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RESUME

Introduction : On estime que prés de 170 millions de personnes sont infectées par le
virus de ’hépatite C (VHC). Ce virus induit une maladie chronique et des séquelles
graves chez prés de 85% des personnes atteintes. Puisque le traitement standard (IFN-a
pegyl€ et ribavirine) n’a qu’un taux de succes limité, il serait souhaitable de développer
un vaccin préventif et/ou thérapeutique. L ‘alternate reading frame protein (ARFP) du
VHC est une petite protéine hautement conservée encodée dans un cadre chevauchant
celui de la protéine de la nucléocapside. Des réponses humorales et cellulaires dirigées
contre cette protéine ont été observées chez des patients infectés par des souches de VHC
de tous les génotypes, ce qui indique qu’elle est produite in vivo.
Méthodologie : Nous avons évalué I’'immunogénicité de I’ ARFP dans le contexte de
deux plateformes vaccinales expérimentales et avons identifié des épitopes LTC restreints
par HLA-A*0201. La premicre plateforme consiste en une protéine recombinante
administrée a des souris C57Bl/6. La deuxiéme plateforme est un vaccin 4 ADN qui a été
inoculé a des souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201/HLA-DR1.
Résultats : L’ ARFP est un immunogeéne efficace capable de stimuler les branches
humorales et cellulaires (Th1 et Th2) de la réponse immunitaire et peut conférer un
certain degré de protection contre un challenge vaccinia ARFP-recombinant. La
cartographie peptidique a permis I’identification de nouveaux épitopes minimaux A2-
restreints pouvant potentiellement étre ciblés par les LTC.
Conclusion : L’ ARFP s’avére un candidat intéressant pour le développement d’un vaccin
préventif et/ou thérapeutique contre le VHC.

Mots clés : ARFP, virus de I’hépatite C, vaccin, épitopes lymphocytes T cytotoxiques



ABSTRACT
Background: It is estimated that close to 170 million people are infected with hepatitis C
virus (HCV). This virus induces a chronic disease state with serious health consequences
in up to 85% of people who become infected with it. As standard treatment (pegylated
IFN-a and ribavirin) has at best a 50% success rate, it would be advantageous to develop
a prophylactic and/or therapeutic vaccine against HCV. Alternate reading frame protein
(ARFP) is a small, highly conserved protein encoded in a reading frame overlapping that
of the HCV nucleocapsid protein. Both humoral and cellular responses directed towards
the ARFP have been detected in patients infected with HCV of all different genotypes,
indicating that the ARFP is expressed in vivo during HCV infection.
Methodology: We have sought to evaluate the immunogenicity of ARFP by using two
experimental vaccine platforms and by identifying HLA-A*0201 restricted CTL epitopes.
The first platform is a recombinant protein vaccine administered to C57B1/6 mice. The
second is a DNA vaccine that was inoculated into DBA/2 mice transgenic for HLA-DR
and HLA-A*0201. CTL epitopes were evaluated using a MHC class I binding assay.
Results: ARFP is a potent immunogen, capable of stimulating both the humoral and
cellular arms (Th1 and Th2) of the immune response, as well as conferring a certain
degree of protection against an ARFP-recombinant vaccinia virus challenge. Peptide
mapping assays led to the identification novel HLA-A*0201 restricted epitopes.
Conclusion: ARFP represents an interesting candidate for the development of a
prophylactic and/or therapeutic vaccine against HCV.

Keywords: ARFP, hepatitis C virus, vaccine, cytotoxic T lymphocytes eptiopes
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1 — Introduction

1.1.1. Historique

On donne le nom d’« hépatite » a toute maladie qui méne a I’inflammation du
foie. Plusieurs virus peuvent causer cette condition. Les herpesvirus, le virus Epstein-
Barr (EBV) et le cytomégalovirus (CMV) n’ont pas un tropisme spécifique aux
hépatocytes mais ils peuvent causer une inflammation transitoire du foie sans aucune
pathologie permanente (Microbiology 5°™ édition, p.889, Prescott Harley Klein, 2002).
Parmi les huit virus ayants un tropisme pour les hépatocytes, il y en a seulement cing qui
sont bien caractérisés et qui sont dénommés virus de I’hépatite A, B, C, D et E (Tableau
1.1). Les trois autres (F, G et TTV) ont été découverts récemment et ne sont pas bien
caractérisés (Tableau 38.4, Microbiology 5™ édition, Prescott Harley Klein, 2002). Le
virus de I’hépatite C (VHC) a été découvert en 1989 avec I’isolation d’un clone ADNc
identifi¢ comme étant 1’agent responsable pour la majorité des cas d’hépatite non-A-non-
B (NANB) associés a la transfusion sanguine (Choo et al. 1989).

Tableau 1.1 — Virus des hépatites

Virus Génome Classification

Hépatite A ARN Picornaviridae,
Hepatovirus

Hépatite B ADN Hepadnaviridae,
Orthohepadnavirus

Hépatite C ARN Flaviviridae,
Hepacivirus

Hépatite D ARN Non classifié

Hépatite E ARN Hepeviridae

Information provenant du site du comité international sur la taxonomie des virus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/index.htm




1.1.2. Transmission

La transmission du VHC se fait principalement par exposition percutanée directe,
soit par transfusion sanguine ou par des seringues contaminées. En Amérique du Nord,
les cas associés avec la transfusion sanguine ont diminué d’une fagon dramatique suite au
déploiment d’un systtme de dépistage (banques de sang a contribution volontaire,
questionnaires évaluant facteurs de risques, tests anti-VHC etc.). Ceci dit, la transfusion
sanguine reste un moyen de transmission important dans les pays en développement ou
les ressources pour ce genre de systéme ne sont pas disponibles (Shepard et al. 2005). Le
mode de transmission le plus prévalent dans les pays développés est maintenant la
transmission par seringues contaminées, surtout chez les utilisateurs de drogues
injectables (Dalgard et al. 2003; Balogun et al. 2003; Shepard et al. 2005), chez qui les
taux de séropositivité peuvent atteindre 90% (Alter MJ 1997). Dans les pays en
développement, I’utilisation de seringues d’une fagon non stérile est responsable d’une
grande proportion des nouvelles infections. En fait, une étude faite par ’OMS en 2000
rapporte que la pratique non stérile avec les seringues a été responsable d’environ 2
millions des nouveaux cas cette année 13 en particulier (Hauri et al. 2004).

La transmission périnatale (de la mere a I’enfant) survient a une fréquence de 2.7-
8.4% des enfants nés d’une mere infecté par le VHC. Les taux de transmission sont plus
€levés chez les femmes co-infectées avec le virus de I’immunodéficience humaine (VIH)
(jusqu’a 15%) (Thomas et al., 1998; Dal Molin et al., 2002). Il existe d’autres modes de
transmission, par exemple par contact sexuel, ou occupationnel, mais ils sont plus rares

et ’infection semble étre moins efficace dans ces contextes (Shepard et al., 2005).



1.1.3. Epidémiologie

Le VHC est endémique a I’échelle mondiale, mais sa distribution géographique
reste trés variable (Figure 1.1). On retrouve dans les pays développés des taux de
séroprévalence beaucoup plus faibles (comparativement aux pays en développement),
variant entre 0.63% en Allemagne (Palitzsch et al. 1999) et 2.2% en Italie (Puro et al.
1995). Dans les pays en développement, les taux sont passablement plus élevés. Par
exemple, en Chine, 3.2% (Shepard et al. 2005) de la population est séropositive (la Chine
compte pour 20% de la population mondiale). L’Egypte a le plus haut taux enregistré
avec 22% de sa population de 73 million infectée par le VHC (Frank et al. 2000). Ces
taux plus élevés sont associés avec des pratiques thérapeutiques non sanitaires :
réutilisation de seringues jetables, non stérilité de seringues en verre, visite chez un
pratiquant de médecine non licencié (Lin et al. 2003). Le cas particulier de I’Egypte serait
attribué a la campagne de vaccination thérapeutique contre la schistosomiase de 1960 a
1987 (Frank et al. 2000).

Figure 1.1 : Prévalence mondiale du virus de I’hépatite C

<19% 18%-13% Mz.m-w% .>2.9% Neot incloded in s WHO region

Tiré de The Journal of Clinical Pharmacology, 2004; 44:20-29



1.1.4. Diversité génomique
Le VHC est un virus avec une diversité génétique impressionnante. On compte six
génotypes majeurs, plus de 50 sous-types et, chez un méme individu, il peut y avoir
plusieurs centaines de variants (quasi-espéces) (Simmonds et al., 2005).
1.1.5. Pathogenése

Certaines études estiment que jusqu’a 30% des nouveaux cas d’infection par le
VHC peuvent présenter des symptomes dans la phase aigué (Alter MJ 1997). Les
symptdmes peuvent inclure un malaise général, la faiblesse, I’anorexie et la jaunisse
(Chen et al., 2006). Une augmentation des niveaux sériques d’alanine aminotransférase
(ALT), indice de la mort hépatocellulaire, est quantifiable de 2 a 8 semaines suivant
infection par le VHC. Il est estimé que 10-25% des personnes infectées vont développer
une réponse immunitaire suffisante pour combattre ’infection (Seeff LB 1999; Chen et
al. 2006), ce qui veut dire que 75-90% des patients qui acquierent le VHC vont
développer une maladie chronique, dont 20% de ceux-ci vont progresser a une cirrhose
du foie (Seeff LB 1999; Chen et al. 2006; Dustin et Rice 2007). En fait, la cirrhose du
foie causée par I’infection avec le VHC est responsable de la majorité des cas de
carcinome hépatocellulaire et est I’indication majeure pour la transplantation du foie aux
Etats-Unis (Levrero et al., 2006; NIH Concencus Statement for Management of HCV :
2002 ). La rapidité de la progression vers la cirrhose durant la phase chronique est
déterminée par plusieurs facteurs, tels que I’4ge a I’infection, la consommation d’alcool,
le sexe male, la coinfection avec le virus de I’hépatite B ou le VIH, et le degré
d’inflammation du foie (Alter MJ 1997, Chen et al. 2006). Quoi que les statistiques ne

soient pas concordantes (1% jusqu’a 74%), des manifestations extra hépatiques chez les



patients chroniques sont souvent rapportés (Blackard et al. 2006; Chen et al. 2006; Dustin
et Rice. 2007), les plus communes étant la cryoglobulémie mixte, la glomerulonéphrite,
des défauts lymphoprolifératifs et des problémes neurologiques (Blackard et al. 2006).
Les manifestations extrahépatiques présentes dans les organes lymphoides ou avec des
effets auto-immunitaires suggérent une capacité du virus de se répliquer, quoi que moins
efficacement, dans des cellules autre que les hépatocytes. En effet, de ’ARN a sens
négatif a été retrouvé dans les tissus du cerveau, les cellules dendritiques du sang
périphérique, le pancréas, la glande thyroide, la meelle osseuse, la rate et le fluide
cervico-vaginal de patients infectés chroniquement par le VHC (Goutagny et al. 2003;
Nowicki et al. 2005; Blackard et al. 2006).
1.1.6. Traitements

Le meilleur traitement disponible présentement consiste en une bithérapie avec
Iinterféron alpha pégylé et la ribavirine. Ce traitement donne une réponse virologique
soutenue dans 40-50% des cas (Huang et al. 2006) chez les patients infectés avec le VHC
de génotype 1 (génotype prédominant en Amérique du Nord et au Japon) et dans 80%
des patients infectés avec les génotypes 2 et 3 (Cornberg et al. 2003). Il n’y a
présentement aucun traitement préventif contre le VHC.
1.1.7. Modé¢les d’étude

Un facteur qui a considérablement ralenti la recherche concernant tous les
domaines d’étude du VHC (entrée virale, réplication, thérapie) est I’absence d’un modéle
de culture cellulaire ainsi qu’un modeéle chez les petits animaux. Jusqu’a récemment, le

meilleur modéle d’étude était le chimpanzé (Zhong et al. 2005).



Pour pallier au probléme du manque de modéles in vivo pour étudier les
mécanismes moléculaires d’infection avec le VHC, quelques techniques in vitro ont été
crées dont les réplicons subgénomiques et les pseudoparticules de VHC.

Les réplicons subgénomiques consistent du génome du VHC moins les régions
codantes pour les protéines structurales, celles-ci ayant été remplacées par [’internal
ribosomal entry site (IRES) d’un autre virus et marqueur de sélection (Lohmann et al.,
1999).

Les pseudoparticules de VHC, HCV-LP, sont des unités qui s’assemblent de
mani€re autonome et ne contiennent aucun génome. Il s’agit des séquences de protéines
structurales du VHC qui ont été injecté dans des cellules eucaryotes (insectes ou
mammifeéres). Les lysats cellulaires sont ensuite purifiés pour obtenir les HCV-LP qui
sont similaires aux virions isolés de patients infectés en ce qui concerne leur morphologie
et leurs propriétés biochimiques (Baumert et al., 1998).

Les pseudoparticules infectieuses de VHC (HCVpp) représentent un autre modéle
pour €tudier les interactions entre le virus et la cellule de I’hdte (Bartosch et al., 2003b).
Elles consistent en un vecteur d’expression des glycoprotéines de 1’enveloppe du VHC
les protéines core des lentivirus ou rétrovirus, un génome rétroviral ou lentiviral
compétent pour I’encapsidation et un géne rapporteur pour aider a mesurer ’infectivité
(Bartosch et al., 2006). Il existe un autre modéle employant un virus de la stomatite
vésiculaire (VSV) qui exprime les glycoprotéines de I’enveloppe du VHC. Toutes ces
méthodes ont ét€ utiles pour I’identification de récepteurs cellulaires potentiels pour
’attachement et ’entrée virale, mais puisqu’ils ne contiennent pas les protéines non-

structurales leur utilité est limitée.



Un modele de souris Alb-uPA SCID a été développé pour les études
d’histopathologie du foie. Ces souris SCID sont transgéniques pour quatre copies du géne
codant pour I’urokinase, qui est sous le contrdle du promoteur de ’albumine (Alb-uPA).
Ce géne cible la surproduction de [’urokinase, qui méne a la mort accélérée des
hépatocytes. De ce fait, leur foie peut étre reconstitué avec des cellules humaines (Mercer
et al., 2001). Par contre, comme il s’agit des souris immunodéficientes elles ne peuvent
pas €tre utilisées pour des études portant sur la réponse immunitaire.

Il y a aussi des souris transgéniques pour les molécules de CMH de classe 1 et de
classe 2 (HLA-A2.1 et HLA-DRI1 respectivement) qui ont été développées pour étudier
les réponses immunitaires telles qu’elles le seraient chez 1’humain. Les souris
transgéniques pour HLA-A2.1 et HLA-DR1 ne peuvent pas étres infectées par le VHC,
par contre elles sont utiles dans le contexte de développement de vaccin (Pajot et al.,
2004).

En 2005, trois équipes ont mis au point un systéme de culture cellulaire avec un
réplicon du VHC de génotype 2 (JFH-1) capable de produire des virions infectieux dans
la lignée cellulaire Huh7.5 (Lindenbach et al., 2005; Wakita et al., 2005; Zhong et al.,
2005). Ces cellules ont une mutation ponctuelle dans le géne encodant le retinoic acid
inducidble gene I (RIG-I), une hélicase d’ARN cytoplasmique, et donc sont plus
permissives. Peu apres, un systéme de culture cellulaire capable de produire des virions
infectieux utilisant un réplicon du VHC de génotype 1 (H77) a été développé dans une
lignée d’hépatocytes immortalisées (Kanda et al., 2006) et dans les cellules Huh7.5 (Yi et

al., 2006).



2- Le VHC

1.2.1. Biologie moléculaire

Le VHC fait partie de la famille Flaviviridae, genre hepacivirus. C’est un virus
enveloppé avec un génome & ARN simple brin de polarité positive. Le génome fait 9.6
Kb de long et la traduction de celui-ci produit une longue polyprotéine d’environ 3000
acides aminés (Figure 1.2). Les 11 protéines virales sont produites par des événements de
clivage co-traductionnels et post-traductionnels. Tout comme la plupart des virus 8 ARN,
la polymérase du VHC (NS5B) ne posséde pas d’activité de correction exogéne et donc le
génome du VHC est hautement mutable.
Figure 1.2 : Organisation de la polyprotéine du VHC. La fléche noire indique le

clivage par la peptidase signale de I’hdte. Les croix rouges indiquent les sites de clivage
de la peptidase signale du réticulum endoplasmique (RE).
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1.2.2. Les régions non codantes

Le génome du VHC contient deux régions non codantes (UTR), un en 5’ et I’autre
en 3’. Ces deux régions sont hautement conservées parmi les différents isolats du VHC et
la région 5° contient un site IRES qui est responsable de I’initiation de la traduction de
’ARN viral. La sous unité 40S du ribosome se lie a ce site et est mise en contact avec le
codon AUG initiateur pour débuter la traduction de la polyprotéine d’un maniére

indépendante de la coiffe (Penin et al., 2004; Spahn et al., 2001).
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1.2.3. Les protéine structurales

Le VHC compte 4 protéines structurales : la protéine de la nucléocapside (core ou
C), les glycoprotéines E1 et E2, et la protéine p7.

La nucléocapside (core)

La nucléocapside (core) est une protéine hautement basique et multifonctionnelle
(Tellinghuisen et al., 2002; Lindenbach et al., 2005). Son extrémité N-terminale contient
plusieurs motifs immunodominants tandis que son extrémité C-terminale est hydrophobe,
lui permettant de former des associations avec des gouttelettes lipidiques (Penin et al.
2004). La protéine core mature est produite par deux événements de clivage
protéolytique impliquant la peptidase signale de I’héte et la peptidase signale du RE qui
clive les séquences de signalisation entre core, E1, E2 (Penin et al., 2004) (Figure 1.2).
La fonction principale de core est ’encapsidation du génome viral, mais elle sert aussi de
facteur trans-modulateur qui stimule la traduction virale & partir de I’IRES (Boni et al.
2005). La protéine core a s’est vue attribuer beaucoup d’autres fonctions : la modulation
des promoteurs de hTERT, de p53 (Ray et al., 1997) et de p21 (Ray et al., 1998), qui
contrdlent le cycle cellulaire (Basu et al. 2004), ainsi que la protection contre la mort
cellulaire induite par TNFo (Marusawa et al., 1999). Core a aussi été impliquée dans
Iinterférence avec le métabolisme lipidique, I’initiation de la stéatose et la carcinogenése
hépatocellulaire (Moriya et al., 1998; Lerat et al., 2002).

Les glycoprotéines E1 et E2

Les deux glycoprotéines de I’enveloppe virale sont dénommées E1 et E2. Ce sont

des protéines transmembranaire de type 1 qui sont ancrées a la membrane du RE par leur

C-terminal hydrophobe (Penin et al., 2004) (Figure 1.3). Suite au clivage par la peptidase
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signal de I’hote, des séquences de signalisation situées dans les ectodomaines des
protéines E1 et E2 ménent a la formation d’un hétérodimére non-covalent. La protéine E2
contient trois régions hypervariables (HVR1, HVR2 et HVR3) (Kato et al., 1992;
Troesch et al., 2006) qui sont des points chauds au niveau de la diversité génétique, plus
spécifiquement la région HVR1. Ces régions hypervariables peuvent varier jusqu’a 80%
au niveau de I’identité des acides aminés qui les composent (Barth et al., 2006), ce en
réponse a la pression sélective exercée par le systéme immunitaire (Pavlovic et al., 2003).
El et E2 sont aussi essentiels pour la ’entrée virale (ligation au récepteur et infectivité)
(Penin et al., 2004).
La protéine p7

p7 est une petite protéine membranaire qui agit comme un canal ionique
(Pavlovic et al., 2003). Cette protéine de 63 acides aminés est modifiée par la peptidase
signale de I’h6te, qui clive les séquences de signalisation entre E2, p7, NS2 (Lindenbach
et al., 2005), suggérant que I’expression de p7 est régulée (Penin et al., 2004). 1l a été
démontré que p7 contribue au contrdle de la perméabilité ionique de la membrane
(Griffin et al., 2003); c’est pour cette raison qu’elle représente un candidat intéressant

pour le développement de traitements antiviraux.
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NS58

NS4B

Figure 1.3 : Organisation des protéines du VHC en relation avec la membrane du
réticulum endoplasmique. Basée sur les schémas provenant de Lindenbach et al.,2005
et de Dustin et Rice 2007.
1.2.4. L’entrée virale et la réplication

Jusqu’a présent, les seuls organismes connus étant capables de supporter la
réplication du VHC sont I’humain et le chimpanzé, les cellules cibles étant
principalement les hépatocytes. Comme le foie est I’organe qui supporte majoritairement
la réplication virale, on a supposé que les récepteurs cellulaires du virus étaient exprimés
spécifiquement sur les hépatocytes. Plusieurs candidats potentiels ont été identifiés. On
retrouve parmi eux le récepteur de lipoprotéine de faible densité (LDLr) (Agnello et al.,
1999), la tétraspanine CD81 (Pileri et al., 1998), le scavenger receptor-B1 (SR-B1)
(Scarselli et al., 2002), des glycosaminoglycans, les récepteurs DC-SIGN et L-SIGN
(Cormier et al., 2004; Lozach et al., 2004) et ASGPr (asialoglycoprotéine)(Saunier et al.,
2003). De tous ces candidats, CD81 semble étre le plus probable, étant donné qu’il a été
démontré que la boucle extracellulaire de la glycoprotéine virale E2 se lie a celui-ci avec

une haute affinité (Pileri et al., 1998). SR-B1. un récepteur impliqué dans le transport

bidirectionnel du cholestérol, est un autre candidat attrayant puisqu’il a été démontré
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qu’en présence de siRNA pour SR-B1 I’entrée des pseudoparticules de VHC est
remarquablement diminuée (Lavillette et al., 2005). Des études faites sur ces deux
récepteurs ont démontrées que des cellules hépatiques exprimant les molécules CD81 et
SR-BI1 sont permissives a I’infection avec des pseudoparticules du VHC, mais que des
cellules non-hépatiques exprimant CD81 et SR-B1 ne le sont pas (Bartosch et al., 2003a;
Cormier et al., 2004). Il est donc proposé que ces récepteurs servent de corécepteurs et
que le récepteur primaire soit spécifique aux hépatocytes.

Plus récemment, un récepteur candidat essentiel pour I’entrée cellulaire du VHC a
été identifié. Le récepteur en question est la protéine Claudin-1, une composante des
jonctions serrées qui est exprimée a des niveaux trés élevé dans le foie. Plus
spécifiquement, c’est la premiére boucle extracellulaire de cette protéine (EL1) qui est
nécessaire pour permettre I’entrée du VHC dans la cellule (Evans et al., 2007).

En plus d’étre impliquées dans I’association avec les récepteurs sur les cellules
cibles, les glycoprotéines E1 et E2 du VHC ont une structure homologue aux protéines de
fusion des autres flavivirus, suggérant qu’elles sont des protéines de fusion de type II
(Rey et al., 1995; Bressanelli et al., 2004). Les protéines de fusion de type II ont un
peptide de fusion interne (Voisset et al., 2004) qui est exposé aprés un changement de
conformation induit par une faible baisse de pH (vers un pH acide) dans les endosomes
(Hsu et al., 2003). Suite a son exposition, le peptide de fusion catalyse la fusion de
’enveloppe virale avec la membrane cellulaire (Bressanelli et al., 2004). Le génome viral
est ensuite reldché dans le cytoplasme de la cellule. L’initiation de la traduction de la

polyprotéine survient apres la ligation du ribosome a I’IRES.
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1.2.5. Les protéines non structurales
Les six autres protéines du VHC sont des protéines non-structurales qui forment un
complexe de réplication qui est li¢ a la membrane cellulaire (Gosert et al., 2003). Ce sont
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, et NS5B.
NS2

La protéine NS2 est intégrée a la membrane du RE et ne semble pas étre
nécessaire pour la formation du complexe de réplication in vitro (Lohmann et al., 1999),
mais qui est par contre nécessaire in vivo (Brass et al., 2006). La seule fonction attribuée
a NS2 est le role d’autoprotéase qu’elle partage avec le terminal aminé de NS3. Les deux-
tiers en C terminal de NS2 posséde une activité cystéine protéase (Lindenbach et al.,
2005).
NS3/NS4A

Le complexe NS3/NS4A est une sérine protéase responsable pour tous les
événements d’épissage protéolytique qui surviennent en aval de ce site (Lindenbach et
al., 2005). NS4A est une petite protéine de 54 acides aminés qui agit en tant que
cofacteur pour NS3 en orientant son site catalytique (Huang et al., 2006) et fait aussi en
sorte que NS3 soit ciblée aux membranes intracellulaires du RE par un peptide
hydrophobe en N-terminal (Wolk et al., 2000).

NS3 est une protéine multifonctionnelle qui contient une séquence codant pour
une NTPase/ARN hélicase dans les 2/3 C-terminal (Lindenbach et al., 2005). Son activité
d’hélicase est indispensable pour la réplication virale. En bref, elle sépare des régions de

18pb de I’ARN substrat (Serebov et al., 2004; Levin et al., 2005). Par contre la
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signification de cette fonction dans le contexte du processus de réplication de ’ARN viral
est encore mal comprise.

Etant donné le rdle important de NS3 dans la maturation de la polyprotéine,
plusieurs études ont été consacrées au développement de traitements antiviraux qui
ciblent spécifiquement cette protéine. Il existe deux classes d’inhibiteurs de protéase qui
ont été créés largement par des études de modélisation moléculaire: les inhibiteurs
peptidomimétiques (De Francesco et al., 2003) et les molécules non-peptidiques. Parmi
les inhibiteurs peptidomimétiques, on retrouve deux sous catégories de molécules: les
non-covalents (molécules ayant une plus haute affinité pour le site catalytique de NS3) et
les molécules covalentes (qui se lient d’un fagon irréversible au résidu sérine dans le site
actif ou qui incorporent des groupes qui vont piéger le résidu sérine) (Narjes et al., 2003).
Deux molécules peptidomimétiques sont présentement en étude clinique de phase 2, et
une autre et en évaluation toxicologique (Tableau 2).

NS4B

NS4B est une protéine de 27 kDa trés hydrophobe qui devient intégrée a la
membrane du RE suite a une localisation cotraductionnelle (Hugle et al., 2001). 1l a
récemment été observé que 1’expression de NS4B induit la formation d’un altération
spécifique de la membrane, sorte de toile membraneuse qui servirait d’échafaudage pour
le complexe de réplication (Egger et al., 2002).

NS5A

NSS5A est un zinc métalloprotéinase qui a une structure ressemblant a une pince

(Tellinghuisen et al., 2004) et qui a pour fonction d’influencer I’efficacité de réplication

du VHC (Evans et al., 2004; Appel et al., 2005). C’est une protéine qui est phosphorylée
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sur plusieurs résidus sérine et qui joue possiblement un role dans la modulation de la
réponse a I’IFN (Lohmannn et al., 2001).
NSSB

NS5B est PARN polymérase ARN dépendante du VHC. La protéine est ciblée a
la membrane du RE par son domaine transmembranaire de fagon post-traductionnelle. La
structure de cette protéine prend la forme classique « main droite » des polymérases
simple brin (Ollis et al., 1985), c'est-a-dire qu’il y a un doigt, une paume et un pouce
encerclant le site catalytique de la polymérase. Cette structure permet la formation d’un
canal qui laisse la polymérase s’associer avec I’ARN simple brin (Lesburg et al., 1999) .
La polymeérase produit une chaine d’ARN simple brin de polarité négative et, par la suite,
utilise cet intermédiaire pour produire I’ARN génomique de polarité positive.

NS5B représente une cible intéressante pour le développement d’anti-viraux
puisqu’elle joue un réle essentiel dans le cycle de réplication viral. Dans la catégorie
d’inhibiteurs de polymérase, il y a les inhibiteurs nucléosidiques et les inhibiteurs non-
nucléosidiques. Les inhibiteurs nucléosidiques de NS5B permettent la terminaison
prématurée du processus d’élongation de I’ARN naissant. Parmi les nouveaux candidats
il y a le NM283 (Idenix), une pro-drogue administrée de fagon orale qui non seulement
inhibe directement la polymérase mais qui s’incorpore aussi a la chaine naissante
(Toniutto et al., 2007). La pro-drogue R1626 (Roche) est quant a elle convertie en
R1479 in vivo qui a été essayé sur des patients chroniques infectés avec le VHC avec des

résultats promettant.
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Les inhibiteurs non-nucléosidiques, eux, ciblent les sites allostériques régulateurs

de NS5B. Deux molécules inhibitrices non-nucléosidiques sont présentement en essai

clinique (Tableau 2).

Tableau 1.2 —Agents anti-VHC en voie de développement

Drogue Compagnie Phase Catégorie Référence
ITMN 191 Intermune Evaluation Inhibiteur NS3 InterMune,
toxicologique peptidomimétique | communiqué
non-covalent de presse.
2006-10-30
VX-950 Vertex — Eli I Inhibiteur NS3 Narjes et al.,
Lilly peptidomimétique | 2003
covalent
SCH 503034 | Schering-Plough | II Inhibiteur NS3 Schering-
peptidomimétique | Plough,,
covalent communiqué
de presse.
2005-11-14
NM-283 Idenix/Novartis | II Inhibiteur NS5B Toniutto et
nucléosidique al., 2007
JTK-103 Akros I Inhibiteur NS5B Huang et al.,
allostérique 2006
HCV-796 Viro/Wyeth I Inhibiteur NS5B Viropharma,
allostérique communiqué
de presse.
2006-10-24
R1626 Roche II Thibiteur NS5B Roche,
nucléosidique communiqué
de presse.

2006-10-27
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3 — La réponse immunitaire

1.3.1. Contexte

La qualit¢ de la réponse immunitaire innée et adaptative qui est produite lors de
I'infection par le VHC et un facteur crucial pour déterminer si le virus sera éliminé ou si
une infection chronique va s’installer. Puisque la phase aigué n’est pas apparente pour la
majorité des personnes infectées, les données utilisées pour comparer une réponse
immunitaire qui réussit a résoudre I’infection versus une réponse qui ne réussi pas a
contréler la réplication virale ont été obtenues via des modéles d’infection aigué chez le
chimpanzé (Cooper et al., 1999; Bowen et al., 2005) et des cohortes de personnes avec
des comportements a haut risque (Lechner et al., 2000; Bowen et al., 2005).

1.3.2. La réponse innée

Le systéme immunitaire inné utilise de nombreuses stratégies pour détecter la présence de
’ARN viral. Des récepteurs qui reconnaissent des motifs moléculaires conservés parmi
les pathogénes sont capables de déclencher une cascade biochimique qui produit un
environnement cellulaire antimicrobien. Pour la reconnaissance de I’ARN double-brin les
molécules Toll-like receptor 3 (TLR3) et RIG-I (Figure 1.4), déclenchent des cascades
qui ultimement vont produire des cytokines proinflammatoires (notamment les IFN de
type 1). Ceci mene a une augmentation de la production des génes inductibles par I'I[FN
de type 1; dont le facteur de transcription STAT] et les voies activées par les génes des
familles OAS et Mx, géne 56 et NFkB (Bigger et al., 2001). Cette réponse est observée
dans tous les cas d’infection aigué avec le VHC, nonobstant le résultat de I’infection

(chronicité vs. résolution) (Bigger et al., 2001; Su et al., 2002). Par contre, chez le
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chimpanzé, I’intensité de cette réponse est un prédicteur de I’issue de I’infection (Major

et al., 2004).

TLR3

NS3/4A

Cytoplasme

P P

A I
IRF3 IRF3 T [
A & J [IRF3 IRF7
N I |

Figure 1.4 : Cascades TLR3 et RIG-I et leur implication dans I’immunité innée.
Points d’inhibition de la sérine protéase du VHC NS3/4A. Adapté du schéma de Qureshi
2006.

D’autres cellules d’origine lymphoide qui pourraient avoir une influence sur les
€tapes précoces de I’infection sont les cellules NK (qui sont abondantes dans le foie), les
NKT, et les cellules dendritiques qui servent de liaison entre la réponse innée et la
réponse adaptative (Guidotti et al., 2001; Munz et al., 2005).

Le VHC, pour sa part, dispose de plusieurs mécanismes pour interférer avec la
réponse innée. La sérine protéase du VHC, NS3/4A est capable de bloquer IRF3 dans la
cascade de RIG-I en inhibant la protéine adaptatrice Cardif, ainsi qu’en clivant TRIF, une
protéine adaptatrice dans la cascade de TLR3 (Figure 1.4) (Foy et al., 2005; Li et al..

2005).
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1.3.3. La réponse humorale

Le r6le exact de la réponse humorale dans le contexte d’une infection avec le
VHC n’est pas trés bien compris. Des anticorps spécifiques au VHC sont détectables
seulement de 6 a 8 semaines aprés 1’infection, ce qui représente un délai considérable
pour la séroconversion. Les anticorps dirigés contre les protéines non-structurales du
virus sont généralement détectés avant ceux dirigés contre les protéines structurales et
sont pour la plupart de I’isotype IgG1 (Netski et al., 2005). Ces anticorps ne sont pas
indispensables pour la résolution de ’infection (Cooper et al., 1999; Thimme et al., 2002)
et, chez les patients qui ont une résolution spontanée de I’infection les titres d’anticorps
anti-VHC diminuent rapidement (Takaki et al., 2000). Ils peuvent influencer le cours de
la maladie: par exemple, I’apparence des anticorps spécifiques pour la région
hypervariable 1 (HVR1) de E2 est associée avec la transition vers une infection
chronique (Major et al., 2004). Il existe des anticorps neutralisants, mais ceux-ci ne
contribuent pas en grande partie 4 I’immunité protectrice, puisque des hauts titres peuvent
étre détectés chez des patients infectés chroniquement (Dustin et Rice 2007).

Il est possible, par contre, que la réponse humorale puisse conférer une protection
partielle contre une infection par le VHC. Des études menées chez le chimpanzé ont
montré que 1’apparition d’anticorps anti-E2 correspondait a une diminution de la charge
virale (Youn et al., 2005) et que I'immunisation avec de I’antisérum hyperimmun pouvait

réussir a protéger les chimpanzés contre le VHC dans le contexte de challenge autologue.

(Farci et al., 1996).
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1.3.4. La réponse cellulaire

La réponse aigué est, en général, définie comme prenant place durant les premiers
6 mois suivant I’infection avec le VHC. Lors des premiéres semaines, la charge virale
plasmatique augmente de fagon exponentielle avant que le systéme immunitaire réussisse
a prendre le contrdle (transitoire ou permanent) de la réplication virale. L’induction de
PIFN-y au niveau du foie est détectable seulement quelques semaines suite a I’infection
par le VHC chez I’humain. Chez les patients qui réussissent a maintenir un contrdle
transitoire de la virémie, on observe une augmentation de l’expression des génes
inductibles par I'I[FN-y (MIG, RANTES, IP10) et de ceux associés avec la présentation
antigénique (Su et al., 2002). La raison pour laquelle la réponse adaptative peut prendre
des semaines avant de faire son apparition n’est pas encore bien comprise (Cooper et al.,
1999; Thimme et al., 2001).

Les lymphocytes T CD4" jouent un role important dans le contréle de la virémie.
Tout dépendant de la nature du pathogéne, les cellules T CD4" vont se différencier en
cellules T-helper 1 (Thl) et produire des cytokines (i.e. IFN-y) qui vont sensibiliser et
soutenir une réponse a médiation cellulaire, ou elles vont se différencier en cellules T-
helper 2 (Th2) et produire des cytokines (i.e. IL-4) qui vont induire une réponse a
médiation humorale.

Un atout des virus 8 ARN (comme le VHC) qui établissent une infection
persistante consiste en leur capacité d’induire un état dysfonctionnel des cellules T CD4"
(Shoukry et al., 2004). Chez les patients qui ont une résolution spontanée de I’infection,
la réponse CD4™ est robuste, cible de nombreux épitopes (Missale et al., 1996; Thimme et

al., 2001), et méne a une production d’JFN- y dépendante de I’antigéne (Woollard et al.,
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2003). Une réponse CD4" est détectable, du moins de facon transitoire (Gerlach et al.,
1999) chez la majorité des patients. Par contre il faut que cette réponse soit maintenue
pour éradiquer le virus (Gerlach et al., 1999).

L’initiation de la réponse immune CD8" est associée 4 une augmentation des
niveaux d’ALT et d’AST (aspartate aminotransférase) et une diminution de I’ARN viral
en circularion (Thimme et al., 2002). Ces cellules, dite lymphocytes T cytotoxiques
(LTC), ont une fonction effectrice et peuvent sécréter les cytokines TNF-a et IFN-y. Chez
I’humain comme chez le chimpanzé la réponse immune médiée par les cellules CD8" qui
réussit controler I’infection en ciblant plusieurs épitopes restreints par les molécules du
CMH de classe I (Rehermann et al., 1996; Cooper et al., 1999; Lechner et al., 2001;
Lauer et al., 2004; Urbani et al., 2006).

Chez les patients qui résolvent une infection VHC, des réponses immunes CD4"
et CD8" de type mémoire sont mesurables méme plusieurs années apres la résolution
(Urbani et al., 2006; Kanto et al., 2006). Ceci pourrait expliquer I’incidence diminuée de
I'infection chronique observée chez les personnes ayant résolu I’infection en phase aigué

et qui se sont par la suite réexposées au VHC (Mehta et al., 2002).
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4 - Vaccin

1.4.1. Développement de vaccin

On estime que pres de 3% de la population mondiale est infectée par le VHC.
Ceci représente un réservoir énorme pour de nouvelles infections et un probléme de santé
publique trés important. Méme si il y a beaucoup de traitements prometteurs pour traiter
le VHC a I'horizon, les meilleurs régimes thérapeutiques présentement utilisés n’ont
seulement que 50% de succes chez les patients infectés de maniére chronique. Il serait
trés avantageux de développer un vaccin, prophylactique et/ou thérapeutique afin
d’améliorer la situation présente.

Le développement d’un vaccin contre le VHC a rencontré beaucoup des mémes
obstacles qui ont limité les résultats de la recherche sur ce virus: la grande diversité
génomique et la distribution géographique du VHC, les quasiespéces en évolution
continuelle, et le manque de modéles animaux pour étudier ’infection par le VHC. Le
seul modéle animal pour tester les traitements dans un contexte d’infection est le
chimpanzé, et chez ceux-ci I'infection se résout plus que chez I’homme. 1l y a cependant
plusieurs pistes encourageantes en ce qui en trait au développement de vaccin; il est
estimé qu’un certain pourcentage (jusqu’a 50% - Seeff LB 2002) des personnes qui
deviennent infectées avec le VHC vont réussir a contrdler la virémie au cours de la
période aigué et vont éliminer ’infection. Le systéme immunitaire peut donc, dans
certaines circonstances, controler I’infection (voir section précédente). Les réponses
immunitaires de ces patients, ainsi que celles des chimpanzés infectés qui éliminent
Pinfection, ont révélé des éléments importants pour la résolution de I’infection (Lechner

et al., 2001). II a été démontré que les individus qui montent une forte réponse de type
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Th1 ciblant plusieurs €pitopes viraux, notamment ceux des protéines de la capside (core)
et des protéines non-structurales (NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B), ont plus de chances
de résoudre I’infection (Tsai et al., 1997; Gerlach et al., 1999). On a aussi observé qu’une
réponse incluant des cellules CD4" Th etait nécessaire pour maintenir le controle de la
virémie. Le role des anticorps reste mal compris. Des anticorps neutralisants réagissant
contre plusieurs génotypes du VHC ont été observés, anticorps qui reconnaissaient les
glycoprotéines E1 et E2 de I’enveloppe (Meunier et al., 2005). L’importance de leur
contribution a la réponse immunitaire reste cependant a définir. Puisque le systéme
immunitaire semble étre capable de résoudre I’infection dans certaines circonstances, il
est possible qu’un vaccin stérilisant ne soit pas nécessaire : un vaccin qui augmenterait le
spectre et la spécificité de la réponse immunitaire de I’héte pourrait suffire. Plusieurs
plateformes vaccinales ont été¢ développées dans cette optique. Les sections qui suivent
contiennent une bréve description de quelques stratégies vaccinales ayant été essayées et
de quelques autres qui sont en développement.
1.4.2. Protéine recombinante

Cette méthode consiste a utiliser une protéine virale produite in vitro en
conjonction avec un adjuvant pour augmenter son immunogenicité. Puisque
I’immunisation avec des protéines de la capside et de ’enveloppe ont un effet protecteur
chez d’autres Flaviviridae chez ’humain, ce sont majoritairement ces protéines qui ont
été utilisées pour le développement de vaccins protéiques dans le cas du VHC. Les
glycoprotéines E1 et E2 avec un adjuvant huile/eau ont été utilisées pour immuniser des
chimpanzés qui ont, par la suite, été inoculés avec le VHC. Ce vaccin a réussi a stimuler

une réponse humorale robuste et a méme réussi a protéger les chimpanzés contre un
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challenge avec un virus homologue (Choo et al., 1994). Un challenge avec un virus
hétérologue par contre a mené a une infection aigué chez tous les animaux, quoi que
I’infection se soit plus fréquemment résolue chez les animaux immunisés (Houghton et
Abrignani, 2005; Youn et al., 2005).

Les réponses humorales et cellulaires contre la glycoprotéine E1 sont souvent
diminuées chez les patients chroniquement infectés. Un role thérapeutique pour cette
protéine a donc été évalué en immunisant avec El (alum comme adjuvant). Il a été
démontré que ce vaccin pouvait améliorer le pronostic de I’hépatite C (Leroux-Roels et
al., 2004). I1 fait présentement objet d’études clinique de phase II (Innogenetics).

Un vaccin comprenant la polyprotéine (core + protéines non-structurales) a été
utilis€ dans un modéle murin pour étudier les réponses immunes B et T avec deux
adjuvants différents: la poly (DL-lactide co-glycolide) (Otten et al., 2003) et le MF59
(Ott et al., 1995), en présence ou en absence de motifs cytidine-phosphate-guanosine
(CpG) (Klinman 2004). Les motifs CpG non méthylés sont utilisés de maniére courante
dans le développement de vaccins a ADN parce qu’ils augmentent la réponse
immunitaire de type 1 en induisant la production d’IL-6, IL-12 de d’IFN-y (Klinman et
al., 1996, Chu et al., 1997, Klinman et al., 1997,). Ces formulations de vaccin ont élicité
d’importantes réponses humorales et cellulaires dirigées contre la polyprotéine compléte
ainsi qu’envers les composantes individuelles (Vajdy et al., 2006).

Un autre vaccin en phase Ib d’étude clinique est la protéine core avec ’adjuvant
ISCOMATRIX (Polakos et al., 2001). Ce vaccin induit des réponses de type Th1 CD4" et

CD8" chez des macaques et des individus sains.
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1.4.3. Virus-like particles (VLP)

Ce type de vaccin a I’avantage d’avoir les mémes propriétés qu’un virion de
VHC. Ces particules auto assemblantes sont produites dans des cellules d’insectes a partir
de I’ADNCc des protéines structurales du VHC (core, E1 et E2). L’immunisations avec le
VLP-VHC chez le babouin et la souris a produit de fortes réponses Thl et des titres
d’anticorps anti-E2 élevés (Lechmann et al., 2001; Jeong et al., 2004). L’administration
des VLP avec des CpG n’a pas augmenté I’immunité de fagon significative dans ces deux
études.

Une étude récente a rapporté que des VLP-VHC formées par la protéine de
capside du virus mosaique de la papaye fusionnée a la glycoprotéine E2, ont produit une
réponse immunitaire de type Th1/Th2 chez des souris C3H/HeJ (Denis et al., 2007).
1.4.4. Virus recombinants

Les virus recombinants représentent une méthode efficace d’acheminer de I’ ADN
aux organes cibles et produire des niveaux de protéine recombinante élevés. Les virus
souvent utilisés comme véhicule de livraison de matériel génétique sont les adénovirus et
les poxvirus puisqu’ils ont des génomes assez larges et I’innocuité des souches atténuées
a déja été évaluée (Perkus et al., 1995).

Une plateforme vaccinale employant 1’adénovirus de type 6 (Ad6) exprimant les
protéines non-structurales du VHC a été testé chez la souris et les résultats indiquent que
ce vecteur est capable d’induire efficacement des réponses cellulaires et humorales

diversifiées contre le VHC (Capone et al., 2006). De plus, il y a moins d’anticorps
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neutralisants contre I’Ad6 présents chez la population nord américaine qu’il y en a pour
I’AdS, le vecteur le plus souvent utilisé.

Enfin, Biomérieux a développé une plateforme vaccinale utilisant le Modified
Vaccinia Ankara (MV A) pour immuniser contre les glycoprotéines E1 et E2 (Abraham et
al., 2004). L’utilisation de ce vecteur chez des souris transgéniques pour HLA-A2.1 a
produit des réponses Thl, tandis que chez les souris C57Bl/6, c’est une réponse de type
Th2 qui a été induite.

1.4.5. Vaccin a ADN

Un vaccin 8 ADN consiste en un plasmide purifié contenant un insert codant pour
I’antigeéne contre lequel on veut immuniser. Les vaccins 8 ADN sont souvent administrés
avec des molécules immunomodulatrices (interleukines, facteurs de croissance, motifs
bactériens conservés) pour tenter d’augmenter leur immunogenicité et obtenir une
réponse Thl et une réponse Th2. On utilise aussi des stratégies « prime-boost » ou le
vaccin @ ADN est administré avec une immunisation (boost) protéique.

Ainsi, un vaccin & ADN exprimant les protéines core, E1, E2 et NS3 a élicité une
immunité protectrice chez le chimpanzé contre une infection avec le VHC hétérologue ou
de moins a mené a une amélioration de I’infection (Rollier et al., 2004). Un autre groupe
a testé un vaccin & ADN codant pour toutes les protéines du VHC avec un « boost » de
poxvirus de canari, les résultats de cette étude indiquent que le « boost » servirait de

maniere d’augmenter et de diversifier la réponse des cellules T envers les protéines du

VHC (Pancholi et al., 2003).
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1.4.6. Vaccin Peptidique

Il s’agit d’immuniser contre un antigéne en utilisant les épitopes qui vont étre
directement reconnus par les cellules T CD8" ou CD4". Des algorithmes de prédiction
permettent d’identifier dans la séquence d’une protéine des motifs qui seront reconnus
par les CMH de classe I et de classe II et qui vont, suite & ’immunisation, cibler la
réponse immunitaire envers ces épitopes.

Parmi les études faites sur ce type de vaccin, on en retrouve une qui a utilisé des
peptides LTC et Th de trois protéines non-structurales du VHC (NS3, NS4B et NS5B).
Les peptides ont été utilisés pour immuniser des souris transgéniques pour HLA-A2.1 et
les réponses immunitaires subséquentes ont été analysées. On a observé que ces peptides
avaient la capacité d’activer de cellules VHC spécifiques produisant de I’'IFN-y

(Fournillier et al., 2006).
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S - L’ARFP/F

1.5.1. Historique

En 2001, deux équipes ont découvert une nouvelle protéine distincte encodée dans
un cadre de lecture alternatif chevauchant celui de la protéine de la nucléocapside.
L’équipe de Xu et al. & réussi a produire cette protéine de 17 kDa en introduisant un
changement de cadre de lecture programmé pour traduire ’ORF+1 de core (Xu et al.,
2001). L’équipe de Walewski s’est basée sur I’hypothése que plusieurs virus encodent
des genes dans des régions chevauchantes et a lancé comme hypothése que le VHC
pourrait lui aussi avoir de telles régions multifonctionnelles. Ils ont utilisé le programme
« Framesplitter » et I’analyse de séquences pour vérifier I’existence de telles séquences.
La protéine ainsi découverte a par la suite été nommée ARFP pour « alternate reading
frame protein » (Walewski et al., 2001) ou protéine F pour « frameshift » (Xu et al.,
2001)
1.5.2. Séquencage

La présence d’'un ORF+1 a été détectée dans au moins 89% des séquences de
VHC disponibles dans GenBank (Walewski et al. 2001). La conservation de ce cadre de
lecture indique qu’il est bénéfique pour la survie du VHC d’une fagon ou d’une autre. I
est particuliérement intéressant que 1’un des proches parents du VHC, le virus GB
(GBV — Deinhardt et al., 1967), encode lui aussi une protéine dans un cadre de lecture
alternatif de la protéine core (Xu et al. 2001).

Des analyses de séquence de I’ARFP ont démontré que la séquence d’acides
aminés de ’ARFP est plus variable a travers les génotypes du VHC que celle de la

protéine core (Ogata et al., 2002), mais qu’elle aurait le méme degré de conservation
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d’identité¢ que la protéine NS2 (Walewski et al., 2002). En revanche, a I’intérieur d’un
génotype, la séquence d’acides aminées de I’ARFP est plutét conservée, i.e. >90% pour
les génotypes 1a et 3, et >60% pour le génotype 2 (Bain et al. 2004). La divergence
entre les séquences n’affecte pas la reconnaissance antigénique des anticorps anti-ARFP :
pour la grande majorité des génotypes, (1, la, 1b, 1c, 2, 3, 4, 5) la reconnaissance anti-
ARFP (construction génotype la) parmi les isolats de VHC varie entre 42% (génotype
l1a) et 77% (génotype 2) (Komurian-Pradel et al. 2004). Il y a donc une réactivité croisée
considérable des anticorps anti-ARFP qui pourrait étre intéressante pour le
développement d’un immunogéne.
1.5.3. Biologie moléculaire et synthése

La protéine en tant que telle posséde une masse moléculaire moyenne de 17 kDa,
quoi que cela varie tout en fonction du génotype (Ogata et al. 2002; Xu et al. 2003). Elle
partage sa séquence N-terminale avec la protéine de la nucléocapside, core, et a une trés
courte demi-vie (8-10 minutes). Sa stabilité in vitro peut étre augmentée avec I’ajout d’un
inhibiteur de protéasome, tel que le MG132 (Xu et al., 2003; Roussel et al., 2003;
Lamarche et al., non publi¢). Des essais de marquage intracellulaire ont démontré que
I’ARFP s’associe avec le réticulum endoplasmique (Xu et al. 2003) et qu’elle se localise
au cytoplasme (Roussel et al. 2003).

En ce qui concemne la synthése de I’ARFP, trois mécanismes alternatifs ont été

proposés (Figure 1.5).
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Modeéle de Xu et al., 2001

Frameshift +1 codon 11

>
!
v

Modegle de Mavromara et al., 2003 et Brakier-Gingras 2005

AUG 26 ATG 598 et 604
B
Modéle de Boulant et al., 2003
Frameshift +1 codon 42 Double frameshift codon 144

Figure 1.5 : Les trois mécanismes proposés pour la production de I’ ARFP.

Le premier est le mécanisme de changement de cadre de lecture induit par une
région riche en adénines (A) entre les codons 8-14 de la séquence codante de la protéine
core (Xu et al., 2001; Walewski et al., 2001; Roussel et al., 2003)(Figure 1.5A). Cette
séquence, dite « glissante », forcerait un changement de cadre lecture chez une minorité
de ribosomes qui initient la traduction au codon initiateur AUG de la protéine core. Ce
mécanisme de changement de cadre de lecture programmé serait unique au sein de la
famille Flaviviridae, mais d’autres virus, tel que I’influenza (Walewski et al., 2001) et les
coronavirus (Roussel et al., 2003), partagent la particularité d’encoder des protéines dans
des séquences codantes chevauchantes. Certaines controverses demeurent quant aux
modalités de ce glissement du ribosome. Le groupe de Wychowski a démontré qu’une

mutation aux codons 9 et 11 est absolument nécessaire pour la production de I’ARFP,
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tandis que le groupe de Ou a rapporté que ces mutations ne font qu’augmenter la
production de ’ARFP. Puisque ces équipes utilisent des approches expérimentales
différentes, il est difficile de les réconcilier.

Le deuxiéme mécanisme proposé est celui d’un codon initiateur interne a la
séquence de I’ARFP (Vassilaki et Mavromara 2003; Baril et Brakier-Gingras 2005)
(Figure 1.5B). Les résultats qui viennent supporter cette hypothése sont que des
mutations retrouvées dans les séquences provenant des patients infectés contiennent des
mutations spontanées dans les codons 9 et 11, mais que cela n’affecte pas la production
de ’ARFP. De plus, I’insertion d’un codon stop a la place du codon initiateur ATG de la
polyprotéine n’abolissait pas la synthése de I’ARFP (Vassilaki et Mavromara 2003).
Vassilaki et Mavromara ont démontré qu’il y a deux codons ATG additionnels a
Pintérieur de la séquence codante pour 'ARFP (598 et 604), qu’ils sont trés bien
conservés parmi les isolats de VHC, et que si seulement un des deux était muté en GGG
cela n’affectait pas la production de I’ ARFP. Par contre, si les deux sont mutés en GGG,
le niveau de production de I’ARFP diminue considérablement (Vassilaki et Mavromara
2003).

Pour sa part, I’équipe de Baril a montré que le codon 26 (GUG) du cadre de
lecture +1 pourrait étre responsable de la production de I’ARFP. Ils ont proposé que
PAUG 26 induit un changement de conformation dans le site P de la sous unité 40s du
ribosome lorsqu’il interagit simultanément avec I’IRES, ce qui initierait la traduction du
cadre de lecture alternatif. Leur argument contre le modéle de changement de cadre de

lecture programmé induit par une séquence de glissement, est que ce résultat est favorisé



33

lorsque la protéine est produite en E. coli et que ce n’est probablement pas représentatif
de ce qui se passe dans des cellules hépatiques.

De son c6té, I’équipe de Jean-Pierre Lavergne a rapporté qu’il y avait initiation au
codon 42 dans le cadre de lecture +1 de la protéine core et également au codon 144 (qui
produit la protéine « double frameshifted core ») (Figure 1.5C) (Boulant et al., 2003). La
critique qui est apporté a ce modéle est que I’AGG présent au codon 42 est relativement
rare chez les bactéries, mais que chez les humains c’est plus commun, ce qui pourrait
promouvoir un glissement du ribosome chez E.coli (Baril et Brakier-Gingras 2005). De
plus, le codon Stop présent a la position 144 (UAG) est faible, et pourrait induire un
glissement du ribosome au lieu d’un arrét de la transcription.

Malgré ces divergences d’opinions, il a été confirmé que, peu importe le
mécanisme impliqué, I’ARFP est effectivement produite au cours d’une infection
naturelle par le VHC (Xu et al., 2001; Walewski et al., 2001; Komurian-Pradel et al.,
2004; Troesch et al., 2005)

1.5.4. Fonction biologique

A ce jour, aucune fonction biologique définitive n’a été attribuée a I’ARFP. Nous
savons qu’elle ne partage pas la majorité des fonctions déja assignées a la protéine core,
dont elle chevauche une partie de la séquence codante (Basu et al., 2004). La seule
fonction commune de core et de I’ ARFP serait une association avec la protéine p21, une
kinase inhibitrice cycline-dépendante (Basu et al. 2004). L’expression de I’ARFP
diminuerait la quantit¢ de p21, ce qui serait responsable de la promotion de la

prolifération cellulaire.
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Une interaction spécifique avec la préfoldine 2 (PFD2) lui a été attribuée par
méthode de test de levure en double hybride. La surexpression de I’ARFP nuirait a la
fonction normale de la préfoldine 2 (PFD2), une sous-unité de préfoldine (PFD) (Tsao et
al. 2006). Cette activité de I’ARFP ménerait a des anomalies du cytosquelette et, de ce
fait, mettrait fin & la réplication virale. L’ARFP pourrait donc servir de modulateur de
réplication virale afin de contourner ’apoptose lors de périodes de réplication élevée,
puisque plusieurs protéines du VHC sont cytopathiques dans les hépatocytes (Kalkeri et
al., 2001; Balasubramanian et al., 2005). Dans ce sens, I’ARFP aiderait a 1’établissement
d’une infection persistante. Ces résultats n’ont pas €té confirmés d’une maniére
indépendante.

Il a été établi que I’ARFP n’était pas essentielle pour la réplication du VHC,
puisque les séquences des protéines structurales ne sont pas incluses dans les réplicons
subgénomiques (Lohmann et al., 1999). Par contre, comme la présence d’un cadre de
lecture +1 est hautement conservée parmi les différentes séquences de VHC, I’ARFP
pourrait jouer un rdle dans la persistance ou I’infectivité du virus (Brakier-Gingras et
Baril 2005; Tsao et al., 2006).

Une étude récente a démontré que I’ARFP pourrait étre impliquée dans la
production de cytokines proinflammatoires (i.e. IL-6, IL-8, MIP-1B) qui jouent un role
dans I’étendue de la pathologie du foie (Fiorucci et al., 2007).

En revanche, une autre étude menée sur le role de I’ARFP et du « double
frameshifted » (DF) dans le contexte d’une infection par le VHC, a démontré que I’ARFP
était non seulement superflue pour la réplication du virus, mais que son absence ne

réduisait pas la virémie ou la progression du VHC (McMullan et al., 2007). Par contre
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cette étude a adoptée une méthodologie réduisant la complexité de la problématique a un
niveau minimum.
1.5.5. Réponses immunitaires spécifiques a I’ARFP

Les toutes premicre études démontant I’existence de I’ARFP ont rapporté que le
sérum de patients infectés avec le VHC contient des anticorps reconnaissant
spécifiquement cette protéine (Xu et al., 2001; Walewski et al., 2001). Des études
subséquentes ont démontré que cette production d’anticorps spécifiques pour I’ARFP
était quantifiable chez 62% des patients chroniquement infectés avec le VHC (Komurian-
Pradel et al., 2004). En utilisant ’ARFP A(1-10) (ARFP sans les 10 codons qu’elle
partage avec core en N terminal — voir Troesch et al., 2005), il a été démontré que cette
réactivité n’était pas croisée avec la protéine core.

En plus des réponses humorales contre I’ARFP détectables chez les patients
infectés uniquement avec le VHC (Xu et al., 2001; Walewski et al., 2001; Komurian-
Pradel et al., 2004; Bain et al., 2004; Troesch et al., 2005), des réponses cellulaires anti-
ARFP ont été quantifiées par la production d’IFN-y et d’IL-10 (Bain et al., 2004). Les
résultats de cette étude démontrent qu’il existe des lymphocytes spécifiques a I’ ARFP
chez les patients qui sont infectées avec le VHC ou qui ont résolu une infection. De plus,
les niveaux de lymphocytes T spécifiques a I’ARFP sont indépendants de la charge
virale. du traitement recu (ou de I’absence de traitement) et du génotype VHC infectant
(Bain et al., 2004). En plus d’étre généralement moins robuste que la réponse cellulaire
dirigée contre core, la réponse cellulaire spécifique a I’ARFP parait avoir une cinétique

différente, apparaissant plus tard que cette derniére (Bain et al., 2004)
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Des précurseurs LTC spécifiques a I’ARFP ont été identifiés chez des patient
infectés uniquement avec le VHC (fréquence de 81.8%) ainsi que chez des patients
coinfectés par le VIH (fréquence de 77.8%), indiquant le potentiel cytotoxique de ces
lymphocytes T dans un contexte d’infection naturelle (Troesch et al., 2005). Tout comme
les réponses humorales, les réponses cellulaires évaluées dans cette étude ne corrélent pas
avec la charge virale (VHC ou VIH dans le cas des patients coinfectés), le statut clinique
(traitement, étape de la maladie), le génotype du virus infectant, et, dans le cas des
patients coinfectés, le décompte de lymphocytes T CD4" (Troesch et al., 2005).

Enfin, plusieurs épitopes LTC potentiels ont été identifiés a partir de la séquence
compléte de I’ARFP (Bain et al., 2004; Troesch et al., 2005), qui pourraient étre ciblés
spécifiquement par la réponse immunitaire.

Les résultats des ces études indiquent que méme si on ne connait pas la pertinence
de la production de I’ARFP dans le contexte de I’infection VHC, la réponse immunitaire
specifique a cette protéine est détectable chez la majorité des patients infectés. En tenant
compte du haut dégrée de conservation de I’ARFP parmi les génotypes et a la prévalence
élevée de réactivité croisée, cette protéine représente manifestement une cible tres

intéressante pour le développement d’un vaccin permettant de prévenir et/ou de guérir

I’hépatite C.



OBJECTIFS
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Evaluer I'immunogenicité de I’ ARFP du virus de I’hépatite C chez la souris a
I’aide de deux plateformes vaccinales expérimentales, et de 14, en dériver les
corrélats de protection.

Cartographier les épitopes HLA-A2 restreints minimaux de ’ARFP.



Chapitre I1 : Matériel et méthodes
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2.1. Souris
Quatre groupes de 30 souris femelles C57B1/6 dgées de 5-6 semaines, provenant

des laboratoires Charles River, ont été utilisées pour le protocole d’immunisation avec
I’ARFP. Pour le protocole d’immunisation avec le vecteur & ADN, nous nous sommes
servis de la souche de souris DBA/2 transgénique pour HLA-A*0201/HLA-DR1 (Pajot et
al., 2004). Des colonies mixtes (males et femelles) ont été utilisées pour les premiers
deux protocoles avec le vaccin & ADN, alors que seules des souris femelles ont été
utilisées pour le troisiéme protocole.
2.2. Production de ’ARFP recombinante

La protéine a été produite a partir de cultures congelées de la souche bactérienne
BL21(DE3)pLys, transformée avec le vecteur pET-30B contenant I’insert codant pour la
protéine Fmut8A11 (Troesch et al. 2005). Une colonie a été piquée de la culture congelée
et mise dans 25 ml de milieu LB avec 25 pl de sulfate de kanamycine (ajusté a une
concentration de 30 mg/ml) et placé a 37°C avec agitation pour huit heures. Par la suite,
des aliquots de 5 ml de la culture bactérienne ont été transférés dans des flacons
contenant 500 ml de milieu LB et 500 pl de sulfate de kanamycine et placés a 37°C avec
agitation pour 2h30. Une fois que la densité optique a atteint une valeur de 0.4 a 0.1
(lecture a 595 nm), 600 ul d’IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside), ajusté a une
concentration de 200 mg/ml, ont été ajoutés a chacun des flacons, qui ont été remis a
37°C pour un autre 2h30. Le contenu des flacons a été transféré dans des tubes de
centrifugation de 250 ml et a ensuite été centrifugé a 4000 x g et température ambiante
pour 30 minutes. Le surnageant a €té jeté et le culot a été conservé a -20 °C jusqu’a la

purification. Le mélange principal pour les tampons de purification consiste en 8 M
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d’urée, 0.1 M de NaH,POy et 0.01 M de Tris. A partir du mélange principal, le tampon
de lyse (Tampon B), est ajusté a un pH de 8.0. Les deux tampons de lavage (Tampons C
et D) ont été ajustés 4 un pH de 6.3 et 5.9 respectivement. Le buffer d’élution (Tampon
E) a été ajusté a un pH de 4.5. Une colonne de purification a été préparée en utilisant une
seringue de 60 ml remplie de laine de verre stérile.

Les culots bactériens de la veille ont été mis & température piéce et 200 ml du
Tampon B ont été rajoutés a un des tubes de centrifugation. Les culots bactériens ont
ensuite €té¢ combinées et 10 ml de résine His-bind (Novagen) ont été rajoutés au mélange.
Le tout a été€ laissé a température piece pour 1 heure avec agitation. La suspension a été
versée sur la colonne et 1’éludt a été récupéré dans des tubes de 50 ml (BD Falcon,
Mississauga, Ontario, Canada). Aprés que tout le liquide soit décanté, 80 ml du Tampon
C ont été rajouté a la colonne et le liquide récupéré dans deux tubes de 50 ml. Deux
aliquots de 20 ml du Tampon D ont ensuite été rajoutés a la colonne et récupérés dans
deux tubes de 50 ml. Finalement, dix aliquots de 20 ml du Tampon E ont été rajoutés a la
colonne, chacun capté dans un tube de 50 ml différent. Un échantillon de 1 ml de chacun
des tubes de 50 ml a été prélevé pour ’analyse par électrophorése.

Les fractions éluées ont été concentrées dans des tubes Amicon Ultra 15
(Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland) et centrifuger 4 4000 x g pour 20 minutes.
Les fractions de protéine concentrée ont été analysées par immunobuvardage et
quantifiées par la méthode de Bradford en utilisant une courbe standard faite avec des
concentrations connues de BSA (bovine serum albumin).

Lors de la troisieme répétition du protocole d’immunisation avec I’ARFP une

étape supplémentaire a été utilisée pour purifier la protéine des endotoxines bactériennes.
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Les protéines concentrées ont été appliquées sur une colonne contenant I’antibiotique
polymixine B (Détoxigel — Pierce). Les tampons de purification et d’extraction (urée 8M)
n’étant pas compatible avec la matrice, des agrégats de protéine se sont formés dans la
solution protéine purifiée. Pour cette raison, la quatriéme purification a été faite en
rajoutant du Triton X114 au tampon de lavage C (Reichelt P. et al., 2006).
2.3. Immunobuvardage

Les échantillons ont été préparés en rajoutant une quantité appropriée de tampon
de chargement 6X et en les réchauffant dans ’eau bouillante pour 5 minutes. Un gel de
12% de polyacrylamide (running) et un gel de 4% (stacking) ont été préparés pour I’essai.
Les échantillons ont été placés dans les puits et le tampon d’électrophorése a été rajouté a
la cuve. Les échantillons ont migrés pour 2h30 a 82 mA. Le transfert c’est fait sur une
membrane de nitrocellulose (Amersham Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada) pour
1h40 (Vmax et Amax). Les bandes et le front de migration ont été identifié avec du
rouge Ponceau et la membrane a été bloquée avec du TBST 1X + lait 5% pour 2 heures a
température picce. Pour I’identification de protéine I’antisérum de lapin (Troesch et al.,
2005) a été dilué a 1/500 dans du TBST 1X + lait 1% et a été incubé avec la membrane
pour 12h 4 4°C. Pour I’anticorps monoclonal anti-ARFP (Fiorucci et al., 2007), la dilution
était de 1/5000 et I’incubation avec la membrane était seulement de 1h a température
piece. La membrane a ensuite été lavée deux fois pour 5 minutes et une fois 15 minutes
avec du TBST 1X a température piece. L’anticorps secondaire (Chévre anti-lapin IgG-
HRP ou Cheévre anti-souris IgG-HRP, Biosys, Compiegne, France) a été diluée dans du
TBST 1X + lait 1% a une concentration de 1/10, 000 et a été incubé avec la membrane

pour 1h a température ambiante. La membrane a été lavée deux fois pour 5 minutes et
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une fois 15 minutes avec du TBST 1X et la solution de chemiluminescence (Roche,
Manheim, Allemagne), préparée selon les directives du manufacturier, a été rajoutée a la
membrane. Les membranes ont été¢ exposées sur des films Kodak Biofilm (GE
Healthcare) a I’obscurité. Dans tous les cas, le contrdle positif pour I’essai était une
fraction de protéine préparé au laboratoire dont la séquence a été vérifiée par HPLC
(Troesch et al., 2005).
2.4. Transfection des cellules avec vecteur ADN
Des cellules HEK293 (cellules épithéliales humaines) ont été utilisées pour vérifier
I’expression de I’ARFP par le vecteur pMASIA-F. Les cellules ont étés maintenues dans
du DMEM supplémenté de 10% sérum de veau feetal (SVF; Invitrogen, Burlington,
Ontario, Canada) HEPES et des antibiotiques. Des lamelles de verre stériles ont été
placées dans les puits d’une plaque de culture cellulaire & 12 puits (BD Falcon) et rincées
avec du DMEM. Les cellules ont été mises dans les puits & une concentration de 200 000
a 400 000 cellules par puits et elles ont été incubées pour 12-24h (ou jusqu’a ce qu’elles
aient adhérées a la plaque). Le réactif de transfection Fugene (Roche) a été mis dans un
tube eppendorf contenant du DMEM et incubé pour 15 min a température piéce. L’ADN
a €té rajouté au mélange pour que le ratio Fugene : ADN soit de 3:1. 50 ul du mélange
ont €t€ ajoutés aux puits appropriés. Les plaques ont été incubées pour 48-72h ou jusqu’a
ce que les lamelles soient recouvertes a plus de 50% par les cellules.
2.5. Infection des cellules avec vwvARFP pour immunofluorescence.

Les cellules CV1 (fibroblastes provenant de rein de singe) ont été utilisées pour
vérifier I’expression de I’ARFP lors d’une infection avec vwARFP. Comme pour la

transfection, les cellules CV1 ont été cultivées sur des lamelles dans des plaques de
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culture cellulaire de 12 puits. Lorsque les cellules ont atteint une confluence d’environ
75%, le milieu a été aspiré et elles ont été infectées avec 100 pl de vwARFP a une
concentration de 10° pfu/ml. Les plaques ont été incubées a 37 °C pour 30 min et ensuite
1 ml de DMEM-10% SVF a été rajouté aux puits. Les plaques ont été incubées a 37 °C
pour 8h.
2.6. Immunofluorescence indirecte

Avant le début de I’essai, I’inhibiteur de protéasome MG132 (Sigma, Saint-Louis,
MO, E-U) a été rajouté aux puits appropriés a une concentration de 1 pug/ml et les plaques
ont été remises a 37 °C pour deux heures. Le milieu a été aspiré des puits et les lamelles
ont ét€ lavées 3 x 5 min avec 500 pl de PBS-MC (1 mM MgCl,, 0.1 mM CaCl,). Les
cellules ont ensuite été fixées avec du méthanol froid (-20 °C) et incubées a -20 °C pour
10 min. Les lamelles ont été lavées avec du PBS-MC pour 3 x 5 min. Du NH4Cl
50mM/PBS 1X a été rajouté aux puits pour 1’étape de « quenching ». Une fois de plus,
les lamelles ont été lavées avec du PBS-MC pour 3 x 5 min. Les cellules ont été
perméabilisées avec du triton 0.2% pour 10 min & température ambiante. Les lamelles ont
€té€ lavées avec du PBS-MC pour 3 x 5 min. Du BSA 3%/PBS 1X a été rajouté aux puits
pour bloquer pendant 30 min. L’anticorps primaire a été dilué dans de la BSA 3%/PBS
1X pour atteindre une concentration de 1/100. Le temps d’incubation varie pour chaque
anticorps; pour le monoclonal (anti-ARFP -Fiorucci et al., 2007) le temps recommandé
est de 30 min, alors que pour les autres il est de 2h. Suivant I’incubation avec I’anticorps
primaire, les lamelles ont été lavées dans de la BSA 3%/PBS 1X a température piéce pour
3 x 5 min. L’anticorps secondaire anti-IgG souris (Alexa Fluor 488; Invitrogen,

Burlington, Ontario, Canada) a été dilué dans de la BSA 3%/PBS 1X a une concentration
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de 1/400 et incubé pour 1h a température piéce. Les lamelles ont été lavées avec de la
BSA 3%/PBS 1X pour 3 x 5 min et ensuite avec du PBS 1X pour 3 x 5 min. Les lamelles
ont ensuite ét€ placées sur une goutte de VectaShield (Vecta Laboratories, Barlingame,
Californie, E-U) sur des lames de microscope, le coté cellulaire vers le bas. Les lamelles
ont été visualisées avec un microscope confocal a fluorescence (Nikon eclipse E600,
Mississauga, Ontario + Axiocam, Carl Zeiss, Toronto, Ontario, programme Axiocam
Vision 3.0).
2.7. Immunisations — Vaccin protéique

Pour les protocoles d’immunisation avec la protéine recombinante, quatre groupes
de 30 souris ont été utilisées (Tableau 2.1). Dans chaque groupe de 30, 15 ont été
immunisées par la voie sous-cutanée avec 10pg de rARFP diluée dans du PBS (Sigma)
(volume total de 50pl en plus de 50ul d’adjuvant incomplet de Freund (AiF)). Les 15
autres ont €té immunisées avec 100 pl de PBS. Pour tous les protocoles, les
immunisations ont eu lieu & des intervalles de deux semaines pour un total de trois
immunisations. Des prélévements sanguins ont été faits avant chaque immunisation
(veine maxillaire et ainsi que par ponction cardiaque en post-mortem). Trois semaines
suivant leur derniére immunisation, les souris ont été infectées avec un virus vaccinia;
dans chaque groupe de 15 souris, 5 souris ont regu un challenge avec le virus de la
vaccine recombinant pour ’ARFP (vwARFP ou VVF), 5 souris ont regu un challenge
avec le virus de la vaccine de type sauvage (vwWR ou WR) et 5 souris ont recu un
challenge avec du PBS (Figure 2.1). Lors des premiers deux protocoles, une dose virale
de 107 pfu a été administrée par voie intravaginale. Mais puisque ceci ne résultait pas en

une infection détectable chez les souris, deux protocoles d’optimisation ont été élaborés.
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Les résultats de ces deux protocoles ont démontrés que la dose de virus qui devrait étre
administrée pour obtenir 100% d’infection est de 2.5x107 pfu/souris, et ce via la voie
intrapéritonéale. Six jours suivant le challenge avec le virus de la vaccine, les souris ont
été sacrifiés par asphyxie par le CO,, et le dernier prélévement sanguin a été fait par
ponction cardiaque. Les ovaires (Buller et al., 1985) et les rates de chaque souris ont

ensuite ét€ récoltés pour des essais analytiques (test de plaques, QPCR et ELIspot).

Figure 2.1 : Organigramme des protocoles d’immunisation du vaccin protéique

Challenge :
5 souris VVF
5 souris WR
15 souris 10 ug rARFP + AiF 10 pug rARFP + AiF 10 ug rARFP + AiF 5 souris PBS Sacrifice

Jour0 ——— Jour 14 —— Jour 28 ———— Jour49 —> Jour 55

15 souris 100 pl PBS 100 ul PBS 100 ul PBS Challenge : Sacrifice
5 souris VVF
5 souris WR
5 souris PBS




Tableau 2.1 : Protocoles d’immunisation vaccin protéique

Souris C57B1/6 femelles dgées de 5-6 semaines
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Protocole 1 2 3 4
Immunisations | 15 souris — 15 souris — 15 souris — 15 souris — 10
(total de 3 a des | 10 pg + AiF 10 pg + AiF 10 pg + AiF pg + AiF
intervalles de 2 | 15 souris — 15 souris — 15 souris — 15 souris —
semaines) 100 ul de PBS | 100 pl de PBS | 100 pl de PBS | 50 pl de PBS +
50 pl AiF
Challenge 5 souris 5 souris 5 souris 5 souris
(trois semaines | vwARFP : vvARFP : vvARFP : vVAREFP :
apres derniére 107 pfu 107 pfu 2.5x10" pfu 2.5x10 pfu
immunisation) | S souris 5 souris 5 souris 5 souris
vwWR : 107 pfu | vwWR : 10’ pfu | vwWR :2.5x10’ | vwWR :
5 souris : 5 souris : pfu 2.5x10 pfu
100 ul PBS 100 pl PBS S souris : 5 souris :
100 ul PBS 100 pl PBS
Challenge Challenge Challenge
intravaginale intravaginale intrapéritonéale | Challenge
intrapéritonéale

2.8. Immunisations — Vaecin a8 ADN

Les immunisations pour le vaccin ADN ont été faites en collaboration avec
Péquipe du Dr. Qiang Liu au Vaccine and Infectious Disease Organisation (VIDO,
Saskatoon, Saskatchewan). Trois protocoles d’immunisation ont été complétés :

A) quatre groupes de 5 souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DRI (un
vecteur a ADN par groupe) ont été¢ immunisées trois fois a des intervalles de trois
semaines avec 50 pg du vecteur approprié (pMASIA-F, pBISIA24-F, pBISIA40-F,
pBISIA-tPAS-F) dans 10% Emulsigen et 10 ug de CpG ODN 1826. Des prélévements
sanguins ont €té pris & tous les deux semaines ainsi que lors des immunisations. Les

souris ont été sacrifiées trois semaines suivant leurs derniéres immunisations et les rates
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récoltés. Un dernier prélevement sanguin a €té fait en post-mortem pour analyser le titre
d’anticorps par ELISA (Tableau 2.2).

B) quatre groupes de 5 souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-
DR1 ont €t€ utilisées. Le premier groupe a regu trois immunisations avec 50 pg du
vecteur pMASIA-F. Le deuxiéme groupe a regu trois immunisations avec 50 pg du
vecteur pMASIA-F ainsi qu’un « boost » a la derniére immunisation avec 5 pg de rARFP
recombinante dans du PBS avec 10% Emulsigen et 10 ug de CpG ODN 1826. Le
troisiéme groupe a regu trois immunisations avec 5 ug d’ARFP dans du PBS et 10%
Emulsigen (Tableau 2.3). Le dernier groupe a été¢ immunisé avec du PBS (contrdles). Les
périodes des immunisations était le méme que lors du premier protocole.

C) quatre groupes de 8 souris femelles DBA/2 transgéniques pour HLA-A2 et
HLA-DRI1 ont été utilisées. Le premier groupe a regu trois immunisations avec 10 pg de
rARFP dans du PBS avec 10 % Emulsigen et 10 pg de CpG ODN 1826. Le deuxiéme
groupe a regu trois immunisations avec 50 pg du vecteur pMASIA-F. Le troisiéme
groupe a recu trois immunisations avec 50 pg du vecteur pMASIA-F ainsi qu’un
« boost » a la derniére immunisation avec 10 ug de rARFP dans du PBS avec 10%
Emulsigen et 10 ug de CpG ODN 1826 (Tableau 2.4). L’agenda des immunisations était
le méme que lors des deux protocoles précédents, avec ’exception que trois semaines
suivant la derniére immunisation, les souris ont regu un challenge avec 107 pfu de
vaccinia recombinant pour I’ARFP. Cing jours aprés le challenge vaccinia, les souris ont
été sacrifiées et un dernier prélévement sanguin a été fait. Les ovaires et les rates ont

aussi été récoltés.



Tableau 2.2 : Protocole d’immunisation 5 — vaccin a ADN

Souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DR1
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Groupe (4 souris)

Immunisation 1
Jour 0

Immunisation 2
Jour 21

Immunisation 3
Jour 42

pMASIA-F

50ug/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

50ug/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

50ug/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10ug
CpG ODN 1826

pBISIA24-F

50ug/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

50pg/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pug
CpG ODN 1826

50ug/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

pBISIA40-F

50ug/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

50pg/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

50pg/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

pBISIA-tPAS-F

50pg/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

50pg/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10ug
CpG ODN 1826

50pg/40ul PBS 10%
Emulsigen + 10ug
CpG ODN 1826

PBS

40ul PBS

40pl PBS

40pl PBS




Tableau 2.3 : Protocole d’immunisation 6 — vaccin 8 ADN

Souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DR1
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Groupe (4 souris)

Immunisation 1

Immunisation 2

Immunisation 3

Jour 0 Jour 21 Jour 42
pPMASIA-F 50pg/40ul PBS 50pg/40ul PBS 50pg/40ul PBS
pMASIA-F + boost | 50ug pMASIA- 50pg pMASIA- 50pg pMASIA-

F/40ul PBS F/40ul PBS F/40ul PBS + Sug
rARFP dans PBS
10% Emulsigen +
10pg CpG ODN

1826

rARFP

Spg dans PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

5ug dans PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

5pug dans PBS 10%
Emulsigen + 10pg
CpG ODN 1826

PBS

40p1 PBS

40p1 PBS

40pl PBS




Tableau 2.4 : Protocole d’immunisation 7 — vaccin 3 ADN

Souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DRI1
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Groupe (4 Immunisation | Immunisation | Immunisation Challenge
souris) 1-Jour0 2 —Jour 21 3 —Jour 42 Jour 63
p-MASIA-F 50pg/40ul PBS | 50pg/40ul PBS | 50ug/40ul PBS | 4 souris
VARFP : 10’
pfu
4 souris
VWWR : 10 pfu
p-MASIA-F + | 50ug pMASIA- | 50pg pMASIA- | 50ug/40ul PBS | 4 souris
boost rARFP F/40ul PBS F/40ul PBS +10ug rARFP | vwwARFP : 10’
dans PBS 10% | pfu
Emulsigen + 4 souris
10pg CpG vwWR : 107 pfu
ODN 1826
rARFP 10ug dans PBS | 10pug dans PBS | 10ug dans PBS | 4 souris
10% Emulsigen | 10% Emulsigen | 10% Emulsigen | vwARFP : 10’
+ 10pg CpG + 10pg CpG + 10pg CpG pfu
ODN 1826 ODN 1826 ODN 1826 4 souris
vwWR : 107 pfu
PBS 40ul PBS 40ul PBS 40ul PBS 4 souris
VVARFP : 10’
pfu
4 souris
vwWR : 107 pfu
2.9. Test de plaques

Des cellules CV1, susceptibles a I’infection par le virus de la vaccine, ont été

utilisées pour le test de plaques. Les cellules ont été maintenues dans du milieu DMEM

supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF; Gibco-Invitrogen, Burlington,

Ontario, Canada), de I"'HEPES (Gibco-Invitrogen) et des antibiotiques.

Les ovaires récoltés des souris ont été¢ broyés avec un pilon stérile (Eppendorf,

Mississauga, Ontario, Canada) dans 200 pl de PBS (Gibco-Invitrogen). Des dilutions en
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série (10'-10%) de chaque lysat d’ovaires ont été faites dans du Opti-MEM (MEM; Gibco-
Invitrogen, SVF 2%, HEPES, antibiotiques).
Les cellules CV1 ont été placées dans des plaques de culture cellulaire & six puits (BD
Falcon). Aprés confluence, le milieu a été aspiré des puits et 300 pl des dilutions en
séries de chacun des lysats ont été mis dans les puits en duplicata. Les cellules ont été
incubées pour 30 min a 37°C, 5% CO,. 2 ml de milieu DMEM-10% SVF ont ensuite été
rajoutés aux puits et les plaques ont été incubées a 37°C, 5% CO; pendant 40h. Les
cellules ont été fixées avec 50% éthanol et du bleu de méthyléne 1% pour 10 min et les
plaques ont été rincées avec de 1’eau. Les plaques ont été photographiées a 1’aide d’un
Alpha Imager (Alpha Innotech, San Leandro, Californie, E-U). Les plages de lyses ont
été comptées et une moyenne prise pour chaque dilution. La charge virale totale de
chaque souris a été calculée a 1’aide des formules suivantes : pfu/ml dans dilution =
(plages de lyse x 1000) / 300 et pfu/ml dans stock = pfu/ml dans dilution x facteur de
dilution.
2.10. ELISA

Pour la quantification des IgG totaux, des plaques 96 puits a4 haute affinité
(Greiner Bio-One, Monroe, Caroline du Nord, E-U) ont été incubées avec 1 pg/puits de
rARFP dans 0.1 M de NaHCO; (pH8.6) pendant 12h a 4 °C. Aprés avoir vidé les puits,
les plaques ont été incubées avec 5 mg/ml de BSA dans 0.1 M NaHCO; pour 2h a 4 °C.
Les plaques ont ensuite été lavées six fois avec du TBST 1X, en les essuyant entre
chaque lavage. 200 pl de TBST 1X + 5mg/ml BSA ont été rajoutés a la premiére rangée
de chaque plaque et 100 pl aux six rangées subséquentes. 4 pul de sérum prélevé sur les

souris ont été placés dans le premier puits de chaque colonne. Des dilutions en série ont
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été faites en transférant 100 pl du premier puits au suivant, et ainsi de suite jusqu’au
dernier puits de la colonne. Les plaques ont été incubées pour 2h a température piéce
avec agitation. Les plaques ont été lavées six fois avec du TBST 1X, en essuyant entre
chaque lavage. L’anticorps secondaire (chévre anti-souris conjugué a la phosphatase
alcaline; Sigma, Saint-Louis, MO, EU) a été dilué a une concentration de 1/10,000 dans
du TBST 1X + 5 mg/ml de BSA, et 100 pl ont été ajoutés a chaque puits. Les plaques ont
été incubées pour 1h a température piéce pour ensuite étre lavées comme précédemment.
100 pl de la solution de révélation (NaCOs; pH 9.8 0.05M, MgCl, 0.001M, p-
nitrophénylphosphate 1mg/ml; Sigma) ont été rajoutés par puits et les plaques ont été
recouvertes avec du papier d’aluminium pour 30 min. La densité optique a été lue a
405nm a ’aide d’un spectrophotométre MR7000 (Dynatec, Chantilly, Virginie, E-U). Le
seuil de positivité a été calculé en prenant la valeur de densité optique la plus élevée
parmi les contrdles négatifs et le multipliant par trois.

Pour I’isotypage des anticorps, des plaques 96 puits a haute affinité (Ultident) ont
été incubées avec 1 pug/ml de rARFP dans du 0.015M NaHCO; + 0.035M Na,CO; pH 9.6
pendant 12h a 4 °C. Les plaques ont été lavées cinq fois avec du PBST 1X, en essuyant
entre chaque lavage. 495 pl du tampon de dilution (95 ml PBST + 5 ml 10% gélatine) ont
été placés dans la premicre rangée de chaque plaque et 375 ul dans les trois rangées
suivantes. Au premier puits de chaque colonne, 5 pul de sérum du dernier échantillonnage
ont ét€ rajoutés. 125 pl ont ensuite été transférés au prochain puits, et ainsi de suite
jusqu’au quatrieme puits. Les plaques ont été incubées 2h a température piéce avec
agitation. Les plaques ont été lavées cinq fois avec du PBST 1X et I’anticorps secondaire

biotinylé a été rajouté aux puits & une concentration de 1/10 000 (Chévre anti-souris IgG,
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IgG1, IgG2; Caltag Laboratories — Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) et incubé
pour 1h a température ambiante. Les plaques ont ensuite été lavées avec du PBST 1X six
fois et 100 pl de phosphatase alcaline conjuguée a la streptavidine (Jackson) ajustée a une
concentration de 1/5000 avec du tampon de dilution ont été rajoutés aux puits et suite a
une incubation de 1h a température piéce, les plaques ont été lavées huit fois avec de
I’eau et 100 pl de solution de révélation (voir ci-dessus) ont été mis dans chaque puits. La
lecture des plaques s’est faite 4 405nm. Le seuil de positivité a été calculé en prenant la
moyenne des densités optiques des premiers échantillonnages (sérum pré-immun) plus
deux fois I’écart type.

2.1. Isolation des splénocytes

Les rates prélevées sur les souris ont été broyées avec des ciseaux et un piston de
seringue dans une plaque de pétri contenant 3 ml de RPMI (Gibco-Invitrogen)
supplémenté avec 10% SVF. Les splénocytes ont été isolées de la suspension cellulaire
en utilisant un gradient de Ficoll-Hypaque (Amersham Biosciences, Mississauga,
Canada). Les cellules isolées ont été resuspendues dans du milieu de congélation (FBS +
10% DMSO) et préservées a -80°C jusqu’a leur utilisation.

Lors des protocoles 4-7 (Tableaux 2.2-2.4)) I’isolation des splénocytes a été faite
en broyant les rates sur un tamis cellulaire (BD Falcon, Mississauga, Canada) dans une
boite de pétri contenant 10 ml de milieu AIM-V (Gibco-Invitrogen) complet (500 ml
AIM-V, 5 ml HEPES 1M, 5 ml acides aminées non-essentiels (Sigma), 0.5 ml 50 mM B
mercapthoéthanol). Suite & une centrifugation de 10 minutes & 1200 rpm, 1 ml de tampon
de lyse de globules rouges au chlorure d’ammonium a été rajouté au culot cellulaire et

incubé pour une minute. Aprés lavage avec du milieu AIM-V complet, les cellules ont été
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resuspendues dans du milieu AIM-V ou du milieu de congélation (SVF + 10% DMSO) si
elles n’étaient pas utilisées tout de suite.
2.12. ELISpot

Les anticorps de capture (anti IL-4 BD et anti-IFN-y; BD Biosciences, ville, état)
ont été dilués & une concentration de 1/800 dans du 0.015M NaHCOj3 + 0.035M Na,CO;
pH 9.6 et rajoutés a des plaques HTS-PVDF (Millipore, Mississauga, Ontario) activées
avec €thanol 35% et incubés pour 12h a 4 °C. Les plaques ont ensuite été lavées quatre
fois avec du PBS stérile et 100 pl de milieu (RPMI-10% ou du AIM-V complet) ont été
rajoutés aux puits, suivi d’une incubation de 1h & 37°C. Les cellules isolées des rates des
souris ont €té comptées et leur concentration ajustée avec du milieu pour obtenir 5x10° —
1.0x10° cellules par puits. Une fois ’heure d’incubation écoulée, le milieu a été vidé et
100 pl de cellules ont été rajouté aux plaques. Pour chaque souris, 100 ul de milieu ont
¢été rajouté a la moitié des puits, et dans I’autre moitié 100 pul de rARFP ajustée a une
concentration de 2 pg/ml dans du milieu (AIM-V complet ou RPMI) ont été rajoutés a
’autre moiti€. Le contrdle positif dans tous les cas était la concanavaline A (1 pg/ml;
Sigma) dilué dans le milieu approprié. Les plaques ont été incubées pour 24 a 48h a
37 °C, et les plaques ont été lavées cinq fois avec du PBST 1X. Les anticorps biotinylés
(IL-4 et IFNy; BD Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada) ont été dilués dans du
PBST 1X & une concentration de 1/400 et 100 pul ont été rajoutés aux puits des plaques
appropri€es. Aprés 3h d’incubation a 37 °C, les plaques ont été lavées cinq fois avec du
PBST 1X et 100 pl de a streptavidine conjuguée a la phosphatase alcaline (1/5000 dans
du PBST 1X) ont été rajoutés aux puits. Suite 2 90 min d’incubation a température piéce,

les plaques ont été lavées huit fois avec de I’eau et la solution NBT BCIP (1 pastille dans
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10 ml d’eau — Sigma) a été rajoutée aux puits. Aprés ’apparition des spots, les plaques
ont €té lavées avec de I’eau. Les spots ont été comptés a I’aide d’un microscope inversé.
Le seuil de positivité est calculé en additionnant la moyenne des spots des cellules des
souris PBS stimulées avec le milieu seul et deux fois I’écart type. Les résultats ont été
analysés avec un test de variance non paramétrique (Kruskal-Wallis) ainsi que le Mann-
Whitney U test utilisant les résultats des souris PBS comme valeur de référence.

2.13. Proliférations des splénocytes

Les splénocytes isolées des protocoles 5-7 on été mises en plaques 96 puits
(Nalge Nunc) a une concentration de 3.5 x 10° cellules par puits en triplicata, en présence
et en absence (milieu AIM-V seul) de 2pg/ml de rARFP. Les plaques ont été incubées a
37°C et 5% CO; pour 72h. Pour les protocoles 5 et 6, un test de prolifération en présence
du réactif MTT a été fait. Aprés la période d’incubation 16 pl du réactif MTT (5 mg/ml,
Promega) ont été rajoutés a chaque puits. Les plaques ont été incubés a 37°C et 5% CO,
pour 3h. A la fin de la période d’incubation les plaques ont été centrifugées 4 1400 x g
pour 10 minutes, et 100 pl d’isopropanol acidifié ont été rajoutés aux puits. La densité
optique a été lue a 595 nm.

Pour le protocole 7, le test de prolifération a été fait avec de la thymidine tritiée
(Amersham Pharmacia Biotech). Les splénocytes ont été mises en plaques comme décris
dans la section précédente et incubées pour 72h & 37°C et 5% CO,. 20 pl par puits de
thymidine tritiée (0.4 pCi/puits) ont été rajoutés aux plaques. Les plaques ont été
incubées a 37°C et 5% CO, pour 18 heures et, par la suite, la radioactivité a été
déterminée en utilisant le comptage des scintillations (TopCount NXT Microplate

Scintillation & Luminescence Counters; Packard Instrument Company). Les résultats ont
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€té présentés en index de stimulation (IS), qui a été calculé en prenant la moyenne des
comptes par minute (incorporation de thymidine tritiée) pour les cellules traitées avec un
antigéne (rARFP, SLVEFTCCRA, PVALGLAGA), divisée par la moyenne des cellules
traitées avec du milien AIM-V sans antigéne. Le seuil de positivité est calculé en
additionnant la moyenne des valeurs de densité optique des cellules des souris PBS
stimulées avec le milieu seul et deux fois ’écart type. Les résultats ont été analysés avec
un test de variance non paramétrique (Kruskal-Wallis) ainsi que le Mann-Whitney U test
utilisant les résultats des souris PBS comme valeur de référence.
2.14. PCR quantitatif

En se basant sur la séquence nucléotidique des vaccinia virus de type sauvage
(vwWR) et recombinante pour I’ARFP (vvARFP), deux paires d’amorces ont été
synthétisées pour la quantification de I’ADN virale dans les extraits d’ovaires de souris.
La premiére paire d’amorces peut étre utilisé pour identifier soit le vaccinia WR ou le
vvARFP puisqu’elles sont tirées de séquences extérieures au site d’insertion de 1’ ARFP.
Les séquences de ces amorces sont : a) TKL-S: 5° AAATAG CTC AAT ATA AAT GCG
TGA 3’ et b) TKL-AS: 5° TCA ACA ATG TCT GGA AAG AAC TG 3°.
L’autre paire d’amorces est spécifique pour I’insertion de I’ARFP et ne peut donc étre
utilisée que pour identifier vwARFP. Les séquences de ces amorces sont : a) protF-S : 5
TGT CAC CAA TGA CTG CCC TA 3’ et b) TKR-AS: 5° TAC GTT GAA ATG TCC
CAT CG 3°. L’ADN a été extrait des lysats d’ovaires en utilisant le DNeasy Tissue Kit
(Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada). Chaque réaction de PCR a été réalisée en
présence de ANTP 200 uM ch (Invitrogen), le tampon de PCR 1X (Invitrogen), MgCI2 2

mM (Invitrogen), 1 pM des amorces TKL-S et TKL-AS, 2.5 U/50 ul de Taq DNA pol
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(Invitrogen) et le volume complété a 50 ul par réaction avec du H,O Nuclease Free
(Promega, Madison, Wisconsin, E-U).

Le programme de PCR était : 95 °C x 5 min, (95 °C x 1 min, 57 °C x 30 sec, 72 °C x 1
min 30 sec) pour 22 cycles, puis 72 °C x 10 min. dans un cycleur thermal TGradient
(Biometra, Goettingen, Allemagne).

Les produits de PCR ont été migrés sur un gel d’acrylamide/bis 29:1 8% dans
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, E-U) pour 45 min a 50 mA par gel. Les gels ont
été placés dans un bain de bromure d’éthidium (25 pl de BrEt 10 mg/ml pour 500 ml
d’eau) pour 5 min et I’intensité des bandes a été quantifié a I’aide de 1I’Alpha Imager
1220. Des concentrations connues de vaccinia ont été utilisées pour établir une courbe
standard permettant le calcul du nombre de pfu/ml présent dans un échantillon.

2.15. Test de liaison peptidique

Une solution stock de peptides a €té préparé en mélangeant 2 mg de peptide
lyophilisé avec 200 pl de HBSS (Gibco — Invitrogen) + 25% DMSO + 10 mM DTT
(Invitrogen). Des dilutions de 1/10 (200 pg/ml), 1/20 (100 pg/ml) et 1/60 (30 pg/ml) de
la solution stock ont été préparées pour I’essai. Le test de stabilisation de CMH de
classe 1 s’est fait avec la lignée cellulaire T2. Cette lignée provient de lymphoblastes
humains déficients pour les génes du compléxe TAP et expriment des molécules de CMH
de classe 1, dont la molécules HLA-A2 Crumpacker et al., 1992). Les cellules ont été
maintenues dans du DMEM (Gibco-Invitrogen) supplémenté avec 20% SVF +
gentamycine. Le jour précédant I’essai, les cellules ont été comptées et ajustées a une
concentration de 0.8-1.0 x 10° cellules/ml dans du DMEM-3% SVF + gentamycine et

incubées a 37°C 5% CO,. Le jour de I’essai, les cellules ont été comptées et placées dans
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du DMEM-3% a une concentration de 100, 000 cellules/160 pl. 160 ul de cellules ont été
placées dans chaque puits d’une plaque a 96 puits a fond rond; trois puits ont été préparés
par dilution de peptides, pour un total de neuf puits par peptide. 40 pl des dilutions de
peptides (200 pg/ml, 100 pg/ml, 30 pg/ml) ont été placées dans le puits appropriés et la
plaque a été incubée pour 16 heures a 37 °C 5% CO,. Ensuite, les cellules ont été
enlevées de la plaque et mises dans des tubes 8 FACS (BD Falcon), lavées avec 4 ml de
PBS - 2% SVF et centrifugées pour 10 min a 1500 x g. Ensuite, les cellules ont été
marquées avec 7 pl de I’anticorps anti-CMH de classe 1 W6/32 (Sigma) et incubées a la
noirceur pour 30 minutes. Les cellules ont été lavées avec 4 ml de PBS — 2% SVF et
centrifugées a 1500 x g pour 10 min. Le culot a été resuspendu dans 150 pl de
paraformaldéhyde 2.5% et stocké a 1’obscurité a 4 °C jusqu’a P’analyse. Les cellules ont
été analysées par cytométrie en flux a I’aide d’un FACS Calibur (Becton-Dickinson
Immunocytometry Systems, La Jolla, CA, E-U) et le programme Cell Quest Pro. Le
contrdle positif qui a été utilisé est le peptide 1406 de la protéine NS3 du VHC et,

comme contrdle négatif, les cellules non stimulées ont été utilisées.



Chapitre 111 : Résultats
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3.1. Expression de ’ARFP dans le contexte d’une infection avec le vvARFP

La technique d’infection par le virus de la vaccine et la quantification de la charge
virale au niveau des ovaires est une méthode efficace pour dériver des corrélats de
protection (Buller et al., 1985, Karupiah et al., 1990). Pour déterminer si le vvARFP
exprime bien la protéine ARFP recombinante, des cellules CV1 ont été infectées avec le
virus et marquées avec un anticorps monoclonal spécifique pour la rARFP (gracieuseté
de Marc Fiorucci). Dans le cas du transfert de I’'immunobuvardage, 1’anti-sérum de lapin
a été utilisé. Etant donné I’instabilité de la rARFP, un inhibiteur de protéasome a €té
ajouté aux puits 2 h avant I’essai d’immunofluorescence ou I’'immunobuvardage.

L’immunobuvardage a révélé qu’il y avait expression de I’ARFP dans les cellules
infectées avec vwARFP (avec ou sans inhibiteur de protéasome), mais seulement quand
les membranes ont été incubées avec les anticorps polyclonaux (anti sérum de lapin)
(Figure 3.1). Il n’y aucune bande de détectable pour les cellules infectées avec le vaccinia
WR.

L’immunofluorescence faite sur les cellules infectées a démontré que les cellules
infectées avec le vwARFP expriment I’ARFP, mais que cette expression est détectée avec
’anticorps monoclonal seulement en présence de I’inhibiteur de protéasome (MG132)
(Figure 3.2C). Les cellules infectées avec le vaccinia WR ont une fluorescence plus forte
(Figure 3.2F) que les cellules non-infectées (Figure 3.2A), mais un peu moins que celles
infectées avec le vvARFP en présence de MG132. L’anticorps polyclonal a été essayé en

immunofluorescence, mais menait & une fluorescence trés faible (résultats non illustrés).
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15 kDa

3

Figure 3.1 : Expression de PARFP dans des cellules CV1 infectées avec le vaccinia
ARFP-recombinant (vwARFP).

Membrane anticorps polyclonal 1) BenchMark Ladder 2) rARFP (produite le 30-05-06)
3) Cellules CV1 non infectées 4) CV1 infectées avec 10° vwWR 5) CV1 infectées avec
10° pfu vwARFP 6) CV1 infectées avec 10° pfu vwARFP avec MG132 7) CV1 infectées
avec 10° pfu vwvARFP 8) CV1 infectées avec 10° pfu vwARFP avec MG132 9) CV1
infectées avec 107 pfu vwARFP 10) CV1 infectées avec 107 pfu vvARFP avec MG132.
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Figure 3.2 : Expression de PARFP dans des cellules CV1 infectées avec le vaccinia
ARFP-recombinant.

A) Cellules CV1 avec anticorps primaire monoclonal. B) Cellules CV1 infectées avec
10° pfu/ml vvARFP avec anticorps primaire monoclonal. C) Cellules CV1 infectées avec
10°pfu/ml vwARFP avec inhibiteur de protéasome MG132 et anticorps primaire
monoclonal. D) Cellules CV1 avec 10° pfu/ml vwvARFP sans anticorps primaire. E)
Cellules CV1 avec 10° pfu/ml vwwARFP avec inhibiteur de protéasome MG132 sans
anticorps primaire. F) Cellules CV1 infectées avec vwWR (type sauvage) et anticorps
primaire monoclonal. G) Cellules CV1 et anticorps anti-K8 (cytokératine), controle
positif. Magnification de 400X et exposition de 193 ms. 8h post-infection.
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3.2. Réponse humorale — vaccin protéique

Les sérums prélevés a des intervalles de deux semaines au courant des trois
premiéres répétitions du protocole d’immunisation avec la protéine recombinante,
(rARFP), ont été utilisés pour le test ELISA afin de quantifier le titre total d’anticorps
spécifiques pour cette protéine. Dans les trois cas, de nombreux controles négatifs ont été
utilisées pour déterminer le seuil de positivité (Annexe 1). Le seuil de positivité est établi
a trois fois la valeur du contrdle négatif montrant la valeur la plus élevée. Les résultats
des ELISAs indiquent que I’ARFP est capable de stimuler une réponse immunitaire
humorale robuste et durable, 100% des souris atteignant un titre anti-ARFP de >1600
dans leur sérum dans les protocoles 1 et 2 (Figure 3.3A, B). En fait, les souris
maintiennent un titre d’anticorps élevé pour les trois semaines suivants leur derniére
immunisation jusqu’a leur sacrifice. Les souris du protocole 3 ont aussi produit une
réponse anti-ARFP détectable, mais seulement quatre d’entre elles ont dépasse un titre
sérique de 1600.

En faisant une analyse Kaplan-Meier pour évaluer ’efficacité des immunisations
avec ’ARFP, on démontre clairement que les titres d’anticorps mesurés dans les sérums
des souris du troisiéme protocole sont significativement plus faibles que lors des deux
premiéres répétitions (Annexe 2). En effet, seulement trois souris atteignent un titre
d’anticorps anti-ARFP supérieur & 1600 a la fin de ’essai.

En ce qui concerne I'isotype spécifique des anticorps anti-ARFP, des ELISA
d’isotypage ont été faits avec I’échantillonnage sanguin post-mortem des souris
immunisées avec I’ARFP dans les protocoles d’immunisation 3 et 4 avec I’ARFP (voir

tableau 2.1). Le contréle négatif pour ces essais était le sérum pré-immun d’une souris de
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chaque groupe. Les souris dans le troisiéme groupe ont développé une réponse humorale
robuste (titre sérique >6400) et variée. En effet toutes les souris ayant regu une
immunisation avec la rARFP avaient des titres détectables d’anticorps IgG1 et IgG2a
(Figure 3.4A). L’IgG2a est un indicateur de la réponse immunitaire de type 1 et IgG1 est
habituellement associé avec la réponse immunitaire de type 2 (Snapper et al., 1988,
Finkelman et al., 1988, Finkelman et al., 1990). En comparaison, les souris de la
quatriéme répétition du protocole avaient toutes des titres d’anticorps IgG robustes, mais
leurs réponses spécifiques de type IgG1 et IgG2a étaient nettement plus faibles (Figure
3.4B). Seulement 4 souris ont produites une réponse IgG2a détectable et ce sont celles
qui ont été infectées avec le virus de la vaccine de type sauvage. L’IgG2a chez ces souris
pourrait donc étre I’indicateur d’une réponse THI1 non spécifique a I’antigéne (i.e.
réponse a une infection virale). La seule différence entre la protéine regue par les souris
du troisiéme protocole et celles de quatriéme protocole c’est la méthode de purification,
la protéine utilisée lors du troisiéme protocole n’ayant pas été purifiée de 1’endotoxine.
La rARFP utilisée pour le quatriéme protocole a avant été purifiée par Detoxigel (Pierce),
une colonne contenant de la polymixine B, un antibiotique qui se lie aux endotoxines. La
purification de la protéine par cette méthode induit 1’agrégation de la protéine en solution.
Ceci n’a pas affecté sa détection par I’anticorps polyclonal (élevé chez des lapins —
Troesch et al., 2005), mais comme la distribution de la protéine n’était pas uniforme en
solution, il se pourrait que les souris n’ont pas regues la méme quantité de protéine. Pour
les étapes subséquentes, une protéine purifiée par une autre méthode a été utilisée (voir
matériel et méthodes). Néanmoins, les résultats collectifs des troisiémes et quatriémes

groupes démontrent que la rARFP est capable de produire une réponse humorale variée
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(IgG1 et IgG2a) chez la souris C57Bl/6. Les résultats des ELISAs et de I’isotypage
indiquent que la rARFP est un immunogéne efficace qui peut stimuler une réponse

humorale durable chez le sujet immunisé.
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Figure 3.3 : Etudes d’immunisations ARFP chez la souris C57BU/6.

Panels A, B, et C représentent la production d’immunoglobulines totale pour les groupes
de souris C57Bl/6 des protocoles 1-3 immunisés avec la rARFP. D) L’efficacité des
immunisations administrées lors des protocoles 1, 2 et 3 (analyse Kaplan-Meier). La
comparaison des courbes individuelles est présentée dans I’Annexe 2. Le seuil de
positivité est établi a trois fois la valeur du contrdle négatif montrant la valeur la plus
élevée. (Tableaux contrdles - Annexe 1).
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Figure 3.4 : Isotypage des réponses IgG anti-ARFP des souris C57Bl/6 immunisées
avec la rARFP.

A) Souris immunisées avec la rARFP dans le protocole 3

B) Souris immunisées avec la rARFP dans le protocole 4;

Le seuil de positivité a été déterminé en prenant trois fois la moyenne des valeurs de
densité optique du sérum pré-immun.
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3.3. Réponse cellulaire — vaccin protéique

Les rates des souris des protocoles 2 4 4 ont été récoltées et les splénocytes
isolés. Lors de I’essai ELISpot pour les souris des répétitions 2 et 3, le nombre de cellules
récupérées n’était pas optimal (<250,000 cellules par puits — optimal : 5 x 10° — 1 x 10°)
pour I’essai. Les ELISpots ont été faits tout de méme, mais sans aucun résultat (bruit de
fond trop élevé). Les splénocytes des souris du protocole 4 ont été isolées par une
méthode différente (lyse de globule rouge) et la perte de cellules a été moins importante.
L’essai a ainsi été fait avec 450,000 cellules par puits et les plaques incubées pour 24
heures avec du milieu seul ou avec 2 pg/ml de la rARFP. Le contrdle positif, la
concanavaline A, est un mitogéne puissant et qui induit la production de cytokines d’une
fagon indépendante de I’immunisation avec la rARFP. Les résultats de I’ELISpot
indiquent que la production d’IFN- y est nettement plus élevée chez les souris
immunisées avec la rARFP (Figure 3.5B) que chez celles ayant regu des injections de
PBS. De plus, les souris immunisées avec la rARFP et infectées avec le vwARFP ont des
fréquences de cellules productrices d’IFN- y plus élevées (moyenne de 34.60 SFC/1
million de cellules) que les souris immunisées avec la rARFP et infectées avec le
vaccinia WR (12.10 SFC/1 million de cellules) ou le PBS (6.75 SFC/1 million de
cellules). Par contre ces différences ne sont pas significatives au niveau statistique (P =
0.0545, Kruskal-Wallis test), due en grande partie a la petite taille des groupes ainsi que
la variabilit¢ des résultats. Ceci n’empéche pas qu’une tendance de spécificité de la
réponse cellulaire pour I’antigéne (vvARFP) correspondant & la méme protéine avec

laquelle les souris ont €té immunisées peut étre observée.
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La production d’IL-4 indique également que I’immunisation avec 1’ARFP
augmente la production de cette cytokine apres une stimulation avec le méme antigéne
(rARFP) (Figure 3.5A). En effet, comme pour ’IFN-y, les souris qui ont été infectées
avec le vwARFP ont une production d’IL-4 supérieure aux autres groupes de souris
immunisées avec I’ARFP (P = 0.0278, Mann-Whitney U test; rARFP + vwARFP versus

rARFP + vvWR).
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Figure 3.5 : Production d’IL-4 et d’IFN-y des splénocytes des souris C57Bl/6 du
protocole 4.

A) Production d’IL-4. B) Production d’IFN-y. Les souris ont été immunisées avec la
rARFP ou du PBS et infectées avec le vaccinia ARFP-recombinant (vwvARFP) ou le
vaccinia de type sauvage (vwWR). Le contrdle positif est la concanavaline A.. Nombre de
souris dans chaque groupe = 4. Le seuil de positivité est calculé en additionnant la
moyenne des spots des cellules des souris PBS stimulées avec le milieu seul et deux fois
I’écart type.
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3.4. Charge virale — vaccin protéique

Un test de plaques avec des lysats d’ovaires a été utilisé pour déterminer la charge
virale des souris aprés une infection avec le virus de la vaccine (sauvage ou
recombinant). Les deux premiers protocoles d’immunisation n’ont résulté en aucune
formation de plage de lyse, le virus de la vaccine inoculé (107 pfu/ml par voie
intravaginale) n’ayant pas pu établir d’infection détectable. Deux protocoles
d’optimisation ont été¢ complétés afin de déterminer la dose adéquate de virus & étre
inoculé et la voie la plus efficace d’inoculation (intrapéritonéale versus intravaginale).
Les résultats des deux protocoles ont démontré que 1’inoculum minimal pour que toutes
les souris soient infectées était de 2.5 x 107 pfu/souris. Etant donné les contraintes de
volume lors de I’administration par voie intravaginale, le mode d’infection intrapéritonéal
a été utilisé pour les protocoles subséquents (résultats non illustrés).

Le troisieme protocole a donc été fait avec une infection vaccinia de 2.5 x 10’
pfu/souris par voie intrapéritonéale. Les résultats des tests de plaques indiquent que les
souris immunisées avec la rARFP et infectées avec le vaccinia recombinant pour I’ARFP
(vwARFP) ont une charge virale significativement (P = 0.0159, Mann-Whitney U test)
plus faible que les souris non immunisées infectées avec le vwvARFP (Figure 3.6A). Les
souris immunisées avec la TARFP et infectées avec le virus de la vaccine de type sauvage
(vwwWR) n’ont pas de différence significative (P = 0.2738 Mann-Whitney U test) au
niveau de la charge virale quand comparées au souris non immunisées et infectées avec le
vaccinia WR (Figure 3.6B).

La méme expérience a été répétée lors du quatriéme protocole. Cette fois-13, la

protéine purifiée par Detoxigel a été utilisée, comparativement aux trois autres protocoles
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ou la protéine ne I’était pas. Le challenge vaccinia a ét¢ administré de la méme fagon que
lors du protocole précédent et le méme volume et la méme dose de virus ont été utilisés.
Contrairement au troisiéme protocole, les résultats du quatriéme protocole indiquent qu’il
n’y a pas de différence significative entre les souris immunisées et non immunisées qui
ont regu un challenge avec le vwARFP (P = 0.4524, Mann-Whitney U test) (Figure 3.7A).
Comme la fois précédente, il n’y avait aucune différence entre la charge virale des souris
immunisées et non immunisées infectées avec le vwWR (P = 0.2734, Mann-Whitney U
test) (Figure 3.7B).

En regroupant les résultats des protocoles 3 et 4, on observe que les souris
immunisées ont une charge virale inférieure a celle retrouvée chez le souris non-
immunisées en réponse au challenge avec le vwARFP (Figure 3.8). Cette différence n’est
pas significative (P = 0.0807, Mann-Whitney U test). Par contre, on observe une
réduction de la charge virale des souris immunisées avec la rARFP et infectées avec le

vvARFP en comparaison aux autres groupes.
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Figure 3.6 : Protection contre un challenge vaccinia chez les souris immunisées.
Protocole 3.

A) Souris infectées avec le vaccinia ARFP-recombinant (vwvARFP.

B) Souris infectées avec le vaccinia de type sauvage. Charge virale déterminée a 1’aide
d’un test de plaques avec les ovaires de chaque souris.

Souris challengées avec WARFP. B Souris challengées avic WWR.
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Figure 3.7 : Protection contre un challenge vaccinia chez les souris immunisées.
Protocole 4.

A) Souris infectées avec vaccinia ARFP-recombinant (vvARFP).
B) Souris infectées avec vaccina de type sauvage (vvWR).

Souris challengées avec wARFP. Souris challengées avec WWR.
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Figure 3.8 : Protection contre un challenge vaccinia chez des souris C57Bl/6
immunisées. Protocoles 3 et 4.

Les souris ont ét¢ immunisées avec la rARFP ou du PBS et infectées avec le vaccinia
ARFP recombinant (vwvARFP) ou de type sauvage (vwWR). Les chiffres en caractére gras
indiquent le protocole de vaccination. Charges virales déterminées a 1’aide d’un test de
plaques sur les ovaires des souris.
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3.5. Charge virale par PCR quantitatif aprés vaccin protéique

La charge virale des souris de toutes les répétitions du protocole d’immunisation
avec la rARFP a été analysée par PCR quantitatif (qPCR) en se basant sur une courbe
standard établie avec des concentrations connues de vaccinia WR (mise au point faite au
laboratoire). Pour des charges virales de I’ordre de 107 ou 10® pfu, les résultats de la
qPCR étaient concordants avec ceux des tests de plaques (Annexe 3). Cependant pour les
charges virales dans I’ordre de 10* ou 10° pfu il n’y avait souvent aucune bande
détectable. Méme en augmentant la quantité d’ADN dans le mélange réactionnel, il n’y
avait aucune détection d’ADN pour ces échantillons (i.e. probléme de sensibilité). C’est
pour cette raison, que les résultats de qPCR ne sont pas inclus dans I’analyse finale de
I’efficacité du vaccin protéique.
3.6. Choix du vecteur pour le vaccin 4 ADN

Le but du protocole 5 (voir tableau matériel et méthodes) était de choisir le
vecteur a ADN qui produisait une réponse immunitaire optimale (i.e. des réponses
cellulaire et humorale spécifiques a la rARFP). Quatre vecteurs ont été testés : pMASIA-
F, pBISIA24-F, pBISIA40-F, pBISIA-tPAs-F (tous ces plasmides sont décris dans Yu et
al., 2004). Ces vecteurs ont été assemblés a partir de la séquence compléte de I’ARFP,
qui a été incorporée dans des vecteurs contenant différents éléments aux propriétés
immunomodulatrices, dont : a) des motifs CpG (vecteurs pBISIA24 et pBISIA40); et b)
la séquence activatrice du tissue plasminogen activator (TPA). Dans certains cas, les
vecteurs ont €té utilisés en présence d’oligodésoxyribonucléotides CpG (CpG ODN).
La réponse humorale a été analysée par ELISA. Seul pMASIA-F a réussi a produire une

réponse positive au niveau des titres d’IgG, et ce seulement chez 2 souris sur 5 (résultats
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non illustrés). Pour évaluer la réponse cellulaire induite par ce vecteur, un ELISpot pour
déterminer la production d’IL-4 et IFN- y a été effectué ainsi qu’un test de prolifération
en présence du réactif MTT (sel de tétrazolium). L’ELISpot a démontré que tous les
vecteurs induisent la production des cytokines IL-4 (Figure 3.9A) et IFN- y (Figure
3.9B), mais que les vecteurs pMASIA-F et pBISIA40-F produisent une réponse
supérieure. En effet seulement pBISIA40-F produit une réponse statistiquement
supérieure (P = 0.0163, Mann-Whitney U test). Le test de prolifération en présence du
réactif MTT a démontré que le vecteur pBISIA40-F induisait une plus forte prolifération
des splénocytes isolés des souris (Figure 3.10), les trois autres vecteurs s’étant comportés
d’une fagon équivalente. Les échantillons provenant du groupe PBS ont été contaminés
pendant I’isolation des splénocytes suite a un mélange d’étiquettes. Pour cette raison,
dans tous les essais de ce protocole, le groupe PBS réagit d’une maniére positive (sauf en
ELISA).

Le vecteur pMASIA-F a été choisi pour les protocoles subséquents parce qu’il a
été¢ le seul des 4 a induire une réponse humorale (faible), ainsi que des réponses

cellulaires supérieures aux autres vecteurs.
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Figure 3.9: Production d’IL-4 et d’IFN-y des splénocytes des souris DBA/2
transgéniques pour HLA-A*0201/HLA-DR1 immunisées avec des vecteurs a ADN
exprimant I’ARFP,

A) Production d’IL-4 aprés stimulation avec du milieu AIM-V ou la rARFP. B)
Production d’IFN-y aprés stimulation avec du milieu AIM-V ou la rARFP. Production
d’IL-4 et d’IFN-y déterminée a I’aide d’un ELISpot. Les valeurs sont des moyennes par
groupe (n = 4) et la valeur pour chaque souris représente une moyenne de trois puits. Le
seuil de positivité est calculé en additionnant la moyenne des spots des cellules des souris
PBS stimulées avec le milieu seul et deux fois I’écart type.
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Figure 3.10: Prolifération des splénocytes des souris DBA/2 transgéniques pour
HL.A-A*0201/HLA-DR1 immunisées avec des vecteurs 3 ADN exprimant I’ARFP.
Prolifération cellulaire déterminée par incorporation du réactif MTT. Moyenne de densité
optique regroupée par immunisation de vecteur 8 ADN recu. Lecture a 405 nm. Souris
par groupe = 4. Le seuil de positivité est calculé en additionnant la moyenne des spots des
cellules des souris PBS stimulées avec le milieu seul et deux fois I’écart type.
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3.7. Expression de PARFP dans le vecteur 3 ADN pMASIA-F

Des cellules HEK 293 ont été transfectées avec le vecteur 8 ADN pMASIA-F
pour s’assurer que le vecteur qui a été choisi exprimait bien I’ARFP. Les cellules
transfectées ont été analysées par immunobuvardage ainsi que par immunofluorescence
indirecte. L’immunobuvardage a été fait sur le culot et le surnageant de cellules
transfectées en présence ou non de I’inhibiteur de protéasome MG132. L’incubation avec
I’anticorps polyclonal (sérum de lapin immunisé) a démontré qu’il y a de 1’expression de
I’ARFP dans les cellules transfectées en présence de MG132 (Figure 3.11). Par contre,
aucune bande n’a été détectée avec I’anticorps monoclonal.

L’immunofluorescence indirecte a révélée la production d’ ARFP dans les cellules
transfectées avec le vecteur pMASIA-F, mais seulement en présence de MGI132
marquées avec 1’anticorps monoclonal anti-ARFP (Figure 3.12B). Sans inhibiteur de
protéasome, la fluorescence est a peine détectable (Figure 3.12), ce qui vient supporter la

notion que I’ARFP a une tres courte demi-vie et qu’elle est généralement exprimée a bas

niveaux (Xu et al., 2003).
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Figure 3.11 : Expression de PARFP dans des cellules HEK 293 transfectées avec le
vecteur pMASIA-F — Immunobuvardage avec anticorps polyclonal.

1) BenchMark Ladder 2) BSA 3) culot de cellules HEK + pMASIA-F 4) surnageant
cellules HEK + pMASIA-F 5) Fraction C rARFP (30-05-06) 6) Fraction D1+D2 rARFP
(30-05-06) 7) culot de cellules HEK + pMASIA-F et MG132 8) surnageant cellules HEK
+ pMASIA-F et MG132 9) Fraction E1+E2 rARFP (30-05-06) 10) Fraction E3+E4
rARFP (30-05-06).



83

-

Figure 3.12 : Expression de PARFP du vecteur 3 ADN pMASIA-F dans les cellules
HEK 293 — Immunofluorescence indirecte.

A) Cellules HEK avec le vecteur pMASIA-F et ’anticorps primaire monoclonal. B)
Cellules HEK avec le vecteur pMASIA-F avec ’inhibiteur de protéosome MG132 et
’anticorps primaire monoclonal. C) Cellules HEK et ’anticorps primaire monoclonal.
D) Cellules HEK avec le vecteur pMASIA-F sans anticorps primaire. E) Cellules HEK
avec le vecteur pMASIA-F et I’inhibiteur de protéosome MG132 sans I’anticorps
primaire. F) Cellules HEK et GFP, contrble de transfection. Magnification de 100X et
exposition de 544 ms pour toutes les lames.
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3.8. Protocole Prime-« boost » pour le vaccin a ADN

Le protocole 6 (voir tableau matériel et méthodes) a été fait pour évaluer
I’efficacité de la méthode prime-« boost » pour le vaccin & ADN. Cette méthode consiste
a administrer une série de trois immunisations avec le vecteur pMASIA-F, et, au moment
de la derniere immunisation de faire un boost avec la rARFP. Des groupes contrdles qui
ont regu soit seulement le vecteur ou la protéine ont été utilisés. Comme pour le protocole
de sélection du vecteur, les réponses humorales ont été quantifiées par ELISA et les
réponses cellulaires par ELISpot et prolifération avec le réactif MTT.

Les résultats de I’ELISpot ont démontrés que la vaccination avec le vecteur
pPMASIA-F en conjonction avec un « boost » rARFP stimule les splénocytes a produire
presque autant d’IFN-y (6.26 SFC/10° au dessus de la moyenne des méme cellules
stimulées avec du milieu) que la vaccination avec la rARFP seule (7.76 SFC/10°), mais
plus que le vecteur seul (0.59 SFC/10%) (Figure 3.13B). Les moyennes ne varient pas de
maniere significative (P = 0.1848 Kruskal-Wallis test), dii en grande partie a la variabilité
des valeurs observées chez les souris immunisées avec la rARFP. Pour de la sécrétion
d’IL-4, il semblerait que le pMASIA-F inoculé seul est le plus efficace pour induire la
production de cette cytokine (8.75 SFC/10° au dessus de la moyenne de stimulation avec
du milieu) quand comparé aux groupes immunisés avec la rARFP seule (7.17 SFC/10%)
ou le prime-boost (3.65 SFC/10°%) (Figure 3.13A), méme si aucun de ces groupes n’atteint
le seuil de positivité (moyennes des valeurs des splénocytes de souris PBS stimulées avec
du milieu seul plus deux fois I’écart type). Les résultats de I’ELISpot pour ce protocole

d’immunisation étaient généralement plus faibles que lors du premier protocole (choix de
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vecteur), mais ils démontrent quand méme la supériorité du « boost » protéique versus
I’immunisation avec le vecteur seul.

La prolifération cellulaire mesurée par le réactif MTT n’a pas donné de résultats
concluants, étant donné que le groupe PBS (contrdle) a proliféré plus que les cellules
isolées des rates de souris immunisées avec le vecteur, la protéine ou les deux (Figure
3.14), et qu’aucun des groupes n’ait atteint le seuil de positivité.

Les résultats de ’ELISA indiquent que la protéine administrée seule est plus
efficace en termes de production d’une réponse humorale. En effet, toutes les souris
immunisées avec trois doses de 5 pg de rARFP ont produit une réponse IgG total avec
un titre sérique supérieur a 10 000, tandis que seulement deux souris vaccinées avec
PMASIA-F et un « boost » protéique ont produites une réponse IgG détectable (Figure

3.15).
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Figure 3.13: Production d’IL-4 et d’IFN-y des splénocytes des souris DBA/2
transgéniques pour HLA-A*0201/HLA-DRI1. Protocole 6 : prime-boost.

A) Production d’IL-4 aprées stimulation avec du milieu AIM-V ou la rARFP

B) Production d’IFN-y apres stimulation avec du milieu AIM-V ou la rARFP. Production
d’IL-4 et d’IFN-y déterminée a 1’aide d’un ELISpot. Les valeurs sont des moyennes par
groupe (n = 4) et la valeur pour chaque souris représente une moyenne de trois puits. Le
seuil de positivité est calculé en additionnant la moyenne des spots des cellules des souris
PBS stimulées avec le milieu seul et deux fois I’écart type.



87

Figure 3.14 : Prolifération des splénocytes des souris DBA/2 transgéniques pour
HLA-A*0201/HLA-DR1 immunisées. Protocole 6 : prime-boost.

Prolifération cellulaire déterminée par incorporation du réactif MTT. Lecture de densité
optique a 405 nm. Souris par groupe = 4. Le seuil de positivité est calculé en prenant la
valeur de la densité optique moyenne des souris PBS stimulées avec le milieu seul, plus
deux fois ’écart type.
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Figure 3.15 : Production d’IgG totale des souris DBA/2 transgéniques pour HLA-
A*0201/HLA-DR1 pour le protocole 6 (prime-boost) avec le vecteur a ADN
pMASIA-F.

Echantillons pris en post-mortem. Seuil de positivité calculé en prenant la moyenne des
échantillons pré-immuns plus 2 fois I’écart type.
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3.9. Protocole challenge vaccinia vaccin 2 ADN

Pour le protocole 7, la méme stratégie d’immunisation que le protocole 6 a été
utilisée (voir matériel et méthodes). Trois semaines aprés la derniére immunisation, la
moitié de chaque groupe de souris (n = 8) a été infectée avec 107 pfu d’un virus de la
vaccine de type sauvage (vwWR) et I’autre moitié a été infectée avec 107 pfu du virus de
la vaccine ARFP-recombinant. Six jours suivant I’infection avec le vaccinia, les souris
ont été sacrifiées et leurs ovaires et leurs rates ont été récoltés.

Les échantillons de sérum prélevé au courant du protocole ont été analysés par
ELISA. Les résultats indiquent que les souris immunisées avec la rARFP seul ou en
« boost » suivant une série d’immunisations avec pMASIA-F ont des titres d’anticorps
(IgG, IgG1 et IgG2a) détectables (Figure 3.16). De plus, les souris qui ont été infectées
avec VWARFP ont une production d’anticorps anti-ARFP supérieure aux souris infectées
avec le vwWR. Les souris immunisées avec pMASIA-F seul n’ont pas produit de titre
détectable d’anticorps spécifiques pour I’ARFP.

Les résultats de I’ELISpot avec les splénocytes des souris ont révélé que les souris
immunisées avec pMASIA-F et avec rARFP, produisent en moyenne plus d’IFN-y (40.66
SFC/10° au dessus de la moyenne des méme cellules stimulées avec du milieu) que les
souris immunisées avec la rARFP (36.54 SFC/10°%) ou pMASIA-F seul (33.34 SFC/10%)
(Figure 3.17B) et restimulées avec la rARFP. Par contre, ces différences ne sont pas
significatives (P = 0.0806, Kruskal-Wallis test). Deux épitopes minimaux de I’ARFP
(SLVEFTCCRA et PVALGLAGA; voir ci-dessous) ont été testé en ELISpot, parce que
les souris sont transgéniques pour le HLA-A*0201 et ces épitopes sont restreints par cet

allele. I n’y avait pas de production d’IFN- y significative pour ces peptides et ce chez
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tous le groupes. La production d’IL-4 par les splénocytes en réponse a une stimulation
avec la rARFP na pas pu étre déterminé da au bruit de fond élevé (Figure 3.17A).

La capacité proliférative des splénocytes en réponse a une stimulation avec la
rARFP ou les deux épitopes minimaux a été déterminée par un test de prolifération
mesuré par l’incorporation de thymidine tritiée. Les résultats montrent que les
splénocytes souris immunisées (pMASIA-F ou rARFP) et infectées avec vwARFP ont
proliféré beaucoup plus que ceux des souris immunisées et infectées avec vwWR (Figure
3.18). En fait, ce sont les seuls qui ont réussi a franchir le seuil de positivité dans ce test.
De plus, les splénocytes des souris qui ont regu les immunisations pMASIA-F avec un
« boost » rARFP et qui ont ensuite été infectées avec le vwARFP ont proliféré plus (IS
moyen de 17.39) que ceux des autres souris infectées avec le vwARFP et immunisées
avec la rARFP seule (IS moyen de 11.62) (P = 0.0143, Mann-Whitney U test).

La charge virale ovarienne a été quantifiée par test de plaques. Chez les souris
infectées par le vwARFP, il y a une souris dans chaque groupe chez laquelle il n’y a pas
eu d’infection détectable, ce qui a réduit les groupes a 3 souris chaque. Nonobstant de ce
fait, il y a une différence évidente entre la charge virale moyenne observée chez les souris
non-immunisées et celle des souris immunisées (Figure 3.19A). Il faudra répéter cette
expérience avec plus de souris dans chaque groupe (n=10) afin de confirmer que ces

différences sont statistiquement significatives.
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Figure 3.16 : Titres d’anticorps anti-ARFP chez les souris DBA/2 transgéniques
pour HLA-A*0201/HLA-DRI1. Protocole 7.

Les souris ont été¢ immunisées avec pMASIA-F, la rARFP ou pMASIA-F avec un boost
rARFP et infectées avec le vaccinia ARFP-recombinant (vwvARFP) ou de type sauvage
(vwWR).
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Figure 3.17 : Production d’IL-4 et d’IFN-y des splénocytes des souris DBA/2
transgéniques pour HLA-A*0201/HLA-DRI1. Protocole 7.

A) Production d’IL-4 aprés stimulation avec du milieu AIM-V, la rARFP, SLVEFTCCR
ou PVALGLAGA. B) Production d’IFN-y aprés stimulation avec du milieu AIM-V, la
rARFP, SLVEFTCRA ou PVALGLAGA. Les souris ont ét¢ immunisées avec pMASIA-
F, la rARFP ou pMASIA-F avec un boost rARFP et infectées avec le vaccinia ARFP-
recombinant (vwvARFP) ou de type sauvage (vwWR). Production de cytokines déterminée
par ELISpot. Le seuil de positivité est établi en prenant la valeur de la densité optique
moyenne des souris PBS stimulées avec les milieu seul, plus deux fois I’écart type.
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Figure 3.18: Prolifération des splénocytes des souris DBA/2 transgéniques pour
HLA-A*0201/HLA-DRI1. Protocole 7.

Souris immunisées et infectées avec le vaccinia ARFP-recombinant (vwARFP) ou de type
sauvage (vwWR). PVAL correspond a [’épitope minimal PVALGLAGA et SLVE
correspond a I’épitope minimal SLVEFTCCRA. Prolifération cellulaire déterminée par
incorporation de thymidine tritiée. Le seuil de positivité est établi en prenant la valeur de
la densité optique moyenne des souris PBS stimulées avec les milieu seul, plus deux fois
I’écart type.
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Figure 3.19: Protection des souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201/HLA-
DR1 contre une infection avec le vaccinia. Protocole 7.

A) Souris immunisées, infectées avec le vwARFP. Contrdle : souris immunisées avec du
PBS. B) Souris immunisées, infectées avec vwWR. Contrdle : souris immunisées avec

PBS.
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3.10. Identification d’épitopes minimaux restreints par HLA-A2

Un panel de 37 peptides (15-mers chevauchants), basés sur la séquence compléte de
I’ARFP du VHC de génotype la, a été utilisé dans un test de stabilisation du CMH de
classe I pour voir si certains de ces peptides étaient capables d’interagir de maniére dose
dépendante avec HLA-A*0201. Du panel initial, trois peptides ont répondu d’une fagon
dose dépendante : F29-43 (VRSLVEFTCCRAGAL), F37-51 (CCRAGALDWVCARRE)
et F101-115 (PVALGLAGAPQTPGV) (Troesch et al., 2005). Ces séquences ont été
analysées au moyen des algorithmes Bimas et SYFPEITHI afin d’évaluer la probabilité
de la présence d’épitopes minimaux (nonaméres ou decaméres). Les peptides ayant
obtenu les plus hauts scores ont été synthétisés et testés, mais seulement un d’eux a réussi
a stabiliser le CMH de classe I de maniéere dose-dépendante : SLVEFTCCRA (Troesch et
al., 2005). L’antioxydant (dithiothreitol) DTT a été rajouté¢ au HBSS et au DMSO pour
dissoudre les peptides, puisque il est décrit que cela prévient la formation de liens
disulfures entre les résidus de cystéine (Peptide Handling Guide, Sigma Aldrich). Quoi
que cela n’a pas augmenté la réponse dose dépendante du peptide
CCRAGALDWVCARRE (Figure 3.20), il a été conclu de I’ajouté au mélange dans tous
les cas. D’autre analogues ont été synthétisés en se basant encore sur les score
SYFPEITHI et Bimas (Figure 3.21) et les algorithmes SVMHC (Dénnes et Elofsson,
2002) et EpiJen (Doytchinova et al., 2006) ainsi que la conservation de leur séquence
nucléotidique parmi les isolats de VHC disponibles (Annexe 4) et analysés de la méme
fagon. Le seul qui a démontré étre capable de stabiliser le CMH d’une maniére dose-

dépendante est PVALGLAGA (Figure 3.22). Les résultats indiquent qu’il y a deux
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épitopes LTC minimaux dans la séquence de I’ARFP, I’un d’eux n’ayant jamais été décrit

auparavant.
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Figure 3.20 : Test de liaison peptidique pour déterminer I’effet du DTT.

NS3 + DTT

CRAGA

CRAGA + DTT

Test de stabilisation du CMH de classe 1 pour voir si le DTT augmente 1’affinité pour le
CMH de classe I des peptides contenant des résidus cystéine. Cercles : 20 pg/ml; carrés :

100 pg/ml, triangles : 200 pg/ml.
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Peptide CCRAGALDWVCARRE

Analogue Bimas t1/2 SYFPEITHI
CRAGALDWV 0.060 18
CCRAGALDW 0.608 14
RAGALDWVC 0.212 5
ALDWVCARR 0.006 14

Peptide PVALGLAGAPQTPGV

Analogue Bimas t1/2 SYFPEITHI
ALGLAGAPQT 7,452 17
GLAGAPTQTP 0,015 17
PVALGLAGA 0,022 16
AGAPQTPGV 0,454 20
LAGAPQTPGV 1,642 18

Figure 3.21 : Analogues de peptides.
Séquences des analogues testés par le test de stabilisation du CHM de classe I dans la
lignée cellulaire T2. En rouge, le seul analogue testé qui est un épitope minimal possible

de I’ARFP.
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Test de stabilisation du CMH de classe 1
des analogues de 'ARFP
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Figure 3.22 : Cartographie des analogues ARFP additionnels.

Test de stabilisation du CMH de classe I pour trois des analogues (9-mers) synthétisés a
partir de la séquence de 15-mers qui ont répondu d’une maniére dose dépendante au
méme test. Cercles: 20 pg/ml; carrés : 100 pg/ml, triangles : 200 pg/ml.
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1. Récapitulation

L’objectif de ce projet était d’étudier les réponses immunitaires induites par
I’ ARFP chez la souris dans le but de développer un vaccin prophylactique ou
thérapeutique. Pour ce faire, trois différentes approches expérimentales ont été
poursuivies. La premiére est basée sur I’utilisation de la rARFP comme immunogéne
chez la souris C57B1/6. La deuxiéme fait appel a vaccin 8 ADN chez la souris DBA/2 tg
HLA-A2/DR1. La troisi¢me concerne 1’identification d’épitopes minimaux dans la
séquence de I’ARFP a I’aide d’un panel de peptides chevauchants.
2. Vaccin protéique

Le vaccin protéique a €té évalué en quantifiant les réponses humorales et
cellulaires induites par I’administration de la rARFP, ainsi qu’en mesurant de la charge
virale suivant un challenge avec un virus de la vaccine exprimant I’ARFP (vvARFP). Il a
été¢ démontré que I’immunisation avec I’ARFP menait & une robuste production
d’anticorps anti-ARFP, et que le titre de ces anticorps était maintenu durant les trois 4 six
semaines suivant la derniére immunisation. L’isotypage des anticorps prélevé lors du
dernier échantillonnage indique une réponse de type Th1 (présence d’anticorps IgG2a)
mais aussi de type Th2 (présence d’anticorps IgG1). Ces données ont été confirmées par
la présence de cytokines de type Th1l (IFN-y) et Th2 (IL-4) a des niveaux plus élevés
pour les souris immunisées que chez les souris contrdles (souris PBS) par le test ELISpot.
En outre, les souris immunisées avec la rARFP et infectées avec le vvARFP ont monté
des niveaux de production d’IFN-y et d’IL-4 supérieurs aux niveaux produits par les

souris immunisées avec la rARFP et infectées avec le vwWR ou du PBS. Ceci indique
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que la réponse observée chez ces souris est bien spécifique pour I’ARFP, et n’est pas due
a une action non spécifique induite par I’infection virale. Le fait que la rARFP soit
capable d’induire des réponses d’1L-4 et d’IFN-y est d’un grand intérét, puisque la
réponse immunitaire suite a des immunisations avec une protéine est souvent biaisée vers
un profil de type Th2.

Des études plus approfondies seront nécessaires pour quantifier de maniére plus
précise la réponse cellulaire, puisque I’ELIspot n’a donné de résultats concluants que
dans le protocole quatre, di 8 nombre insuffisant de cellules pour chaque souris (<250
000) lors des autres protocoles (2 et 3). Une fagcon d’optimiser la technique, serait de
mettre les cellules en plaques pour I’ELIspot immédiatement aprés leur isolation. Les
protocoles de vaccination protéique ont été conduits dans le laboratoire du Dr. Denis
Leclerc au CHUL a Québec et les splenocytes isolés ont di étre congelés lors de leur
expédition; ce qui a eu un impact certain sur le recouvrement de cellules et, en
conséquence, a limité leur utilité pour les essais ELIspot.

A T’aide de test de plaques, il a été démontré que pour le protocole 3, le vaccin
réduit de maniére significative (Mann-Whitney U test) la charge virale des souris
immunisées en comparaison avec les souris non-immunisées suivant un challenge avec
un virus de la vaccine recombinant pour I’ARFP (P = 0,0159). Cependant, pour le
protocole 4 la charge virale des souris immunisées et infectées avec le vwARFP n’est pas
réduite de maniére statistiquement significative (P = 0.4524). Quand les résultats des
protocoles 3 et 4 sont combinés, la charge virale des souris immunisées avec la rARFP et
infectées avec le vvARFP est nettement plus faible, mais n’est pas significatif a P<0.05

(P =0.0807). Par contre il y a un grand écart entre les charges virales des souris
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immunisées et infectées avec le vwARFP dans le quatriéme protocole, tandis que les
souris non-immunisées ont une charge virale plut6t constante (Figure 3.8). Ceci laisse
suggérer une immunisation non efficace de certaines souris. Une purification de la
protéine résultant dans 1’agrégation de la protéine pourrait étre responsable pour cette
différence.

Pour pouvoir utiliser les résultats de PCR quantitatif il faudrait faire une courbe
standard avec une étendue plus large pour pouvoir quantifier de plus petites
concentrations d’ADN et déterminer la raison de la différence des résultats obtenus par
qPCR versus ceux obtenus par test de plaques. Une gPCR en temps réelle serait
probablement plus spécifique.

3. Vaccin a ADN

La plateforme de vaccination avec le vecteur ADN a été divisée en trois étapes
pour évaluer premi¢rement la performance de différents vecteur contenant I’insert codant
pour I’ARFP, et deuxiemement I’efficacité du vecteur choisi d’induire un réponse
immunitaire de type Th1/Th2 chez des souris DBA/2 double transgéniques pour les
molécules HLA-A2 et HLA-DRI1, en comparaison avec le vecteur administré avec un
« boost » protéique rARFP ou avec la rARFP seule. La troisiéme étape a servi pour
évaluer la capacité du vecteur a protéger dans le contexte d’une infection avec le vaccinia
recombinant pour I’ARFP.

Le vecteur pMASIA-F a été sélectionné pour sa capacité d’induire des réponses
cellulaires (quantifiées par ELIspot) et des réponses humorales (ELISA), quoi que celles-
ci fussent trés faibles. Les étapes subséquentes on révélées que le pMASIA-F administré

avec un « boost » protéique est plus efficace que le vecteur seul et, que la rARFP est plus
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efficace pour I’induction de réponses humorales et cellulaires que le pMASIA-F seul ou
le pMASIA-F avec un « boost » protéique.

La troisieme étape de cette plateforme (protocole 7) a révélé que les souris
immunisées (PMASIA-F, pMASIA-F + rARFP, rARFP) et infectées avec le vvARFP ont
des titres d’anticorps IgG plus élevés que les souris immunisées et infectées avec le
vvWR.

Les résultats des essais ELIspot et de prolifération en présence de thymidine
tritiée pour le protocole 7 démontrent que la rARFP administré seule ou en boost dans un
régime d’immunisations avec le vecteur pMASIA-F, stimule de maniére efficace la
prolifération des splénocytes et des réponses cellulaire (production d’IL-4 et d’IFN-y). De
plus, en régle générale, les souris immunisées et infectées avec le vvARFP montent des
réponses plus robustes que les souris immunisées et infectées avec le vvWR. Indiquant,
tous comme les résultats d’ELISA pour ce protocole, que la production d’une réponse
immunitaire (cellulaire ou humorale) est en fait spécifique pour I’antigéne contre laquelle
les souris ont ét€¢ immunisées.

Les tests de plaques révelent que la tendance de la rARFP de diminuer la charge
virale des souris immunisées versus celle qui ne le sont pas, est semblable aux protocoles
d’immunisation protéiques. Dans chaque groupe de souris (n = 4) il y en avait seulement
3 qui ont été infectées de maniére productive par le vvARFP, réduisant la taille de
Péchantillon. C’est pour cette raison que les différences de moyennes ne sont pas
significatives entre les groupes. Par contre, il est clair que la charge virale est diminuée

chez les souris immunisées.
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Pour justifier I’utilisation du vecteur ADN versus une protéine recombinante il
faudrait démontrer la supériorité de ce véhicule a induire des réponses cellulaires ainsi
que humorales, ce qui n’a pas encore été fait. Par contre, I’essai de prolifération en
présence de thymidine tritiée a révélé que les splenocytes des souris immunisées avec le
PMASIA-F en conjonction avec un « boost » protéique proliféraient plus quand elles sont
stimulées avec la rARFP que les souris immunisées avec la protéine seule. Ce taux de
prolifération plus élevé pourrait contribuer a une plus grande expansion de cellules T, qui
ensuite pourrait contribuer a un meilleur contréle de la virémie.

De plus, il aurait été utile d’inclure des groupes immunisés sans les ODN CpG
pour pouvoir valider I’utilisation de ceux-ci en tant qu’adjuvant.

4. Epitopes minimaux

Au cours des études menées au sein de notre équipe, trois nouveaux épitopes CTL
potentiels (15-meres) ainsi que deux €pitopes minimaux (nonaméres) ont été dérivé a
partir de la séquence compléte du VHC de génotype 1a a I’aide de test de stabilisation du
CMH de classe 1. Les trois peptides (VRSLVEFTCCRAGAL, CCRAGALDWVCARRE
et PVALGLAGAPQTPGYV) et un des épitopes minimaux (SLVEFTCCR) ont été dérivé
par Troesch et. al., tandis que PVALGLAGA correspond a un nouvel épitope qui n’a pas
encore été décrit. La découverte d’épitopes LTC restreints par HLA-A2 est un facteur
important pour I’inclusion de I’ARFP dans un vaccin potentiel anti-VHC multivalent
puisque cela contribuerait & augmenter le spectre de reconnaissance antigénique de la
réponse initiale du syst¢me immunitaire envers le VHC en ciblant des épitopes multiples.
Une réponse multi-spécifique est associée au contréle de la réplication virale ainsi qu’a la

résolution de I’infection. Une prochaine étape pourrait étre d’essayer 1’utilisation de
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différents analogues de ces peptides minimaux pour tenter d’augmenter leur
immunogenicité.

Les deux épitopes minimaux ont été essayé en ELIspot et en test de prolifération
a ’aide des splenocytes des souris du protocole 7 (vaccin ADN avec challenge vaccinia).
Ces deux peptides n’ont pas provoqué la production d’IFN-y ou d’IL-4, ou méme de
prolifération. Cependant, ces essais ont été conduits avec des splenocytes totaux, et il se
peut que ’influence des peptides n’ait pas pu étre observée di au petit nombre de cellules
capable de reconnaitre les peptides dans un contexte HLA-A?2 restreints. Une meilleure
fagon d’observer I’effet de ces peptides serait d’utiliser un tétramére capable de les
présenter, pour ensuite isoler les splenocytes tétramére-positifs et détecter la production
d’IFN-y et d’IL-4 par un marquage intracellulaire. Il serait ainsi plus facile de voir I’effet
de ces peptides sur la population de cellules que nous ciblons (HLA-A2 positives).
5. Directions futures

Prises d’une maniere collective, les résultats des deux plateformes de vaccination
expérimentale nous indiquent que I’ ARFP est une immunogene efficace, capable de
stimuler une réponse humorale ainsi que cellulaire. Etant donné la variation observée
dans les résultats (isotypes d’anticorps et charges virales différents dans les protocoles 3
et 4) il serait recommandé de refaire une autre répétition du vaccin protéique sous les
mémes conditions pour pouvoir en venir & une conclusion définitive.

Il serait également intéressant d’étudier la réponse IgG des souris des protocoles 1
a 4 sont pour déterminer si les titres d’anticorps des souris immunisées avec I’ARFP et

infectées avec le vwvARFP ont une cinétique de réponse similaire aux souris du protocole

7.
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Une perspective pour le projet serait de trouver une plateforme vaccinale existante
dans laquelle I’ ARFP pourrait étre incorporée. Puisque la fonction de I’ARFP et son
importance clinique n’ont pas encore été élucidées, il serait un peu prématuré de vouloir
I’utiliser seul en tant que vaccin prophylactique. Il serait plus avantageux de I’inclure
dans un vaccin multivalent qui incorpore les glycoprotéines (E1 et E2) et peut-étre méme
la protéine de la capside (core) pour mettre plus de chances sur le c6té de I’'immunité
neutralisante ou au moins suffisante pour empécher 1’établissement d’un état d’infection
chronique.

Puisque le vaccin ADN que nous avions utilisé¢ (pMASIA-F) n’élicitait pas des
réponses immunitaires trés encourageantes, d’autres vecteurs pourraient étres essayés
avec une variété de molécules immunomodulatrices pour voir si la réponse immunitaire
peut étre augmenté. Parmi les autres plateformes vaccinales existantes, I’ ARFP pourrait
étre incluse dans un vecteur MVA, un autre poxvirus, un vecteur codant pour des
cytokines ou seule avec un adjuvant expérimental (protéosome, micro-particules,
cytokines). Puisque deux épitopes minimaux ont étés dérivés, ils pourraient étre inclus
dans un vaccin peptidique.

Méme avec des avances importantes dans le développement de thérapies pour traiter les
personnes atteintes du VHC, il reste que I’acces a ces traitements est trés coliteux et est
souvent limité dans les régions qui pourraient en bénéficier le plus. Un vaccin
prophylactique ou thérapeutique pourrait alléger le fardeau que ce virus impose sur les

systemes de santé et aussi diminuer le réservoir pour prévenir des infections futures.



CONCLUSIONS
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La rARFP est un immunogeéne efficace qui induit de fortes réponses humorales
ainsi que cellulaires chez la souris C57B1/6 quand elle est administrée avec
’adjuvant incomplet de Freund.

L’inoculation avec la rARFP et/ou le vecteur pMASIA-F confére un certain degré
de protection contre un challenge avec un virus de la vaccine recombinant pour
I’ARFP (vvARFP) chez des souris C57Bl/6 et DBA/2 transgéniques pour HLA-
A*0201 et HLA-DRI.

Le vecteur 8 ADN pMASIA-F inoculé avec un « boost » protéique chez des souris
DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DR1 donne une meilleure
réponse immunitaire (humorale et cellulaire) que le vecteur pMASIA-F seul.

Des souris DBA/2 transgéniques pour HLA-A*0201 et HLA-DRI1 inoculées

avec la rARFP montent des réponses humorales et cellulaire (production d’IL4,
d’IFN-y et prolifération) supérieures aux souris inoculées avec pMASIA-F seul ou
avec le « boost » protéique.

La rARFP induit des réponses de type Thl et de type Th2.

Les épitopes SLVEFTCCRA et PVALGLAGA correspondent a deux nouveaux
épitopes HLA-A2 restreints. Ces épitopes sont potentiellement ciblés par des

lymphocytes T cytotoxiques (LTC).
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ANNEXE 1 — Données ELISA vaccin protéique. Protocoles 1-4.
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ANNEXE 2 — Comparaison des courbes d’efficacité d’immunisation
pour le vaccin protéique. Protocoles 1-3.
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ANNEXE 3 — Comparaison des résultats obtenus par test de plaque et
gPCR. Protocoles 3 et 4.
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ANNEXE 4 — Analyse des peptides F37-51 et F101-115 par génotype de
VHC
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