres fasidle vecteurs, ont témoigné de l'intérét
de faire exprimer une protéine chimere antigéniduectement sur la particule virale afin
d’améliorer le vecteur. Rappelons que I'équipe INRRVT au sein de 'UMR Ho6tes-Agents
Pathogenes (IHAP) a identifié deux protéines d'éopee desLeporipoxvirus(MO71L et
MO022L) qu'’il est possible de fusionner avec un gétie d’intérét sans que cela n’altere leurs
fonctions.

MO71L est une protéine intégrée a la membrane a@sels IMV qui constitue un antigene
dominant. Elle est impliquée dans la maturation gadicules virales. M022L est une
protéine de I'enveloppe des formes EEV qui est igu@le dans la formation des membranes
des IEV.

L’équipe a démontré qu’en fusionnant une protéimangere a I'extrémité C-terminale de
MO71L, la protéine fusionnée est exprimée de faéguivalente a la protéine MO71L
d’'origine, a la surface des formes IMV, sans attéaemorphogénese virale. De la méme
maniere, il est possible de fusionner une protéitextrémité N-terminale de M022L sans
altérer la fonction de cette protéine, ce qui perdexprimer cette protéine a la surface des
virions EEV.

Ainsi, deux virus recombinants VP2-M022 et MO71-\f été créés (antérieurement a cette
étude) et leur immunogeénicité est évaluée chez stesis, par comparaison a un Vvirus
recombinant exprimant la protéine VP2 de facon mlassique. Cette immunogénicité est
évaluée chez une espece non cible de laboratamtefyr non réplicatif) pour des raisons de
praticité et de colt puisque ces mémes expériesgesnoutons seraient beaucoup plus
contraignantes. Ces deux virus recombinants orét @& testés dans un contexte réplicatif
chez les lapins qui ont présenté une réponse hilgnapaes immunisation (sérums positifs en
immunofluorescence) (S. Bertagnoli, communicatierspnnelle).

|. Principe de construction des virus recombinants

1.1. Principe de construction du virus recombiné myxaunatSG33 - VPZcf.
figure 15)

1.1.1. Construction et structure des plasmides de trensfe

- Le géne de VP2 est cloné sous la dépendanceodwpeur précoce-tardif p7.5 du VACV.
- Parallelement, les genes M9L et M12L encadrasttéechoisi pour I'insertion du transgene
VP2 sont clonés.
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- Apres amplification par PCR du transgene et dumateur p7.5, celui-ci est inséré entre les
géenes MIL et M12L.

- Enfin, la cassette de sélectiBnogpt (E. coli xanthine-guanine phosphoribosyltraresé)

a été insérée dans le plasmide ainsi obtenu.

1.1.2. Obtention et structure des virus recombinés

Les virus recombinés sont obtenus aprés recombim&ismologue au cours d’une infection
des cellules rénales de lapin (RK13) par le viruysxamateux SG33 et d’'une transfection
simultanée par le plasmide de transfert d’'intébd¢ou précédemment.

Les virus recombinés sont identifiés a I'aide dedasette de sélecti@togpt. Ce géne de la
guanosine phosphoribosyl transférasesgherichia colicode pour une résistance a l'acide
mycophénolique (MPA) (inhibiteur du métabolisme dasines). On ajoute de Il'acide
mycophénolique bloquant la réplication des virusf s celui-ci exprime le genEcogpt et
I'on ajoute dans le milieu de culture de la xanghén de I'hypoxanthine.

1.1.3. Contrble de I'expression des génes étrangersdssér

Afin de vérifier 'expression du transgéne, un mege immunologique avec des anticorps
anti-VP2 a été réalisé sur cellules infectées.

p7.8 )
lransgéne

T 4—"""—,;' L™,

: . MaL m1zL
Clonage du transgéne sous contréle du

promoteur p7.5 du virus de la vaccine l Ajout de la cassette de sélection E.co gpt

plasmide de transfert final

Recombinaison homologue

p— T P— —
Souche vaccinale $G33 du virus MaL MGF M11L M2l
myxomateux
= = T —

Virus recombiné candidat vaccin

Figure 15: Principe de construction du virus reconmg myxomateux SG33 - VP2,
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1.2. Principes de construction des virus recombinés mmateux SG33
MO022L-VP2 et SG33 MO71L-VP@t. figures 16 et 17)

1.2.1. Construction et structure des plasmides de transfer

a. Construction de MO71L-VP2

Le plasmide de transfert final pGEMT-MO071L-VP2 esttenu a partir de deux plasmides :
pGA15-VP2sBTV8 (GeneArt) et pPGEMT-MO71L (INRA).

Ces derniers sont clonés grace a des bactériesatentgs DH-5alpha.

Le plasmide pGEMT-MO71L subit une double digestoan les enzymes de restriction Pst |
puis Xho I. Une PCR est réalisée sur pGA-VP2. Liesraes utilisées ajoutent deux sites de
restriction : Pst | et Xho | sur le géne codantrdatprotéine VP2.

Le plasmide final pPGEMT-MO71L-VP2 est alors obtgrar ligation de l'insert obtenu et du
plasmide pGEMT-MO71L.

Les bactériesE.coli transformées sont ensuite criblées puis les @ifitdr clones sont
séquences afin de retenir le plasmide de trandfatérét souhaité.

b. Construction de VP2-M022L

Sur le méme principe, le plasmide de transfertl ff@EMT-VP2-M022L est obtenu a partir
des plasmides pGA15-VP2sBTV8 (GeneArt) et pGEMT-RIO2(INRA). Le plasmide
pPGEMT-MO022L subit une double digestion par les eney de restriction Nco | et EcoR 1.
Une PCR est réalisée sur le plasmide pGA-VP2 eaegrces utilisées ajoutent les sites de
restriction Nco | et EcoR | sur le géne codant daysrotéine VP2. Le promoteur M022L est
€galement ajouté a I'extrémité amino-terminale d@2\tar il avait été enlevé lors de la
digestion.

Le plasmide final pGEMT-M022L-VP2 est obtenu payation de l'insert et du plasmide
PGEMT-MO022L.

La fusion du géne codant pour VP2 se fait en Citemhde MO71L et en N-terminal de
MO22L.

1.2.2. Obtention et structure des virus recombinés

Les virus recombinés sont obtenus et selectionmésn sles mémes principes que la
construction du recombinant VP2-SG33 décrits dapafagraphe 1.1.2.

1.2.3. Contrble de I'expression des génes étrangersdssér

Afin de vérifier I'expression des protéines fusiées, un marquage immunologique avec des
anticorps anti-VP2 a été réalisé sur cellules igfes.
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Figure 17: Principe de construction du virus recorimg
myxomateux SG33 MO71L-VP2.

Il. Matériel et méthodes

2.1. Protocole vaccinal

2.1.1. Lots expérimentaux de souris

M promoteur MOZZL

Recombiraisoninwmee avec transfection de cellules
RE13 delapin

[ e N — . ——— -
M C

3G 33 recombimant

Figure 17 : Principe de construction du virus recdsiimé
myxomateux SG33 VP2-M022L.

Les souris utilisées sont de souche C57B femdilgies de 5 semaines a réception.
Les souris sont réparties en 6 cages, 4 a 6 qoarisage
- 1 cage témoin SG33 (6 souris) recevra 3 injectm200u! de virus myxomateux

(VM) SG33 en sous-cutané

- 1 cage témoin BTV-8 (6 souris) recevra 3 injectiales200ul de BTV-8 en intra

péritonéal

- 2 cages (4 et 5 souris) recevront 3 injections @&u?de VM VP2-M022L en sous-

cutané

- 2 cages (5 et 5 souris) recevront 3 injections @#&u2de VM M071L-VP2 en sous-

cutané

- 2 cages (4 et 5 souris) recevront 3 injections @@u? de VM SG33-VP2 en sous-

cutané.
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Les virus myxomateux sont dilués & la concentratierid pfu/100ul (en DMEM sans sérum

ni antibiotique).

Cage 1 : 6 souris

Cage 3: 4 souris

Cage 5: 5 souris

Cage 7 : 4 souris

Lot SG33 VP2-M022L MO71L-VP2 SG33-VP2
Cage 2 : 6 souris Cage 4 : 5 souris Cage 6 : 5 souris Cage 8 : 5 souris
Lot BTV-8 VP2-M022L MO71L-VP2 SG33-VP2

Tableau 3: Répartition des souris dans chaque cage.

Ces cages sont réparties selon deux séries des spurseront soumises a deux protocoles
différents.
La série 1 est composée de :

- 3sourisde lacage 1

- 3 souris de la cage 2

- latotalité des souris de la cage 3

- latotalité des souris de la cage 5

- latotalité des souris de la cage 7
La série 2 est composeée des souris restantes.
Chaque souris a été identifiée par une couleur sg®psur la queue tout au long de
'expérience.

Notation : Par la suite, chaque souris portera un nhuméra deriexy, x correspondant au
numéro de la cage gttorrespondant a sa couleur.

2.1.2. Interventions

Les virus sont inoculés a toutes les souris a 3, LJa troisieme injection est a J58 pour la
série 1 ou J72 pour la série 2. Quatorze jourssalaederniere injection, les souris sont
anesthésiées et sacrifiées, leur rate est prélevée.

Des prises de sang sous-maxillaire ou rétro-orbgasont effectuées a JO, J30, J51 pour
toutes les souris. Les derniéres prises de santieonke jour du sacrifice soit a J72 pour la

série 1 et a J86 pour la sérigc. figures 18 et 19)Le sang prélevé est centrifugé a 3000
tours/min pendant 10 min, et le sérum est congelatente de I'analyse sérologique par

immunofluorescence a -20°C.

¢ =%
,"‘r\ % 2 "i P ’“r\ N 3 /.’. P )
1 &S ) RS =~
&4 & 4 &g

Inoculation Rappel 1 Rappel 2

i[0] 130 J51 158 172
Prises de sang

Prises de sang Prises de sang Sacrifice

Prises de sang

Figure 18: Représentation schématique du protoceéecinal pour la premiére série de souris.
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Figure 19: Représentation schématique du protoceéecinal pour la deuxieme série de souris.

2.2. Préparation des splénocytes

2.2.1. Préléevement des rates

Les souris ont été anesthésiées avec un melang@sialL de Rompun® (xylazine) et
0,05mL d’'Imalgéne 1000® (kétamine) par voie intracuwlaire.
Apres incision de la cavité abdominale, la ratepeslevée et déposée dans un tube Falcon®
de 15mL contenant 5mL de milieu complet*.

*milieu complet : DMEM complété par 2mmol deutgmine (ou utilisation de DMEM déja
complémenté en L-glutamine), 25mmol d’hepesmidd de g -mercaptoéthanol, Immol
de pyruvate de sodium, du sérum de veau foetal 100og/mL de pénicilline et 10@/mL de
streptomycine.

2.2.2. Purification des splénocytes

Les rates sont dilacérées a I'aide d’'un pistonatengue de 5mL puis le contenu de
chaque puits (plague P6) est versé dans un tulnéifilede 15mL muni de filtre nylon de
100um (filtre falcon). Ces tubes sont ensuite deiges a 20°C durant 5 minutes a la vitesse
de 300g. Le surnageant est éliminé et 1mL de tan@iK* (tampon de lyse des globules
rouges) est ajouté au culot, remis en suspension.

*tampon ACK : acide chlorhydrigue tamponné 7g2-7,4 complété par du chlorure

d’ammonium a 155mmol/L, de I'hydrogénocarbondi potassium a 10mmol/L et de
'EDTA a 0,1Immol/L.

Les tubes sont incubés a température ambiante tdsgphminutes au bout desquelles
la réaction est arrétée en ajoutant 5mL de milmuplet. Les tubes sont centrifugés avec les
mémes parametres que précédemment. Les culotslaad deux fois (élimination du
surnageant puis ajout de 5mL de milieu complet).

Pour chaque échantillon, 20 de la solution sont ajoutés a 20uL de PBS (dihuti
1/2). Puis, 15uL de cette solution sont prélevés pjoutés a 30uL de Bleu Trypan (dilution
1/3). Les cellules sont ensuite comptées manuefieeec une cellule de Thoma.

Prévoir deux tubes : le premier contenant % ddllules/mL pour le marquage intra-
cellulaire et I'ELISA, le deuxiéme contenant 1Fddlules/mL pour le marquage CFSE.
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2.3. Protocole d’analyse de la réponse cellulaire

2.3.1. Choix des peptides VP2 pour les stimulations g&Enscytes

Disposant de plusieurs peptides VP2 de 20 acid@séana I'unité UMR 1225 IHAP
de 'ENVT, une quinzaine de peptides ayant la ghuse affinité avec le CMH de notre
souche de souris a été sélectionnée. lls serdrgestilors des stimulations des splénocytes
pour le marquage intracellulaire, pour les ELISAeeCFSE.

L’affinité de chaque séquence de peptide VP2 aeex dlleles H2-Db et H2-Kb du CMH de
notre souche de souris a été calculée [Hans-Geoamninsee et al. va
http://www.syfpeithi.de/home.htm].

Les peptides ayant un score d’affinité supérieuégal a 23 sont retenus. Ainsi, 6 peptides
ayant un score de 25 ou 26 et 9 peptides ayantane ggal a 23 ou 24 ont été utilisés par la
suite.

2.3.2. Mise en culture des cellules

a. Stimulation pour le marquage intracellulaire

Chaque suspension de cellules purifiées a°8rll0est ensuite répartie dans 4 puits a
fond plat de plague 24 puits de facon a avoir lnak puits, chaque puits d’'un méme
échantillon subissant une stimulation différenteashon ajoute selon le puits 1mL :

- de milieu complet (témoin négatif)

- de PMA-lono (PMA : 50ng/mL, lono 500ng/mL) (témoipositif stimulant la
production des IFN, IL-2, IL-4 et perforine)

- de peptides VP2 poolés (a 2x au final)

- d’'une suspension SG33 inactivée (MOI final =1).

Les plaques sont laissées a I'étuve a 37°C per8lhntres puis la bréfeldine est ajoutée. La
bréfeldine qui bloque la sécrétion de cytokines Idegfournie dans le kit cytoperm/cytofix
Becton Dickinson) y est ajoutée a la concentrdiimae de 1@g/mL.

La bréfeldine est laissée en contact avec lesleslli2h maximum puis les plaques sont
transférées a 4°C le temps de poursuivre le traieme celles-ci.

Au terme de cette incubation les cellules sontrdfaggées a 20°C, durant 5 minutes a la
vitesse de 300g. Les surnageants sont ensuitenébngt les culots sont remis en suspension
dans 80QL de tampon FACS (Fluorescence Activated Cell 8g#PBS/BSA 0,5%/2,5mM
EDTA). Les tubes sont une nouvelle fois centrifugésime précédemment puis conserves a
4°C.
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b. Stimulation pour les ELISA (dosage des cytokinesdyites par les
lymphocytes CD4+)

Dans des plagues 24 puits a fond conique, on Ved§eL par puits de cellules
purifiées a 5.1%0cellules/mL.

La stimulation des cellules se fait selon le mémecpe que précédemment en versant 1mL
de réactif par puits :

- de milieu complet

- de PMA-Iono (PMA : 50ng/mL, lono 500ng/mL)

- de peptides poolés

- d’une suspension de SG33 inactivée (MOI final=1)

Les plaques sont ensuite placées a I'étuve a Aidout de 24 heures, 500 de surnageant
sont récupérés dans chaque puits. Ces préleversamistockés a -20°C en attendant leur
analyse. Les plagues de stimulation sont remid&duve pour 24 heures. Ainsi, 48 heures
apres le début de la stimulation les plD@estants de surnageant sont récupéres et stackes
20°C en attendant leur analyse.

c. Marquage et stimulation pour le CFSE (étude de talifgration des
lymphocytes)

La lampe de la hotte étant éteinte, pour chaqueiss¢lO’ cellules/mL), on ajoute
11QuL d’'une solution de PBS dans une zone propre aurgindu tube. Resuspendre 1,1uL
de CFSE dans le PBS et mélanger le tube par imver8u bout de 5 minutes, la réaction est
arrétée en ajoutant 50mL de PBS 5% SVF. Les csllsbat centrifugées a 20°C durant 10
minutes & 300g et le surnageant est éliminé. Dettres lavages sont réalisés de la méme
facon et, aprés élimination du surnageant, lesleslisont remises en suspension dans 1mL
de milieu complet.

Dans des plaques 96 puits a fond conique (rempapeae des tubes Facs a la deuxieme
expérience), chaque tube est réparti dans 4 puissan de 106L par puits. Dans chaque
puits, on ajoute 100uL par puits du réactif coroeglant, a savoir :
un puits non stimulé complété par du milieu ctahp

- un puits stimulé avec du Con A\{#y/mL)

- un puits stimulé avec le pool de peptides

- un puits stimulé avec la souche SG33 inacti®IE1)
Un contrdle avec des cellules sans CFSE est égategaisé.

Les plaques sont ensuite placées dans I'étuve &.3%prés cing jours d’incubation, les
cellules sont transférées en microtubes et anaydigectement au Facscalibur. La viabilité
cellulaire est mesurée par ajout d'iodure de priopidjuste avant I'acquisition. Les résultats
sont ensuite analysés grace au logiciel Flow Jo.
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d. Marquage intracellulaire

Les cellules stimulées sont réparties entre qumatits d’'une plaque 96 puits a fond conique, a
raison de 150L par puits. Pour chaque échantillon distribué xdearquages intracellulaires
différents sont testés :

- CD90.2-FITC et IFN-APC

- CD90.2-FITC et IL2-PE

Les plagues sont centrifugées trois minutes a $00gle surnageant est éliminé et les
culots sont remis en suspension dansul5@e solution de blocage (Mouse FCR Block
Becton) diluée au 58° dans du tampon FACS. Les plaques sont laisséegequiinutes a
4°C puis 5QL par puits d’AC de surface dilués au”8ddans du tampon FACS sont ajoutés
(CD3).

Les plaques sont laissées une nouvelle fois a p&@dant 20 minutes, puis elles sont
centrifugées a 20°C durant cing minutes a 350gsummageant est jeté et les cellules sont
remises en suspension dansli5@e tampon FACS. Une seconde centrifugation esisée

et aprés élimination du surnageant, les celluled semises en suspension danslOde
tampon Cytoperm/cytofix (Becton).

Les plaques sont laissées vingt minutes a 4°C qanigifugées a 4°C durant cing minutes a
400g. Les culots sont remis en suspension dansL1&® tampon perm/wash (Becton) dilués
au 16™ dans du tampon FACS. Deux lavages sont réaliséssatellules sont remises en
suspension dans B0 de la solution d’AC intracellulaires (IL-2, IR diluée au 108" dans

du tampon perm/wash.

Les plaques sont laissées trente minutes a 4°Qaudes 4 fois comme décrit précédemment.
Les 2 premiers lavages se font avecd5@ar puits de tampon perm/wash dilués at"i0
dans du tampon FACS et ensuite les deux suivamts 8yQL/puits de tampon FACS. Les
cellules sont reprises dans 1B0de tampon FACS et directement analysées avec le
cytometre en flux (Facscalibur Becton Dickinson).

Environ 50000 lymphocytes sont enregistrés.

Les résultats sont ensuite analysés grace auédbgicw Jo.

2.3.3. Protocole ELISA :

Nous avons utilisé le kit Duoset ELISA mouse IL&RI&D Systems contenant :
- des anticorps de capture a la concentratioralaitie 180ug/mL
- des anticorps de détection a la concentratidraieide 72ug/mL
- une solution standard a la concentration initiEel00ng/mL
- 1mL de Strepativin-HRP.

Les plaques ELISA 96 puits sont chargées de 100fC de capture dilués dans du PBS a la
concentration de travail de 1pg/mL puis laissées@ber une nuit & température ambiante.
Elles sont lavées trois fois avec du PBS Tween%,p6is 300uL de solution bloquante (PBS
1%BSA) sont ajoutés dans chacun des puits. Cesgdaapnt ensuite laissées une heure
minimum a température ambiante puis subissenta&yks. Pour chacune des plaques, une
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gamme standard est réalisée avec 100uL par pugsldion standard diluée a la
concentration souhaitée dans du Reagent Diluebt¥{BSA, 0,05% Tween 20, Tris-Buffered
Saline (20mM Trizma base, 150mM NacCl)). La concaian maximale de cette gamme est
de 1000pg/mL et des dilutions successives au demiréalisées afin d’obtenir une courbe
standard de 8 points. 100uL de chacun des écluenstidl tester sont également répartis en
duplicates sur les plaques. Les plaques, protgugredu film plastique, sont laissées 2 heures
a température ambiante. Les plaques sont de nolseaes trois fois puis 100uL d’AC de
détection dilués dans du Reagent Diluent a la auraigon de travail de 400ng/mL sont
ajoutés. Les plaques sont a nouveau conservéag@sheetempérature, protégees par du film
plastique. Apres 3 lavages, 100uL par puits dep&widin-HRP diluée au 1/200 dans du
Reagent Diluent sont ajoutés et les plaques sodéga 20 minutes a température ambiante a
I'abri de la lumiére. Apres 3 lavages, 100uL deisoh substrat (mélange au 1 : 1 de H202 et
de Tetramethylbenzidine) sont ajoutés et les pkgoat laissées a incuber 20 minutes a
température ambiante, toujours a I'abri de la lueniea réaction est stoppée par 50uL de
solution stop (acide sulfurique a 1mol/L). Les piag sont lues avec un lecteur d’ELISA
(VersaMax) a la longueur d’onde de 450nm (correcid®30nm appliquée).

2.4. Protocoles d’analyse de la réponse humorale (imfluorescence)
Les plans des « labteks » sont a concevoir avaréaliser ce protocole.
2.4.1. Infection a JO :
Le virus est réfrigéré a +4°C.
Selon les « labteks » souhaitées,
- les cellules sont infectées par BTV8 (MOI 0,5) @¢idilué en DMEM 3% SVF)
- soit les cellules sont infectées par SG33 (MOI 0,5)
- soit les cellules ne sont pas infectées.

L’inoculum est laissé pendant 2 heures puis rendégbec 2001l de DMEM 3% SVF.

2.4.2. Fixation des cellules a J2 :

Le PFA est mis a +4°C. Le milieu est retiré deabtdks ». Une série de ringcage est ensuite
réalisée : 1 rincage en PBS, 1 rincage en PFA Igsisupules sont remplies de PFA. Les
labteks sont alors laissées a incuber 1h30 a teysérambiante puis 3 rincages en PBS sont
réalisés. Les « labteks » sont laissées en miBijBsqu’a I'étape suivante.

2.4.3. Perméabilisation & J3:

Le PBS est remplaceé par du triton X100 0,1% en RBS.« labteks » sont laissées a incuber
pendant 30 minutes a température ambiante. 3 @scaBS sont ensuite réalisés.

70



2.4.4. Marquages

Les anticorps primaires utilisés selon les cupsitet :
- les sérums des souris obtenus expérimentaleméui¢ds en PBS tween 0,05%)
- les anticorps anti-VP2 : Pourquier (1/16'0*@
- les anticorps anti-SG33 : sérum a J51 de souresti@éés SG33 non recombinant. Des
dilutions successives ont été realisées selorétasgtats attendus.
- les anticorps anti-BTV : sérum de souris infect®33/8 a J51 ou Jfinal selon
I'expérience. Des dilutions successives ont étksgss selon les résultats attendus.
- les sérums a JO d’'une souris ci-dessus, issuazsades BTV ou SG33 (1/50)
- les anticorps anti-myxomatose : sérum souris igfegar le recombinant SG33 M2
(testé préalablement en ELISA)
Les « labteks » sont ensuite laissées a incubeufieta 37°C puis 3 ringages sont réalisés en
PBS tween. Les anticorps secondaires utilisés fmuies les cupules (méme sans anticorps
primaire) sont les anticorps anti-souris couplébGFtilués au 1/208' Aprés leur ajout, les
labteks sont laissées a incuber 1 heure a 37°C3puigages en PBS tween puis 1 rincage
PBS sont effectués. Du milieu de montage Dako @soent mounting medium est ajouté. Les
labteks sont ensuite observées au microscope ieficence.

[l. Résultats

3.1. Analyse de la réponse humorale, tests d'immunodéisence
Plusieurs séries de tests d'immunofluorescenceétenttalisées.

Le premier test a pour but de vérifier qu’il y aemiproduction d’anticorps anti-virus
myxomateux SG33 chez les souris vaccinées SG3Bfsde la cage 1) et d’anticorps anti-
BTV8 chez les souris vaccinées BTV8 (issues dadge @). Il sert également a identifier une
dilution optimale afin d’obtenir une bonne obseiwatpour la suite des expériences.

Le deuxieme a été réalisé a dilution optimale {diuau 50éme) afin d’identifier si les souris
vaccinées issues des cages 3,5 et 7 présenteréporse humorale.

Ces deux premiers tests réalisés a partir des séoltenus apres le premier rappel de
vaccination a J51 nous ont permis de tirer des igres conclusions et de nous encourager a
poursuivre cette expérience en testant la plupestsérums obtenus aprés les deux rappels de
vaccination.

Premier test
Les sérums de souris utilisés lors de cette expegisont ceux prélevés a J51 soit 21 jours

apres le premier rappel de vaccination. Les séretarst a J51, le dernier rappel n’avait pas
encore été realise.
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Notation : Rappelons que les souris portant un nende type « 1y » sont issues de la cage 1
c’est-a-dire ayant été vaccinées SG33. De mémepl@ss portant un nombre de type « 2y »

sont issues de la cage 2 c’est-a-dire ayant ét€inaes BTV8. Le « y » correspond au code
couleur de chaque souris.

Les résultats obtenus sont présentés sous formbléaux(cf. tableaux 4, 5 et 6Chacune
des labteks a été observée au microscope a imnuonegicence.

Nous avons ainsi pu distinguer des souris ayantémetiion humorale trés importante (notée
3+), importante (notée 2+), modérée a faible (notfeou absente (notée -). Les cases
identifiées + correspondent a une immunofluoreseéres faible.

Sur cellules non infectées |

Identifiant | Dilution au
de lasouris | 1/50eéme
11 -
12 -
13 NT
Cage 15G33
14 -
15 NT
16 NT
21 NT
22 -
23 NT
Cage 2BTV-8
24 -
25 -
26 NT

Témoin cellulaire = cupules n'ayant recu aucun

sérum, uniqguement du milieu complet

Tableau 4: Représentation des résultats de lectegluorescence obtenus sur cellules non infectées
avec des sérums récoltés a J51 (un seul rappeladeimation).
Notations :

- absence de fluorescence, NT : sérum de souris non testé
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Sur cellules infectées BTV-8

Dilutions

Identifiant de
la souris

1/50&éme

1/100éme

1/200&éme

11

12

13

14

15

16
Témoin "anticorps primaires anti-

virus myxomateux"

Témoin "sérum a JOde la souris 14
utilisé comme anticorps primaires"

Cage 15G33

NT

NT
NT

NT
NT
NT

NT
NT
NT

21

22

23

24

25

26
Témoin "anticorps primaires anti-

vp2"

Témoin "sérum a JOde la souris 24
utilisé comme anticorps primaires"

Cage 2BTV-8

NT
++
NT
++
++
NT

++

NT
++
NT

NT

NT
++
NT

NT

Témoin cellulaire = cupules n'ayant regu aucun
sérum, uniquement du milieu complet

Tableau 5: Représentation des résultats de lectledluorescence obtenus sur cellules infectées BIV-

avec des sérums récoltés a J51 (un seul rappelateination).

Notations :

- : absence de fluorescence, + : fluorescence modérée a faible, ++ : fluorescence importante, NT : sérum de

souris non testé

Sur cellules infectées SG33

Dilutions

Identifiant
de la souris

1/50éme

1/100&éme

1/200éme

11
12
13
14
15
16

Cage 15G33

NT
NT
NT
++
NT
NT

NT
NT
NT
++
NT
NT

NT
NT
NT
++
NT
NT

Témoin "anticorps primaires
anti-virus myxomateux"
Témoin "anticorps primaires
anti-vVPp2"

++

21
22
23
24
25
26

Cage 2BTV-8

NT
NT
NT
NT

NT

NT
NT
NT
NT

NT

NT
NT
NT
NT

NT

Tableau 6: Représentation des résultats de lectedluorescence obtenus sur cellules infectées

SG33 avec des sérums récoltés a J51 (un seul ragpefaccination).

Notations :

- :absence de fluorescence, ++ : fluorescence importante, NT : sérum de souris non testé
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Nous constatons qu’aucune réaction non spécificest nbservable sur cellules non infectées
(cf. tableau 4)Le témoin cellulaire nous informe qu’aucune fiegrence non spécifique n’est
observable entre anticorps anti-souris couplés FEIQellules non infectéef. témoin
cellulaire négatif) De méme, lors de la mise en contact de sérunouaigssvaccinées SG33
ou BTV avec les cellules non infectées, aucunadsence n’est détectable.

Sur cellules infectées BTV-&f. tableau 5)il n’y a pas de réaction non spécifique entre
anticorps anti-souris couplés FITC et cellulesdides BTV puisque le témoin cellulaire est
bien négatif.

Nous pouvons constater qu’il y a fluorescence ttrda mise en contact de cellules infectées
BTV-8 avec le sérum de souris vaccinées BTV8. Cenfirme la présence d’anticorps anti-
BTV8 produits par ces souris. Bien évidemment, ascorps ne sont pas présents dans le
sérum de ces souris a@d. témoin JO de la souris 24)

Comme attendu, aucune fluorescence n’est détectabieernant les sérums des souris
vaccinées SG33 mis en contact avec les cellulesctids BTV-8 ce qui témoigne de
I'absence d’anticorps anti-BTV8 chez les souriscira@es SG33.

De méme, il a pu étre montré que les souris vaesirf®:33 produisent des anticorps anti-
virus myxomateux SG33, contrairement aux sourisinées BTV-gcf. tableau 6)

De plus, ce premier test a permis de révéler uhgiati optimale au 1/55° qui sera la
concentration utilisée pour le deuxieme test d'imofluorescence.

Deuxieme test

Ce test a pour but d’identifier si les souris vaéeis avec les virus recombinants produisent
des anticorps anti-VP2 a J51.

Notation : Rappelons que les souris portant les énas « 3y » ont été vaccinées par VP2-

M022, celles portant les numéros « 5y » par VP2-Méf7celles identifiées « 7y » par SG33-
VP2.
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Sur cellules infectées BTV-8

A Témoin:
Identifiant de la souris D|Iut|¢\)n au sérumalo
1/50éme R
au 1/50éme
31 - NT
32 + NT
Cage 3VP2-M022 33 N o
34 + -alo
51 ++ NT
52 +/- NT
Cage 5VP2-M071 53 +/- +/-al0
54 +/- NT
55 +/- NT
71 + NT
72 + NT
Cage 7SG33-VP2 7 . -310
74 + NT

Témoin positif: anticorps primaires anti-VP2 sur

3 ++
cellules infectées BTV-8

Témoin positif: sérum de la souris 26 sur cellules
infectées BTV-8
Témoin négatif: sérum de la souris 16 sur cellules
infectées BTV-8
Témoin négatif: sérum de la souris 13 sur cellules non
infectées
Témoin cellulaire: cupules n'ayant regu aucun sérum,
uniquement du milieu complet

Tableau 7: Représentation des résultats de lectleefluorescence sur cellules infectées BTV-8 aves d
sérums récoltés a J51 (un seul rappel de vaccimalio

++H+

Notations :
- 1 absence de fluorescence, +/- :fluorescence tres faible, + : fluorescence modérée a faible, ++ : fluorescence

importante, +++ : fluorescence trés importante

Les témoins positifs, négatifs et cellulaire samtrects. Aucune réaction non spécifique n’est
décelée entre anticorps FITC et cellules infecBBE8.

3 souris sur 4 (75%) issues de la cage 3 VP2-M@2fbkent présenter un faible taux
d’anticorps anti-VP2 car la fluorescence est fajimer 3 d’entre elles. Il en est de méme pour
toutes les souris de la cage 7 SG33-VP2.

Concernant les souris vaccinées VP2-M071 de la éade fluorescence est vraiment trés
faible et identique au témoin a JO. En effet, aubh@ fluorescence faible a été détectée. Il est
possible qu’il se produise une réaction non spfudi Il est donc impossible de conclure sur
la présence d’anticorps anti-VP2 dans ce cas. Baire; la souris 51 se démarque et la
fluorescence est marquée, elle présente donc tiesras anti-VP2.

Ainsi les premiers résultats de ces deux tests ptudt encourageants, sachant que le
protocole de vaccination est encore incomplet powtes ces souris testées a J51.
- D’une part, il semble que les réactions non sppoifs soient plutét faibles dans tous
les cas.
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- Les souris témoins vaccinées BTV-8 produisent aés@ps anti-BTV8 alors que les
souris vaccinées SG33 produisent des anticorpsS&2B.

- Les souris vaccinées issues des cages 3 et 7 sgmbbeluire des anticorps anti-VP2
par comparaison a JO. Il est cependant difficile adeclure sur la production
d’anticorps anti-BTV8 des souris issues de la ¢age

Il est donc nécessaire de poursuivre et complé®premieres observations. Pour cela, toutes
les souris ont été testées en immunofluorescepees avoir recu les 2 rappels de vaccination
(sérums reécoltés a Jfinal). De plus, afin de gfiantapproximativement les quantités en
anticorps et d’utiliser par la suite les quanti&s moins consommatrices pour la suite des
manipulations, tout en garantissant des lectusgeaj certaines labteks ont été réalisées avec
des dilutions successives. Cela nous a permislidartipar la suite des dilutions de travail a
partir du 1/106™

Tests des sérums apres 2 rappels de vaccination

Tous les résultats sont répertoriés darialéeau 8 Il faut savoir que nécessitant beaucoup de
matériel et de temps, tous ces tests d’immunofigmece ont été réalisés en plusieurs fois.

Il N’y a pas de réaction non spécifique entre amfis anti-souris couplés FITC et cellules
infectées BTV-8 ou non infectées BTV-8. De mémeuae réponse non spécifiqgue n'est
observable lors de la mise en contact de sérumsodes vaccinées par les recombinants
(cages 4, 6 et 8) avec des cellules non infectdas®B

Une fluorescence non spécifique est observableijadg dilution au 1/108™ pour les souris
vaccinées SG33. Au 1/5890, une seule des souris témoins SG33 présente enneré&rés
faible fluorescence non spécifique.

Une fluorescence non spécifique est observablededs mise en contact de certains sérums
de souris récoltés a JO avec des cellules infeddda48. Cependant, cette réponse non
spécifique peut étre considérée comme négligea|edans tous les cas testés, la différence
est nette entre la fluorescence avec les sérungstaslO et Jfinal. De plus, le signal de cette
réponse non spécifique s’éteint beaucoup plus eapéat a dilutions successives. Une
dilution vers le 1/108™ et le 1/508™ semble permettre de s'affranchir de cette répoase
spécifiqgue. D’autres tests avec des sérums supptéimes seraient nécessaires pour s’en
affranchir entierement mais étant donné qu’elle faiile et ne perturbe pas grandement
l'interprétation des résultats, nous nous sommageotés de ces résultats. Ainsi, si nous nous
plagcons a une dilution au 1/598 nous pouvons négliger les réponses non spécifique
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Sur cellules infectées BTV-8

Sérums récoltés a Jfinal Sérums récoltés a JO
Dilutions Dilutions
Identifiant 12000
dela souris 1/50  1/100 1/500 1/1000 1/700 1/3000| 1/50 1/100 1/500 1/1000
1/4000
11 ++ +
12 + -
13 ++ + -
Cage 15G33 14 . i
15 + -
16 + -
21
22 +++ ++H+ ++
23 +++ +++ ++
Cage 2BTV-8
24
25 +++ +++ ++
26 +++ ++ - + -
31 ++ + -
32 +++ ++
Cage 3 VP2-M022 33 .t -
34 ++ + +/- -
41 +++ +++ ++ + + + - -
42 ++ ++ + -
Cage 4 VP2-M022 43 ++ + - - +
44 +++ ++ + -
45 ++ ++ + -
51 +++ +++ ++
52 ++ + -
Cage 5 VP2-M073 53 ++ + - -
54 + - -
55 + - -
61 +++ +++ + - +
62 ++ ++ ++ +
Cage 6 VP2-M071 63 ++ + - - +
64 ++H+ ++ + - - - -
65 ++H+ ++ + -
71 + -
72 ++H+ + -
Cage 7 SG33-VP2
73 +++ ++ + -
74 +++ ++ +
81 +++ +++ ++ + +
82 +H(+) ()
Cage 8 5SG33-VP2 83 +H(+) ++ + +
84 ++(+) ++ + - - - -
85 ++(+) ++ + -
Témoin positif= AC primaires anti-VP2 ou sérums de souris
issues de la cage 2 vaccinées BTV-8 au 1/50éme ou 1/100éme T
Témoin cellulaire: cupules n'ayant regu aucun sérum,
uniquement du milieu complet :
Témoin négatif: milieu complet sur cellules non infectées BTV-8 -
Témoins négatifs: sérums au 1/50éme des souris des cages 4, 6
et 8testées sur cellules non infectées BTV-8 )
Témoins JO cf tableau

Tableau 8: Représentation des résultats de lectieefluorescence sur des cellules infectées BTV-8ages
sérums récoltés a Jfinal ou & JO.
Notations :

- : absence de fluorescence, +/- :fluorescence trés faible, + : fluorescence modérée a faible, ++ : fluorescence
importante, +++ : fluorescence trés importante



Nous constatons alors que la plupart des souriginées avec un virus recombinant
produisent des anticorps anti-VRA. tableau 9)

T e veEdRE T Nombrg de_: souris positivey Nomb.re total dg Pourcentage
la dilution 1/500eme souris testées (en %)
SG33 1 6 16,7
BTV8 4 4 100,0
recombinant VP2-M022 8 9 88,9
recombinant VP2-M071] 7 9 77,8
recombinant SG33-VP2 8 9 88,9

Tableau 9: Pourcentages de souris testées présdniaa immunofluorescence a la dilution 1/500eéme sur
cellules infectées BTV-8 (sérum Jfinal) selon lecage d'origine.

Visuellement, nous avons pu remarquer que I'inténde I'immunofluorescence paraissait
plus forte pour le recombinant SG33-VP2 que posidieux autres constructions.

Afin d'illustrer les observations rapportées dams Itableaux précédents, des images
d'immunofluorescence ont été collectées.

Les clichés suivants sont réalisés au microscaparaunofluorescence a l'aide d’'un logiciel
de capturg(cf. photo 11) Nous pouvons ainsi évaluer les différences disité selon les
sérums utilisés. Les différences obtenues ne smfrpnches avec ce logiciel de capture. Les
photographies suivantes prises avec un apparetogtaphique directement par I'objectif
montrent des images plus réalistes de ce que rmmesvaons a I'ceil nigcf. photo 12)

Sur tous ces clichés, il est clair que la fluoreseeest cytoplasmique. Le noyau des cellules
apparait nettement noir.

A : Témoin positif noté +++ B et C: Sérums noté +++

D : Sérum noté ++ E : Sérum noté + F : Sérum noté - / Témoin négatif

Photo 11: Photographies réalisées par une caméra deférents degrés de fluorescence au
microscope a immunofluorescence (x10) selon lesusdés utilisés.
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A : cellules non infectées

C:Sérum noté +++ D : Sérum noté ++ E : Sérum noté + F : Sérum noté - / Témoin négatif

Photo 12: Photographies réalisées par un appardibpographique des différents degrés de fluoresceaaemicroscope a
immunofluorescence (x10) selon les sérums utilisés.

Les clichés suivants réalisés au microscope cohft@amoignent plus nettement des
différences d’immunofluorescence par comparaisan @dichés obtenus par un logiciel de
capture au microscope a immunofluorescefeéephoto 13) Nous pouvons ainsi nettement
évaluer les différences d’intensité selon les sérutitisés.

A : Témoin positif noté +++ B : Sérum noté +++ C:Sérum noté ++

D : Sérum noté + E : Sérum noté - / Témoin négatif

Photo 13:Photographies réalisées au microscope ceoaf des différents degrés de fluorescence
selon les sérums utilisés.

Des séroneutralisations ont été réalisées surleglMero. Les anticorps anti-VP2 mis en
evidence ne sont pas neutralisants sauf pour ure seuris (souris 25) ayant été vaccinée
par du BTV8. La neutralisation observée était tagise.
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Vaccination ~ Numéro de souris ECP
14 +

16 +

24 +

25 - jusqu'a 1/1
32 +

33
41
44
51
61
62
65
72
73
82
85

SG33

BTV-8

VP2-M022

VP2-M071

SG33-VP2

+ |+ |+ |+ |+ [+]+]+

Tableau 10 : Résultats des séroneutralisations.
ECP : Effet cytopathogene

3.2. Analyse de la réponse cellulaire

3.2.1. Marquage intracellulaire

Les splénocytes de toutes les souris ont été arsalys cytométrie de flux aprés marquage
intracellulaire(cf. figure 20)

LT activé

i ~
- = sondoor J o= oy 1
Ok) = (i =ik
\ i Bl 1 g R
LI __/ -_?:V..."‘:l ’ Lo 7 .?.'l“..‘{‘
~ e

iy X i 3 t' !
~aL My
Blocage de la secreltion 'de Fixation et perméabilisation Fixation des anticorps de
cytokines par la Bréfeldine des cellules marquage aux cytokines

Figure 20: Principe du marquage intracellulaire

Malheureusement, une perte tres importante enlegltles souris de la premiére série n'a pas
rendue exploitable ces données. L'origine n'a gasidentifiée. Seule la deuxieme série de
souris a permis d’obtenir des résultats.

Quelgues contréles de splénocytes purifiés misosact avec du PMA-lonomycine ont été
réalisés et ont servi de témoin positif. Le marguest assez décevant car les cellules activées
produisant des IFNgamma (environ 10% de CD3+-IFNte} IL-2 (environ 6% de CD3+-
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IL2+) sont a des proportions faibles par rapporx &aleurs attendues avec ce type de
stimulation.

16.5 10.4 J203 6.7

10% 4

-
=]

FL1-H: CD3-FITC
FL1-H: CD3-FITC

-
o
o

T .?'6..? 10 72,'6,

T T T T T

Ry 10% 10t 10° 10 107 10° 104
FL4-H: IFNg APC FL2-H: IL2-PE

cells cells

Controle P+l Controle P+|

Event Count: 46145 Event Count: 46145

Figure 21: Marquage intracellulaire IFN gamma et IE2 pour les souris
témoins négatifs stimulées PMA-lonomycine.

Les analyses statistiques qui suivent ont fait bpp#es analyses de variance et des tests de
Student avec correction de Bonferroni.

a. CD3+-1L2+

Selon 'ANOVA, l'interaction stimulation et vaccitian est significative (p=1.381.10. Les
effets stimulations (p< 2.2.16) et vaccinations (p=1.173.%psont significatifs.

o
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o
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/
\
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=>é= Stimulation peptide
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N w
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°
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cage SG33 cage BTV8 cage VP2-M022 cage VP2-M071 cage SG33-VP2

Graphique 1: Pourcentage de cellules CD3+ activ@esduisant des IL-2 selon l'origine des souris ettlype
de stimulation.

Nous pouvons constater que I'effet peptide est plasqué pour les souris dans chacune des
cages. En effet, le nombre de cellules CD3+ IL2tphgs é€levé lorsque les cellules sont
stimulées avec le peptide, quelque soit la vadanattilisée au préalable. Cependant, nous
pouvons constater que cette réaction est non gpéeif Les cellules issues de souris

81



Event Count: 260816

vaccinées SG33 produisent autant d’'IL2 que lesilesllde souris vaccinées BTV lorsqu’elles
sont stimulées avec le peptide (p=0,33). Nous pasndpalement remarquer que les souris
vaccinées VP2-M022 ont une moyenne significativanpduns basse que le lot témoin de la
cage SG33, lorsqu'elles sont activées par le pepfige 1,4.10). Cette réponse non
spécifiqgue pourrait étre a l'origine de cette olaton plutdt surprenante. Il n'est pas
possible de conclure avec cette expérience quiéindaction de LT CD3+ producteurs d’IL-

2 spécifiques de VP2.

Nous retrouvons cette réaction non spécifique eargrofils obtenus au logiciel FlowJo,
concernant toutes les cellules stimulées avecdégmpeptidesct. figure 22)

051

FL1-H: CD3-FITC
FL1-H CD3FITC
FL1-H: CD3-FITC

o

102 10° 10% 100 10 2 * 10° T
FLZH: IL2-PE FL2-H: IL2-PE 10° 10’ 10?7
cells cells FL2H: IL2-PE

10°
FL2H: IL2-PE

Sl cells
Event Count: 220498 Event Count: 214202 iball SaF )
Event Count: 250627 Event Count: 220210

A B C D E

Figure 22: Marquage intracellulaire IL-2 des cell@s stimulées par le pool de peptides VP2 seloridioe
de la souris.
Cellules stimulées par le pool de peptides VP2 pour les souris témoins négatifs vaccinées SG33 (figure A), pour

les souris témoins positifs vaccinées BTV-8 (figure B), pour les souris vaccinées VP2-MO022 (figure C), pour les
souris vaccinées VP2-MO071 (figure D) et pour les souris SG33-VP2 (figure E).

Dans tous les cas, dans chaque cage, les moyemmes stimulation SG33 ou sans
stimulation sont homogénes (différences non sicatifves). Il n'a donc pas été possible de
mettre en évidence une induction de cellules CD@8cifiques productrices d’'IL-2 par le

vecteur SG33.

Afin de s’affranchir de cette réponse non spécéidors de la stimulation avec le peptide,
nous avons tenté d’optimiser les résultats en amali la sélection cellulairgf. figure 23)
Cette sélection a été appliquée a tous les éclmastitjuelque soit la stimulation. Nous avons
alors obtenu les résultats qui suivent.

T
1 10° ki
L2+ IL2-PE

sizp
Event Count: 255105

Figure 23: Marquage intracellulaire IL-2 et fenétrele
sélection pour s'affranchir de la réponse non spigue.
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Graphique 2: Pourcentage de cellules CD3+ activgesduisant des IL-2 selon l'origine des
souris et le type de stimulation, aprés sélectidnlée en vue de s'affranchir d'une réponse non
spécifique avec les peptides VP2.

Selon 'ANOVA, linteraction stimulation et vaccitian n’est pas significative (p=0,749).
Les effets stimulations et vaccinations sont doi@pendants dans le cas présent et seuls les
effets simples peuvent étre interprétés. Les effétsulations (p%,617.1C°) et vaccinations
(p=2.218.1¢) sont quant a eux significatifs.

D’aprés ces résultats de test ANOVA, nous pouvamelare qu’au moins deux stimulations
ont des effets différents. En effet, nous pouvansstater que la stimulation peptide a un effet
plus important sur la sécrétion d’'IL2 par rapporiaastimulation SG33 (p=0,041) et a
I'absence de stimulation (p=3,67:90 Par contre, les effets de stimulation SG33 ou
d’absence de stimulation sont similaires (p=0,089hsi, I'effet peptide sur la sécrétion
d’IL2 est le plus important, de la méme fagon piouites les cages. La encore, cela témoigne
d’'une réaction non spécifique avec les peptiddsési Il est explicite que nous ne sommes
pas parvenus a s'affranchir de cette derniere.

Ce test ANOVA indique également qu’au moins deugcirations, indépendamment de la
stimulation, ont des effets différents. En effatffét vaccination par du VP2-M071 induit une
augmentation de CD3+ IL2+, indépendamment de tait@ulation, par rapport a la
vaccination par BTV par exemple (p=4,55"10u VP2-M022 (p=4,32.10). Le taux de
CD3+ IL2 basal lors de la vaccination par VP2-M@81 plus fort que les autres.

Ceci ne modifie en rien l'interprétation a propasl@mmunogénicité de VP2 ou du vecteur
dans notre cas. Cette différence basale n’étaitsmasficativement détectable dans le cas
précédent.

b. CD3+ IFNy+

Selon '’ANOVA, l'interaction stimulation et vaccitian est significative (p=1.309.19 Les
effets stimulations (p< 2.2.16) et vaccinations (p=9.474.fpsont significatifs.
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Graphique 3: Pourcentage de cellules CD3+ activpesduisant des IFN gamma selon I'ggine de
la souris et le type de stimulation.

De méme que la situation précédente, nous pouvonstater que l'effet peptide est plus
marqué pour les souris dans chacune des cagesteEneenombre de cellules CD3+ IFN+
est plus élevé lorsque les cellules sont stimudées le peptide, quelque soit la vaccination
utilisée au préalable. Cependant, nous pouvondaengjue cette réaction est non specifique.
Les cellules issues de souris vaccinées SG33 mmauautant d'IFN que les cellules de
souris vaccinées BTV lorsqu’elles sont stimuléescde peptide (p=0,46).

Nous pouvons également remarquer que les sour@néss VP2-M022 ou SG33-VP2 ont
des moyennes significativement plus basses quet [&Moin de la cage SG33, lors de la
stimulation avec le peptide (respectivement p=137.et p=7,97.10). Cette réponse non
spécifique pourrait étre a I'origine de cette olsagon plutdt surprenante. Les lots de souris
vaccinées VP2-M022, VP2-M071 et SG33-VP2 ne présermias de différence significative
entre eux lorsqu’ils sont stimulés par le peptide.

Il n'est pas possible de conclure avec cette egpée quant a l'induction de LT CD3+
producteurs d’'IFNgamma spécifiques de VP2.

Comme évoqué dans le cas de la production d’ILe2jsnretrouvons cette réaction non
spécifique sur les profils obtenus au logiciel Rlowconcernant toutes les cellules stimulées
avec le pool de peptidésf. figure 24)

P S44P
Event Count: 260816 sap Event Count: 214262

FLi-H: CD3-FITC
FL1-H: CD3-FITC

04|

10? 10 10*
FL4-H: IFNg APC cells

o 737
107+

10°

T 10! o 10t

10? 1
FL&-H [N APC

cells

Event Count: 220498

A B C D E

Figure 24: Marquage intracellulaire IFN gamma desetlules stimulées par le pool de peptides VP2 selon
I'origine de la souris.
Cellules stimulées par le pool de peptides VP2 pour les souris témoins négatifs vaccinées SG33 (figure A), pour les

souris témoins positifs vaccinées BTV-8 (figure B), pour les souris vaccinées VP2-MO022 (figure C), pour les souris
vaccinées VP2-MO071 (figure D) et pour les souris SG33-VP2 (figure E).



Dans chaque cage, les moyennes apres stimulati8B8 8Gsans stimulation sont homogenes
(différences non significatives). Il n'a donc pa® @ossible de mettre en évidence une
induction de cellules CD3+ spécifiques productridédSNgamma par le vecteur SG33.

Afin de s’affranchir de cette réponse non spécdidors de la stimulation avec le peptide,
nous avons tenté d’optimiser les résultats en amali la sélection cellulairgf. figure 25)
Cette sélection a été appliquée a tous les éclmastitjuelque soit la stimulation. Nous avons
alors obtenu les résultats qui suivent.

sizp
Event Count 255105

Figure 25: Marquage intracellulaire IFNg et fenétrele
sélection pour s’affranchir de la réponse non spfigue.
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Graphique 4: Pourcentage de cellules CD3+ activpesduisant des IFNg selon l'origine des
souris et le type de stimulation, apres sélectidnée en vue de s'affranchir d'une réponse non
spécifique avec les peptides VP2.

Selon 'ANOVA, linteraction stimulation et vaccitian est significative (p%,781.10). Les
effets stimulations (2:416.10) et vaccinations (2694.1¢) sont significatifs.

Nous pouvons constater que l'effet peptide, powacuhe des cages, est moins important
apres avoir réadapté la sélection cellulaire. Tioigenous ne pouvons toujours pas conclure
guant a 'immunogeénicité de VP2. En effet, il seenu’une réaction non spécifique demeure
et un argument majeur en témoigne. La moyenne pesircellules issues de souris
immunisées SG33 et stimulées par le peptide esifis@tivement plus haute que celles issues
de cette méme cage mais non stimulées (p=0,0244).
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A propos des deux cages témoins SG33 et BTV, autiffiéeence significative n’est mise en
évidence pour les cellules issues de souris vaesifeTV ou SG33 et stimulées par les
peptides (p=0,227).

De surcroit, un résultat surprenant apparait coiarceres cellules issues de souris vaccinées
VP2-M022 stimulées par les peptides. La moyennesigsiificativement plus basse que le
témoin négatif (souris vaccinées SG33 et stimulpas le peptide) (p=0,038). Cette
observation ne semble pas due a un niveau basatedif entre les deux catégories puisque
les moyennes, en I'absence de stimulation, ensrgreupes VP2-M022 et SG33 ne sont pas
significativement différentes (p=0,229).

Pour chacune des cages, le témoin non stimuléigsfisativement plus bas que les deux
autres stimulations, sauf dans le cas de la cageM®22 ou aucune différence significative
avec la stimulation peptide n'est mise en évide(mwe0,057). Par contre, nous pouvons
remarquer que le niveau basal en CD3+#FNans stimulation peut étre différent d’'une cage
a l'autre. Ceci est par exemple le cas entre lgec®P2-M022 et VP2-M071 (p=2,39:3)0
Cette observation doit étre prise en compte podaioes interprétations.

Concernant la stimulation SG33, la moyenne desleslides souris immunisées BTV est
significativement plus basse (p=0,048) que cele adlules des souris de la cage SG33. Les
vecteurs des recombinants semblent induire unens&pspécifique car les moyennes avec le
témoin négatif (cage BTV) sont significativementfétientes (p=0,0336, p=4,27:10et
p=1,86.1¢). Cependant, méme si aucune différence signifieati’a pu étre mise en
evidence entre le niveau basal en cellules CD3+#+4®htre les groupes BTV et VP2-M022,
VP2-M071, SG33-VP2 en l'absence de stimulation pgetivement p=0,12, p=0,23 et
p=0,40), cette nuance peut étre conservée en expldjuer le résultat précédent.

- Ainsi, nous pouvons retenir que cette expérierecparmet pas la mise en évidence d’'une
induction de cellules spécifiques CD3+ productrid@ENy ou d’IL2 par VP2. Une probable
réponse speécifique avec induction de cellules CIFNy+ spécifiques au vecteur a été mise
en évidence.

3.2.2. Test ELISA

Nous avons dosé les cytokines IL-2 a partir dulkibset Mouse IL-2 de R&D Systems.
Comme indiqué sur la notice, les calculs des cdamagons en IL2 des échantillons ont été
réalisés grace a une modélisation établissant onkbe logistique a 4 parametres a partir de
la gamme standard fournie dans le kit [logiciebél& par Hitachi Solutions, 2012].

Comme attendycf. graphique 5)nous pouvons constater que le PMA-lonomycine idém
correctement les splénocytes.

Concernant la stimulation VP2, nous pouvons coastgu’il n'y a aucune différence
significative avec la stimulation au milieu comppetur toutes les souris. Ceci est également
valable pour les souris vaccinées BTV8 (p=0,22)wetémoigne d’un défaut de stimulation
par les peptides VP2.
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Ce dosage de cytokines nous permet de mettre eler®a@ une production d’'IL-2 suite a
limmunisation par le vecteur SG33.
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Graphique 5: Production d'IL-2 par les splénocytselon leur stimulation et la vaccination des soudsnt ils sont issus.

3.2.3. CFSE

Aprés incorporation de CFSE, les splénocytes sontihiés cing jours avec différents
activateurs. Le marqueur CFSE permet de mettrevigieréce les divisions cellulaires, ce qui
traduit I'activation des cellulgEf. figure 26)

- Milieu complet .
ConA 5 jours

’ T en g
-Peptides VP2

Cellules marquées
au CFSE

Dilution
du CFSE

Pourcentage de
cellules qui ont
proliféré

Figure 26: Principe du CFSE.

il

CFSE ——

Nous nous sommes intéressés uniguement aux ceGlldspositives, sachant que nous nous

intéressions aux cellules CD3 positives grace awuage intracellulaire.
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Malheureusement, les cellules de la premiere sfriesouris étaient toutes mortes. Ainsi,
aucun résultat concernant la réponse cellulaireedet de souris n’est interprétable. L'origine
n'a pas été identifiée. Seule la deuxieme sérigodeis a permis d’obtenir des résultats. Il faut
tout de méme tenir compte qu’aucun marqueur delié@lsellulaire n’a été réalisé lors de
cette deuxieme série de souris.
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Graphigue 6 Pourcentage de prolifération des cellules CD4+a@ela vaccination des souris et
stimulation de leurs splénocytes.

Nous pouvons constatgcf. graphique 6)que la stimulation con A induit une division
cellulaire significative des lymphocytes CD4 + muie nous observons un pourcentage de
prolifération des CD4+ d’environ 85%, quelque daitage. Il s’agit du témoin positif. Les
cellules non activées c’est-a-dire mises en corasec du milieu complet constituent le
témoin négatif.

Pour une méme cage, nous n'avons pas pu mettnddamée de différence significative entre
les cellules activées avec les peptides et lealeslhon activées (témoin négatif). Par contre,
concernant les souris issues de la cage BTV8, lercpatage de prolifération suite a
I'activateur SG33 est bien plus faible significatiwent (environ 20%) par rapport aux cellules
activées par les peptides ou non activées (env@) (respectivement p=1,88-icet
2,39.10%). Ce résultat est surprenant étant donné qu'daetiiateur SG33, la prolifération
est deux fois plus faible que le témoin négatifsGaize de stimulation). Il en est de méme
concernant la cage de souris vaccinées SG33-VPQ,dp8). Ainsi, les résultats de cette
experience apparaissent peu interprétables.

Il est impossible avec cette expérience de conajueele vecteur SG33 ou la protéine VP2
induisent une lymphoprolifération de cellules C»sitives.

Ce défaut d’'interprétation peut étre expliqué eande partie en s’intéressant aux données
brutes. A partir de ces dernieres, il est aisé aestater que le nombre de cellules, pour la
plupart des échantillons issues de stimulation S&38 trop faible comparativement aux
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autres échantillons (de 2 a 10 fois plus faible garativement). Ainsi, si nous considérons
gue les autres échantillons ont des cellules erbmsuffisant (aux alentours de 1000 dans
notre cas), les courbes « absence de stimulatierstinulation peptide » et « stimulation con

A » restent interprétables.

Si nous nous intéressons a présent aux difféeregéegrations de cellules CDA(eS.
graphiques 7)nous pouvons constater que la prolifération est & fait comparable, pour
chaque cage de souris, entre les cellules stimydaedes peptides et non stimulées. Cela
confirme que VP2 ne semble pas induire de lympHid@ration ou un défaut de stimulation
par les peptides VP2.

Concernant les cellules stimulées avec de la Cda population cellulaire la plus importante
est celle qui a réalisé 4 divisions. Ceci est olz#e pour toutes les cages.

Nous n’évoquerons pas la prolifération concernanstimulation SG33 pour les raisons
evoquées préecédemment rendant ces résultats moprétables.
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Graphique 7: Profils de division par marquage CFStes lymphocytes CD4+ selon la vaccination des soatila stimulation de
leurs splénocytes




90



DISCUSSION

Comme nous l'avons évoqué longuement dans ce krd@sipoxvirus sont capables
d’intégrer des génomes étrangers et il a déja émodtré que le virus myxomateux est
capable d’exprimer sur son enveloppe une protéiméétét en fusion [Bertagnolet al,
2011]. L’étude présentée dans ce travail s'insgaims la poursuite de I'amélioration d’un
vecteur vaccinal recombinant utilisant la techniglassique d’expression d’'un antigene.

En effet, un vaccin recombinant permettant de duttetre la fievre catarrhale ovine a été
élaboré par I'équipe UMR1225 INRA-ENVT en se basantune technique de construction
classique. Ce vaccin utilisant la souche SG33 dusvinyxomateux et I'antigene VP2 du
virus de la fiévre catarrhale ovine a permis defé@mn une protection homologue a des
moutons. Cependant, méme s'’il a montré son effieagice a une épreuve virulente, il
demeure moins efficace que le vaccin inactivé dletment sur le marché [Togt al, 2012].

I a donc paru intéressant de poursuivre ces igag&ins en tentant d’améliorer
immunogénicité de ce vecteur. Ce nouveau vacoimait s’inscrire dans la stratégie DIVA
contrairement au vaccin déja commercialisé. De mendes études basées sur la stratégie
consistant a faire exprimer une protéine chimetga@nique sur la particule virale, que ce soit
en utilisant les poxvirus ou d’autres familles @éeteurs, se sont révélées étre un succes pour
'amélioration de I'immunogénicité. Ainsi, nous autilisé cette technique a partir de la
souche SG33 du virus myxomateux et de la protéiR@ YWu BTV-8. Il a également été
confirmé a travers I'étude de Top et collaboratdiiap et al, 2012] que la protéine VP2
seule, étant a l'origine de la synthése d’anticompstralisants, est suffisante pour induire une
protection sur moutons. Son utilisation a doncpearsuivie. Deux virus recombinants ont
alors été créés (précédemment au travail expose aidte these) et ont été testés sur souris
afin d’évaluer leur immunogeénicité et leur innoéuigi les résultats s’avéraient intéressants, il
serait alors envisageé par la suite de les testansutons, espéece cible du BTV. Cependant, il
est net dans notre étude que les résultats obtensgnt pas a la hauteur de nos espérances et
des études supplémentaires seront nécessaires.

Cette étude dans un modéle murin a pu confirmeyifghese en anticorps anti-VP2
avec les deux virus recombinants en fusion. Dededtgupplémentaires de séroneutralisation
ont montré que ces anticorps produits suite a ¢aimation avec les recombinants en fusion
ne sont pas neutralisants, ni méme ceux obtenudnpaunisation avec la construction
classique SG33-VP2. Pourtant, dans I'étude de Tepscollaborateurs [Tagt al, 2012], la
construction classique induit des anticorps neisats chez les ovins, ce qui n’est pas le cas
chez les souris dans notre étude. Par ailleursjesux souris testées en séroneutralisation qui
étaient immunisées par du BTV-8, une seule a ptaths anticorps neutralisants, et en faible
guantité (titre de 1/16). Ceci améne a nous ingemraur I'utilisation d’'un modele murin dans
notre cas.

En effet, Lobato et collaborateurs ont par exenfptdato et al, 1997] montré, en
utilisant un vecteur vaccine exprimant VP2, queraduction d’anticorps anti-VP2 était tres
faible voire nulle chez les lapins. Dans la mémal@t ce n’était pas le méme cas chez les
ovins ou cette immunisation induisait des anticoapsi-VP2 neutralisants. De méme, la
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construction classique SG33-VP2 n’a pas entrairgyméhése d’anticorps neutralisants chez
le lapin contrairement a ce qui a été observé chespéce ovine [Bertagnoli S.,
communication personnelle]. Il est donc tout ajiastifié de se demander si le modéle murin
est un reflet de ce qui se produiraitvivo chez des ovins étant donné qu’entre deux especes,
cette immunogénicité peut varier. Il a déja étéupéoqu’il était possible d’'induire la synthese
d’anticorps neutralisants anti-VP2 chez les soflinsmaru et Roy, 1987] mais aucune étude
s’intéressant a la production en anticorps suite&immunisation par VP2 a la fois chez des
souris et des ovins n'a, @ ma connaissance, étéépulCeci aurait permis de comparer Si

immunogénécité de VP2 est la méme chez ces dgpices.

L’induction d’anticorps anti-VP2, certes non nelisants, confirme tout de méme une
fois de plus que le vecteur myxomateux est apt@septer des antigenes en fusion.

Toutefois, d’'apres les tests d’immunofluorescenta)s pouvons constater que la
réponse humorale semble plus importante dans ld’'eas construction classique SG33-VP2
par rapport aux constructions en fusi@h tableau 8, dilution 1/500)Ainsi, cela signe un
défaut d'immunogénicité de nos virus recombinamgusion par rapport a la construction
classique. Ces reésultats sont subjectifs et foupas observation au microscope a
fluorescence. Un test ELISA anti-VP2 pourrait pettneede confirmer ou d’infirmer cette
observation par quantification de ces anticorps smaiicun fournissant des résultats
convenables n’est disponible actuellement sur leehéa

Concernant la réeponse cellulaire, il n'a pas pe éontré que VP2, quelque soit la
vaccination utilisée, induisait une réponse ceitalapécifique en modele murin.
Avant tout, un probleme important réside dans ilegiaune perte de cellules importante s’est
produite lors de la premiére série de souris erquaaye intracellulaire et CFSE. Concernant
le CFSE, aucun marqueur de viabilité cellulaire été réalisé pour la deuxieme série de
souris en CFSE. Il s'agit d’'un probleme d’autanisptéel que, lors de la premiére série de
souris, il s’est révélé une importante mortalité. prolifération témoin avec du Con A est
bonne, aux alentours de 80% ce qui indique toun@me une bonne viabilité cellulaire. La
perte importante de cellules ou la mort celluldoes de la premiére série de souris peut
s’expliquer par un défaut d’optimisation du protieco Ce dernier multipliant les
manipulations et les intervenants est lourd pouteimombre de souris. Ainsi, la premiere
série de souris était associée a la découverteatogole. Sa réalisation pour la deuxieme
série de souris s’était affranchie de cette étapedécouverte, ce qui peut expliquer les
meilleurs résultats.
Cependant, avec les données de la deuxieme séseudis, nous n'avons pas pu mettre en
évidence d’induction par VP2 de LT spécifiques piisdnt des IL-2 ou des IFNg. Une
réponse non spécifiqgue importante avec le poolafsiges VP2 a géné l'interprétation des
marquages intracellulaires. De plus, les contrédedisés a partir d’'une stimulation avec du
PMA-lonomycine confirment que quelques cellulestsantivées et produisent des IL2 et des
IFNg mais leur nombre est faible par rapport auews de réféerence souhaitées. D’apres le
test CFSE de la deuxieme série, il semblerait quiawdes virus recombinants n’'induise une
lymphoprolifération de LT CD4+.
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Tout comme dans le cas de I'évaluation de la répdmsnorale, il est possible de
s’interroger sur la validité du modéle murin daeschdre de I'évaluation de la réponse
cellulaire spécifique. En effet, d'importantes a#ions entre especes voire entre individus
dans une méme espece concernant la reconnaissanpeotéines du BTV par les LTc
existent [Schwartz-Cornilet al, 2008]. Chez les souris, les principales sourdes
reconnaissance des LTc sont les protéines nontstales, suivies de VP3 puis VP7, VP2 et
VP5. Chez les ovins, les protéines immunogénes lesucTc sont VP2 et NS1. Ainsi, il est
probable que VP2 soit, de nature, peu immunogeng ldanodéle murin.

Le fait d’utiliser un modéle murin présente incatéblement de gros avantages d’ou
son utilisation dans cette étude. Il réduit consiliement le colt des recherches. Il permet
également de s’affranchir des contraintes techsiagidogistiques inhérentes aux infections
expérimentales sur ovins. Un nouveau modele muoduavant faciliter les études sur la
bluetongue a été élaboré recemment [Calvo-Pietllal, 2009]. En effet, des souris adultes
déficientes en récepteur d’'IFN de type 1 (IFNAIR sont sensibles au BTV-4 et BTV-8
guand il est administré en intraveineux (apathemuéements oculaires, mort dans les 60h
post-inoculation). Dans cette méme étude, 'immaiiis de souris avec un vaccin inactivé
contre le BTV4 a montré une induction d’anticorgsitnalisants et une totale protection. Un
essai a été réalisé sur ces souris [Francesthal, 2011] ayant subi une inoculation
intrapéritonéale d’'un vecteur herpesvirus bovintyle 4 exprimant VP2. Elles ont alors
présenté des anticorps anti-BTV neutralisants gemps de survie plus long que des souris
non immunisées apres épreuve avec du BTV-8. Ce Imguaésente I'avantage de pouvoir
réaliser un test d’épreuve chez cette espece o@mr@nt aux souris utilisées dans notre essai.
Cependant, il n’est pas possible de prévoir I'effietvecteur SG33 chez ces souris déficientes
en récepteur IFN et il serait nécessaire d'évatatreffet dans un premier temps avant de
tester les recombinants sur ces dernieres.

Pour tenter d’expliquer le défaut d'immunogénicité VP2 chez les souris, nous
pouvons également émettre d’autres hypothéses.

* Nous pouvons penser que l'antigene VP2 n’est p#ss@mment exprimé par les
recombinantsn vivo chez les souris. Il est difficile de prévoir lanfermation des protéines
fusionnées et nous ne pouvons exclure I'hypothésecglle de VP2 soit modifiée dans nos
constructions. Or, VP2 comporte deux domaines ipfdles contenant de multiples épitopes
conformationnels impliqués dans la neutralisatiarvidus [DeMaulaet al, 2000 ; Schwartz-
Cornil et al, 2008]. L’architecture tridimensionnelle des gines VP2 en fusion ou en
présentation classique ne permet peut-étre paprésentation de I'antigene suffisante aux
cellules immunitaires. Ceci pourrait expliquer daeproduction d'anticorps anti-VP2 soit
plus faible pour les recombinants en fusion, leanactere non neutralisant pour toutes nos
constructions chez les souris et I'absence de ETifigues.

Nos différents vaccins ont été testéwvitro sur cellules RK13 (cellules rénales de lapin). Les
génes VP2 étaient correctement exprimés sur celinfectées. Il aurait été intéressant de
vérifier par marquage immunologique sur virions Ies protéines de fusion étaient
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correctement incorporées dans ces derniers afgsiadsurer que I'antigéne est correctement
présenté par les virions.

* Nous avons pu constater dapres les tests dimnumescence que
'immunogénicité des recombinants en fusion senphlis faible que celle de la construction
classique. Les promoteurs utilisés ne sont pasniémes selon les constructions. Le
promoteur p7,5 utilisé pour la construction classigSG33-VP2 est un promoteur fort
précoce-tardif contrairement aux promoteurs MO022LM®71L qui sont des promoteurs
tardifs. Le vecteur est non réplicatif chez lesrsoet nous pouvons donc penser que les
promoteurs précoces ou mixtes sont plus intéressdmdz les souris, les protéines tardives
ayant moins de chance d’étre exposées de manieealpar les cellules murines infectées
[Drillien et al, 2003]. La transcription des géenes précoceswshame puisque les facteurs
de transcription nécessaires sont encapsidés @amgidn et la machinerie cellulaire de
traduction est ubiquitaire dans les cellules de mdeares.

» Enfin, nous avons pu confirmer que la stimulatimecales peptides VP2 n’est pas
efficace. En effet, le dosage des cytokines mogtre la stimulation par les peptides VP2
n’induit pas une augmentation en IL2 chez des sowsiccinées BTV8. La qualité de ces
peptides et leur quantité peuvent étre remises wastipn. Cette derniere observation
témoigne d’un défaut certain de nos expériences @aaluer 'immunogénicité de VP2. Un
moyen de nous affranchir de 'usage de ces peptidest I'utilisation de souris IFNAR
apres avoir testé l'effet du vecteur SG33 sur cemidres. Une vaccination par les
recombinants dans un second temps avec soumissioneaépreuve virulente pourrait
apporter des informations sur la capacité des rbowants a conférer une protection.
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CONCLUSION

Méme si la FCO en France parait a présent totalemmitrisée, il n'est pas
impossible que cette maladie ressurgisse étantédqoe les campagnes de vaccination ne
sont plus rendues obligatoires. Les vaccins aemnaht commercialisés ne permettent pas de
différencier les animaux vaccinés des animaux teecDe plus, ils offrent une protection
homotypique. Ainsi, il est toujours d’actualité dater d’élaborer des vaccins multi-sérotypes
et s’'intégrant dans la stratégie DIVA. C’est doatunellement vers la stratégie recombinante
gue de nombreuses études se sont tournées parrd&aborer ce type de vaccin.

La protéine VP2 du BTV est a l'origine de la syrhed’anticorps neutralisants
protecteurs et est immunogene pour les lymphocyteytotoxiques chez les ovins. Elle
présente donc un grand intérét pour I'élaboratiervaccins. Un vecteur myxomateux SG33
présentant VP2 en intergénique a montré son efféicaa conférant une protection chez des
ovins. Toutefois, son efficacité s’est révélée gihes faible que celle du vaccin inactivé
actuellement sur le marché. Dans la continuité @#ecétude et afin d’améliorer
immunogénicité de ce vaccin, la stratégie dednsavec expression de l'antigene étranger
directement sur la particule virale a été priviégi Ainsi, deux recombinants incluant la
protéine VP2 fusionnée aux protéines d’envelopp@2lil0ou MO71L du virus myxomateux
ont été créés puis testés dans un modéle murinafcomparer leur efficacité par rapport a la
construction classique en intergénique.

Cependant, nos virus recombinants semblent avtiaie@ une réponse en anticorps
anti-VP2 plus faible par rapport a celle fournie e construction classique d’apres les
observations du test d'immunofluorescence. De pias, derniers ne sont pas neutralisants,
méme dans le cas d’une immunisation avec un vectnstruit par la méthode classique qui
avait entrainé la présence d’anticorps neutraksahiez les ovins. Ceci permet de nous
interroger sur la validité de notre modele murinfilg, il n'a pas été possible de mettre en
évidence une réponse cellulaire spécifique.

Méme si le principal objectif qui était de démontrene amélioration de
immunogénicité de VP2 n’est pas atteint, cettehteque de fusion n’est pas pour autant a
abandonner. Cette étude confirme toutefois queérles ynyxomateux est apte a présenter des
antigénes grace a cette stratégie étant donné igdiit une réponse humorale spécifique,
certes non neutralisante mais bien présente.

De plus, la stimulation par les peptides VP2 ntgtas efficace dans nos expériences et nous
a par conséquent empéchés de conclure sur la epeliglaire induite par ces recombinants.
L'utilisation de souris IFNAR” préalablement vaccinées puis subissant une épreuve
virologique pourrait nous renseigner sur la cagades recombinants a conférer une
protection.

Cette stratégie de fusion a déja montré son effican utilisant des vecteurs de la

famille desPoxviridaeou d’autres familles dans de nombreuses étudegiice&moigne de
I'utilité d’envisager cette méthode dans 'optigliaméliorer un vecteur.
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