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Une étude réalisée avec la protéine de la matrice (M) d'un variant antigénique 

d'influenza porcin (HIN1), nonun! A/Sw/Québed5393J91 (SwQc91), associé à la 

pneumonie proliférative et nécrosante a été effectuée. Les séquences nucléotidiques et en 

acides aminés (aa) obtenues pour les protéines M 1 et M2, codées par le gène de la protéine 

M, du variant SwQc91, ont permis de comparer les changements génomiques internes 

associés à la protéine M 1 et externes, associés à la protéine M2, observés pour SwQc91 

comparativement à une souche classique d'influenza porcin nommée A/Sw/Québed192/81 

(SwQc81). Des études portant sur l'e~ression de la protéine M 1 dans le vecteur proœryote 

pET21(a), sur l'antigénicité ainsi que sur l'imnunogénicité de la protéine M 1 recombinante 

(PMR) ont également été effectuées. 

L'étude génorrùque a permis de constater que la protéine M 1 a un taux de mutation 

de O,OSO/o alors que la protéine M2 a un taux de 0,51% ce qui est comparable à la protéine la 

plus variable du virus; la protéine hémagglutinine (HA) (0,4%-0,48%). La production de la 

PMRdans le vecteur pET21(a) a permis d'obtenir une protéine, présente en partie dans les 

corps d'inclusion de la bactérie BL-21(DE3), ayant une masse moléculaire (Mr) de 28 kDa. 

De plus, une quantité maximale de PMR a pu être obtenue en induisant la suspension 

bactérienneà 37oC avec 1 mM d'isopropyl-~-D-thiogala:toside (IPTG) pendant 12 heures 

et le rendement obtenu, suite à la purification et à la conœntration de la PMR. a été évalué à 

2,5 mg/ml par 200 ml de suspension bactérienne. L'étude portant sur l'antigénicité semble 

démontrer la stabilité de la PMR ainsi que l'intégrité de ses 4 épitopes, même après 

traitement avec du SDS. La PM R semble être un bon irnmtmogène puisque des titres élevés 

en anticorps (Ac) anti-PMR (64 000) lorsque le virus était utilisé co~ antigène (Ag) et 

256 000 lorsque la PMR était utilisée coinille Ag ont été détectés par ÉLISA indirect. Cette 

expérience démontre également la grande sensibilité de la PM R co~ Ag puisqu'en utilisant 

une conœntratbn de 1 J..lglrnl, il a été possible de détecter rapidement des titres élevés en Ac. 



1. INTRODUCTION 



2 

Le virus influenza, cornnnmément appelé virus de la grippe, cause une mala:lie des 

voies respiratoires qui est très contagieuse. À cause de sa virulence et de son instabilité 

antigénique, le virus influenza de type A est à l'origine de plusieurs épidémies plus ou moins 

sévà"es (Webster et al., 1982) ainsi que d'une pandémie importante; la grippe espagnole de 

1918 responsable de la mort d'environ 30 millions de personnes (Pennisi, 1997; 

Taubenberger et al., 1997). Les sous-types H1N1, H2N2 et H3N2 associés au virus 

influenza de type A sont les plus répandus chez l'homme et sont par conséquent 

responsables des infections grippales qui affectent ce dernier. Plus récemment, en décembre 

1997, le virus a fait une fois de plus la démonstration de sa grarrle variabilité avec 

l'apparition à Hong Kong d'un nouveau sous-type (H5N1) responsable de la grippe du 

poulet (Cohen, 1997). Ce sous-type fournissait une preuve concrète de la transmission 

directe du virus d'un animal à l'homme, puisque seules les personnes ayant été en contact 

avec les pouets infectés ont été mala:les (Cohen, 1997). Ceci met en évidence l'importance 

de la surveillance de l'évolution du virus autant chez les animaux que chez l'homme (Webster 

et al., 1992). 

L'influenza de type A est non seuement le plus pathogène et le plus répandu chez 

l'honune, il est également le plus fréquemment isolé chez d'autres types de mammifères 

(Hinshaw et al., 1978) ainsi que chez plusieurs espiœs aviaires, notanunent le canard qui est 

un vecteur naturel du virus (SlellDns et al., 1978; Webster et al., 1992; Suss et al., 1994). En 

Amérique du Nord, l'influenza de type A est reconnu collliDe étant un des principaux agents 

impliqués dans les affectations respiratoires touchant le porc (Hinshaw et al., 1978; 

Easterday, 1986). Les pertes écooomiques attribuables au virus influenza porcin sont de ce 

fait très importantes (Conseil canalien du porc; 1995). Au Québec notanunent, la 

production de porcs represente 31% de la production nationale et 30% de cette production 

est exportée vers d'autres pays. Selon le Conseil Canalien du porc (1995), l'industrie porcine 

a généré en 1995 des revenus se chiffrant à environ un milliard de dollars pour l'ensemble des 

producteurs de porcs au Caneda. 

L'influenza de type A aurait été isolé chez le porc pour la première fois aux États-
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Unis en 1930 par Richard Shope (Shope, 1931) où il aurait proooblement été introduit suite 

à la pandémie de 1918 (Newreier et al., 1994). Le virus influenza porcin A (H1N1) est le 

virus anirœ1 faisant le plus l'objet de surveillance de la part de l'Ozganisation Mondiale de la 

Santé (OMS) au niveau de la santé publique, puisqu'il a été démontré qu'il se transmet à 

l'homme et aux espèces aviaires (WeŒter et al., 1992). Tout coilll'œ le canard, le porc est un 

réservoir pour le virus et il serait également un hôte intermédiaire potentiel pour l'é~rergence 

de nouveaux virus recombinants (Castrucci et al., 1993) pouvant être à l'origine d'ure 

nouvelle pandémie (Donatelli et al., 1991). Une étude réalisée à travers le monde sur 

l'influenza porcin A (H1N1) a permis d'identifier deux variants antigéniques dont la 

distribution géogaphique differait considérab1ement. Le premier, désigné "US", est 

apparenté auxsouches porcines cirwlant en Amérique du Nord alors que le second nolllll'é 

"Europe" s'apparente plus aux souches d'influenza de type A (H1N1) isolées chez les 

espèces aviaires présentes dans plusieurs pays européens (Hinshaw et al., 1984). Bien que le 

sous-type H1N1 soit le grand responsable des infections grippales touchant le porc, un 

second sous-type (H3N2) responsable de la grippe porcine a récemment été identifié à la 

fois en Amérique de Nordet en Europe (Chambers et al., 1991; Webster et al.,1992; Browm 

et al., 1997). En Amérique du Nord, depuis 1965, le virus influenza porcin A (H1N1) s'est 

avéré assez stable tant au niveau antigénique (Sheerar et al., 1989; Noble et al.,1993) que 

génétique (Luoh et al., 1992) et ce, malgé l'é~rergence de nouveaux variants aux États-Unis 

(0 lsen et al., 1993) et au Canala (Dea et al., 1992b). 

Au Québec, en 1981, une souche d'influenza porcin A (H1N1) causant les 

symptômes classiques associés au virus de la grippe a été identifiée chez les populations 

porcines et elle a été nollllDée; A/Swine/Québec/192/81 (SwQc81) (Morin et al., 1981). En 

1990, l'apparition de malalies respiratoires chroniques chez le porc (Morin et al., 1990) a 

mené à l'identification d'une seconde souche d'influenza porcin A (H1N1) nollllDée 

A/Swine/Québec/5393/91 (SwQc91) (Dea et al., 1992b ). Ce nouveau variant a par la suite été 

associé à la pnetnnonie proliférative nécrosante (PPN) di%}lostiqœe chez les porcelets en 

bas âges et responsable d'un haut taux de mortalité chez les nouveaux-nés. Ce type de 

pnemnonie très contagieuse cause des symptômes externes comparables à ceux de la grippe 
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porcine classique et est souvent accompagnée d'infections secondaires multiples. De plus, les 

pourrons des porcs infectés présentent des lésions à la fois macroscopiques et 

microscopiques (Morin et al., 1990; Girard et al., 1992). 

Des études ant&ieures ont permis de démontrer, à l'ai:le de test d'inhibition de 

l'hémagglutination (IHA), que la protéine hémagglutinine (HA), du variant SwQc91 associé à 

la PPN, était antigéniquanent apparentée mais distincte de celle des soudles porcines 

américaines et québécoises de réf&ence: A/Sw/New Jersey /8/76 et SwQc81 (Dea et al., 

1992b). Par la suite, les travaux de N'Diaye (1995) ont permis de produire un antborps 

monoclonal (AcMo) dirigé spécifiquement contre un détaminant antigénique de la souche 

variante SwQc91, ce qui a permis de la différencier des autres soudles nord-américaines 

responsables d'épidémies de grippe porcine classique. La production de cet A cM o a 

également permis de développer un test ÉLISA de compétition pouvant servir au dépf!tage 

d'anticorps spécifiques, produits contre le variant SwQc91, chez les porcs présentant les 

signes cliniques associés à la PPN (Arma et al., 1997a ). 

Une étude génomique comparative, réalisée par cartographie des oliwnucléotides des 

ARN viraux totaux ( ARN v), a démontré qu'il existait une divergence de 5% entre les souches 

SwQc81 et SwQc91 (Rekik et al., 1994). Cette différence se traduit, au niveau des protéines 

externes, par la substitution de 14 acides arniœs (aa) dans la portion HAl de la protéine HA 

du nouveau variant, et deux de ces substitutions sont localisées plus précisément dans les 

deux sites antigéniques majwrs Sb et Ca Cette différence se traduit également par l'ahience 

d'un site potentiel de glyoosylatbn pour le variant SwQc91 (Rekik et al., 1994). De plus, les 

études effectuées sur le gène viral qui code pour la protéine neumminida;e (NA) ont permis 

de noter 23 changements en aa pour la souche SwQc91. Cette divergence au niveau 

génomique pourrait affecter les propriétés antigéniques de la protéine, puisque les 

changements semblent affecter un site antigénique et entraîner le dép lacement d'un site 

potentiel de glyoosylation situé sur la portion de la tige de la protéine NA de la souche 

SwQc91 (Arma et al., 1997b). 
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Il existe une troisième protéine transmembranaire, la protéine M2, qui possède une 

partie externe (Lamb et al., 1985; Zebooee et Lamb, 1988). La protéine M2 tout co:nuœ la 

protéine M 1, qui elle est située à l'intérieur du virus, est codée à partir du gène de la protéine 

de la matrice, representé par le segm;:nt #7 de l'ARNv (Brioois et al., 1982). L'étude de la 

protéine de la matrice (M) penœttrait donc de comparer à la fois les changements internes et 

externes associés à la nouvelle soudle (SwQc91). Également, cette étude est la première 

réalisée sur les protéines M 1 et M2 de la soudle SwQc91. De plus, l'avènement de la 

biobgie moléculair~ quia permis le cloœge rapide de gènes virm.IX ainsi que l'e~ression de 

protéines dans des systèmes d'e~ression procaryotes et eucaryotes, penœttrait d'envisager 

l'utilisatbn de la protéine M 1 recombinante (PM R) dans le but d'induire une immunité chez 

l'hôte. 

La présente étude a été menée avec co:nuœ objectifs princip aux: 

1) De comparer les séquences génomiques des protéines M 1 et M2 pour les souches 

SwQc81 et SwQc91. 

2) De produire la PMRdans un vecteur d'e~ression procaryote et de la purifier. 

3) D'évaluer l'antigénicité et l'imnunogénicitéde la PMR. 



2. REVUE LIITÉRAIRE 
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2.1 Car~téristiques gén&ales du virus influenza 

2.1.1 Taxonomie 

Le virus influenza appartient à la famille des Orthomyxoviridae, du genre influenza 

virus quiaétérécemment divisé en quatre types; les types A et B, le type Cet un dernier 

moins coruru qui est associé au virus Thog>to. Les propriétés antigéniques de la protéine M 1 

et de la nuc.léoprotéine (NP) permettent de difièrencier les trois types sérologiques 

répertoriés, soit A, B et C (Mmphy et Webster, 1990). Le virus de type A infecte les 

ho~s, plusieurs espèces de mamrnif'eres tels que le porc, le cheval et la baleine ainsi qu'une 

grarde variété d'espèces aviaires, aloiS que le type B infecte seulement l'homme (Kilbourne, 

1987). Quant au virus de type C, bien qu'il infecte priœipalement l'homme il est également 

responsable des infections chez le porc en Chire (Guo et al., 1983; Yu~i et Desselberger, 

1984). Le virus influenza de type A peut être divisé en sous-types selon les propriétés 

antigéniques des glyooprotéines de sur:fàce; l'hémagglutinine (HA) et la neurarninidase (NA). 

À cejour15 sous-types de HA (Rôhmetal., 1996) et 9 sous-typesdeNA (Linetal., 1994) 

ont été répertoriés. Les sous-types H1N1, H2N2 et H3N2 sont présents chez l'homme lors 

d'infections causées par le virus influenza de type A (Air et al., 1987; Shaw et al., 1992), 

aloiS que les sous-types H1N1, priœipale~œnt, et H3N2 sont impliqués lors d'infections 

causées par le virus chez le pore (We'Œter et al., 1992). 

2.12 Propriétés physico-chimiques 

Les Orthomyxoviridae sont composés de 0,8-1% d'ARN, de 70% de protéines, de 

20% de lipides et entre 5-8% d'hydrates de carbone ( Chopp in et Compans, 197 5; Kilbourne, 

1987). La taille des virions des types A et B se sitœ entre 80 et 120 nanomètres (nm) de 

dia.IIÈtre (Lamb et Chopp in, 1983; Z uckerman, 1996) et leur masse mo loculaire est d'environ 

250 X 1 03 kilodaltons (kDa) (Kilbourne, 1987). La densité du virus sur un gradient de 

saccharose est 1, 19 grammes/centimètre cube (gjcm3
) et son coefficient de sédimentation ( s) 

se sitœ entre 700 et 800s. L'infectivité du virus diminue lorsqu'il est soumis à des pH acides 

ou qu'il est mis en présence de rayons ultmviolets (UV). Il est également possible d'inactiver 



rapidement le virm à des températures sup&ieures à 56oC (Klenk et al., 1991). 

2.13 Morphologie 

Le virus grippal iso1é à partir de souches adaptées pour le laboratoire est composé de 

particules virales sph&iques (Zuclœrman, 1996), alors qu'il est pléomorphe lorsqu'il provient 

d'isolats fraÉ (M mphy et Webster, 1990). La particule virale spha-ique présente à sa surfuce 

les glycoprotéines HA et NA representées sous forrœ de spirules. Une couche de 

lipoprotéines provenant de la celh.ù.e hôte enveloppe la particule virale et sous cette 

enveloppe lipidique se retrouve la protéine de la matrice M 1 qui forrœ une couche 

renfèrmant la nuc1éocapside (Kiloourne, 1987). Cette dernière contient huit segrœnts d'ARN 

à polarité négative ayant des extremités 5' et 3' conservées (Klenk et al., 1991). Les 

complexes ribonucléoprotéiques (RNP) hélicoïdaux sont fonres par l'association des 

segrœnts d'ARN codant pour la NP et les polymérases virales basiques 1 et 2 (PB 1, PB2) et 

la polymérase acide (PA) (Lamb et Choppin, 1983) (Fig.rre 1 ). 

2.1.4 Protéines 

Le génome du virus influenza de type A est constitué de huit segrœnts d'ARN 

codant pour 10 polypeptides (Fig.rre 1). Les segrœnts 1 à 6 codent respectivement pour les 

protéines structurales PB2,PB1, PA, HA, NP et NA. Le segrœnt 7 code pour 2 protéines; 

la protéine structurale M 1 située à l'intérieur de la membrane lipidique et la protéine non

structurale M2 situ5e à la surfàce du virion. Le segrœnt 8, quant à lui, code pour deux 

protéines non-structurales; NS1 et NS2 (Lamb et Choppin, 1983). 

Lespolymérases virales PB2, PB1 et PA ont les masses moléculaires (Mr) les plus 

élevées soit 85,7 kDa, 86,5 kDaet 84,2 kDa(Lamb et Choppin, 1983). La protéine PB2 est 

constituée de 759 acides aminés (aa)et elle permet la liaÉon de la transcriptase avec la coiffe 

des ARN messagers (ARNm) celh.Ilaires utilisés pour la synthèse des ARNm viraux 

(Ulmanen et a/.,1981; Beaton et Krug 1986). La protéine PB1, constituée de 757 aa, est 

impliquée dans certaines activités catalytiques, elle joue notmmnent un rôle dans la 

8 
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Figure 1: Représentation schématique du virus influenza 

Le virus influenza est un virus enveloppé dont le génome segmenté 
est composé de 8 brins d'acide ribonucléique (ARN) monocaténaire à 
polarité négative qui forment, en association avec les polymérases (PB 1, 
PB2 et PA) et la nucléoprotéine (NP), les complexes ribonucléoprotéiques 
(RNP). Sur l'enveloppe bilipidique provenant de l'hôte cellulaire sont ancrées 
les glycoprotéines de surface; HA et NA ainsi que la protéine M2. Sous 
l'enveloppe, on trouve la protéine matricielle Ml. Les protéines NS 1 et NS2 
sont des protéines non structurales. La représentation schématique du virus a 
été réalisée à l'aide d'un logiciel de présentation. 

NA 
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polymérisation et l'éhngation de la chaine de nuc1éotides et elle est impliquée dans la 

réplication de l'ARN (Huang et al., 1990). La protéine PA (716 aa), dont le rôle n'est pas 

encore biendéfmi, semble aussi impliquée dans la réplication de l'ARN (Barœna et al., 1994). 

Le nombre de mol~ules présentes dans le virion pour chaame des trois protéines se situe 

entre 30 et 60 (Lamb, 1989). 

Le 4e segrœnt code pour la protéine hérrugglutinine (HA). Cette glycoprotéine est 

constituée de 566 aa et une particule virale contient environ 500 molérules de HA (Lamb et 

Choppin, 1983). La protéine HA joue plusieurs rôles. En plus d'être une composante 

majeure de la surfuce du virion elle est impliquée dans l'infection du virus infuenza En effct:, 

la protéine HA se lie au récepteur de l'acide sialique, présent à la sur:fàce celhdaire, rendant 

ainsi possible l'attachement d'une particule virale à la celhde (Marsh et Helenius, 1989). En 

médiant la fusion de la membrane de la particule virale endœytosée avec la membrane 

endœomale de la cellile, elle pe~t la pénétration de la nuc1éocapsiie virale dans le 

cytoplasme de la cellile (Wiley et Skeœl, 1987; Wilson et Cox, 1990). La protéine HA est 

l'antigène majeur du virus et par conséquent elle est la cible des anticorps neutralisants 

produits contre le virus (Wilson et Cox, 1990). Le virus influenza est à l'origine d'épidémies 

qui sont associées aux changements de la structure antigénique de la protéine HA (Wiley et 

Skeœl, 1987). 

La protéine HA est présente à la surface de la celhde sous d'un t~re de 225 k.Da 

composé de tro~ moncmères identiques de 75 k.Da, liés de façon non covalente. Cette 

dernière est synthétisée en un polypeptide simple (HAO) dans le réticulum endoplasmique 

(Wilson et Cox, 1990). Tout dépendant de la souche virale, du type de cellule hôte et des 

conditions de croissance, la protéine HA peut être clivée ou non. La fonm.tion de 2 chaînes 

liées par des ponts disulfure, représentées par les régions HAl (47 k.Da) et HA2 (29 k.Da), 

résulte du clivage de la protéine HA (Lamb, 1989). L'infectivité du virus dépend du clivage de 

la protéine HA qui devient un déterminant important dans la patmgénicité et la propagation 

du virus. La région N-terminale de la partie HA2 est hydrophobe et elle est hautement 

conservée chez la majorité des protéines HA. Cette dernière est impliquée dans les activit~ 

de fusion réalisées par la protéine HA (Lamb et K.rug 1996). Tout dépendant du sous-type, 
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le nomlre de résnus perdus lors du clivage protéolytique entre HA 1 et HA2 se sitœ entre 1 

et 6. Par conséquent, la régi:>n HA 1 contient entre 319 et 326 aa alo:rs que la régi:>n HA2 en 

contient soit 221 ou 222 aa. La perte unique d'un résidu arginine (R) lors du clivage 

protéolytique de la protéine HA est catalysée par une enzyme celh.daire soit l'eiDpeptidase 

de la carooxypeptidasede typeB, alors qu'tme seconde enzyme, la trypsine, est responsable 

de l'initiation du clivage de la protéine (Lamb, 1989). 

Des études comparatives au niveau des séqœnces nuc.léotidiques, réalisées à l'aile 

d'isolats recœillis dans la nature et de mutants sélectionnés au laboratoire sous la pression 

d'anticorps (Ac), ont permis l'identification de 4 sites antigéniques, A, B, C et D, sur la 

structure tridimensionnelle de la protéine HA (Laver et al., 1981; Conœnnon et al., 1984). 

L'e:xistence d'un cinquième site, E, est protable (Wiley et al., 1981). Quant à la protéine HA 

du vi.ruc; influenza de sous-type HlNl, quatre sites antigénique:; ont é~ment été identifiés, 

soient Ca et Ch, communs à plusieurs souches et Sb et Sa qui eux sont spécifiques à chaque 

souche (Lubeck et Gerhard, 1981; Wilson et Cox, 1990). Les anticorps utilisés neutralisent 

l'infectivité du vi.rucl pour chacun des cinq sites antigéniques. 

L'e~osition de la HA à de failies pH engendre des changements conformationnels 

irréversibes qui entraînent la fusiJn du virus avec la memlrane celhùaire (Bullough et al., 

1994). Le clivage de la protéine HAO en HAl et HA2 est un pré-requis au changement de 

conformation observé en présence de pH faibles et c'est é~ment un pré-requ5 à 

l'infectivitédu virus (Klenk et al., 1975; Laza-owitz et Choppin, 1975). Les protéines HA 

contenant la séqœnce RXRIRR sont clivées à l'intérieur de la celh.tle par une protéase 

présente dans le réseau traœ-gol~en (Stieneke-Grober et al., 1992). Cependant,les protéines 

HA qui possèdent uniquement un résnu arginine (R), ce qui est le cas pour les souches 

humaines, sont impœsibles à cliver en culture cellulaire. Ce problème peut être résolu grâce à 

l'ajout de la trypsine qui clive la protéine. De plus, il semlie que la virulence du virus soit 

associée au site de clivage de la protéine puisqu'il a été possible de constater que les souches 

les plus virulentes sont celles qui possèdent plus d'un résidu R (Nestorowicz et al., 1987; 

Kawooka et Webster, 1988). 
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Le segrnmt 5 d'ARN viral code pour la nuc.léoprotéine (NP). La NP est une protéine 

structurale majeure qui inta-agit avec les segrœnts d'ARN pour fonrer le complexe de la 

ribonucléoprotéiœ (RNP). La NP est également un antigène spécifique qui permet 

l'identifiœtion des differents types du virus infuenza (Boer et al., 1990). Son gène contient 

1565 nucléotides codant pour une protéine de 498 aa riche en arginine. Elle a une masse 

mol~ulaire d'environ 56 kDa et elle est phosphorylée (Shaw et al., 1992). Suite à sa 

synthèse dans le cy top las me, la nuc.léop rotéine se dirige vers le no y au. Le cib1age du no y au 

est une propriété intrinsèque de la NP (Lin et Lai, 1983; Ryan et al., 1986) et une analyse 

mol~ulaire a permis d'identifia- les résidus 327 à 345 co~ étant suffisants et nécessaires 

au transport de la NP vers le noyau (Davey et al., 1985). Il existe peu d'informations sur le 

mécanisme d'assembl~ de la NP. Cependant, il est rapporté dans la littérature qu'elle initie 

la transcription (Barœna et al, 1994) ainsi que l'éhngfltion de la chaîne d'ARN (Shapiro et 

Krug 1988) et on lui attribue également un rôle d'ami-terminaison lors de la synthèse de 

l'ARNm (Beaton et Krug 1986). 

La neuraminidase est la seconde glyooprotéine membranaire du virion de l'influenza 

qui diffère selon les sous-types. Son importance vient du fait que son activité biohgique lui 

penret d'enlever l'acide sialique des glyooprotéines (Gottschalk, 1957) et du fait qu'elle est 

un dét~ant antigénique majeur qui subit des variations antigéniques. Son rôle dans le 

cyce viral du virus infuenza demeure inconnu. La protéine NA pourrait penœttre le 

transport du virus à travers la couche de mucine, présente dans le tractus respiratoire, 

penœttant ainsi au virus d'infecter les celliles épithéliales cibes (Palese et al., 1974). La 

protéine NA est un homotétramà"e de 240 kDa qui peut être détcché de la membrane du 

virion à l'aide de protéases (Lamb, 1989). En microscopie électronique cette protéine a la 

fonœ d'un champignon munie d'uœ tête et d'uœ queue. Le gène de la protéine representé 

par le segrrent 6 d'ARN viral contient 1413 nucléotides et il code pour une protéine de 453 

aa (Laver et Valentine, 1969). La newaminidase possède un seul domaine hy drop ho bique qui 

agit à la fois co~ signal pour empêcher le clivage et co~ domaine d'aœrage, ce qui 

penœt à la protéine d'être boml::mdée sur la membrane du réti::ulum endoplasmique et d'y 

être attcchée avec stabilité (Lamb et Krug 1996). Contrairement au type B, la queue 

cytoplasmique est conservée parmi les sous-types du virus influenza de type A. Les 
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domaines transmembranaires des sous-types du type A et des virus de type B partagent la 

propriété d'hydrophobicité mais lews séquences diffèrent. La tige est très variable entre les 

diftërents sous-types (Cohnan et al., 1983). La protéine NA possède quatre sites 

antigéniques identifiés pour le type A (Cohnan et Ward, 1985). Contrairement aux Ac dirigés 

contre la protéine HA, les Ac dirigés contre la protéine NA ne sont pas neutralisants 

(K.ilbourne et al., 1968; Rott et al., 197 4). Le segrœnt 7 code pour la protéine de la matrice 

dont les propriétés seront résmnées à la section 2.2. 

Le segrœnt d'ARN #8 du virus influenza de type A contient 890 nucléotides et il 

possède un larw cadre de lecture. Ce segrœnt code pour les deux protéines non-structurales, 

NS1 et NS2. La protéine NS1 est une protéine d'environ 26 kDa codée par un transcript 

d'ARNm colinéaire. Cette protéine n'a pas encore été détectée dans le virion, cependant elle 

est abon:lamment présente dans les celhlles infectées par le virus. NS1 est une protéine 

phosphorylée qui est exprimée surtout durant la phase préooce de l'infection (Enami et al., 

1994). Le rôle exact de cette protéine n'est pas bien comru, cependant des expériences 

réalisées avec des mutants thermosensibles ayant une protéine NS1 défective, démontrent 

une rédœtion de l'e~ression de la protéine M 1 durant la phase tardive Koermecke et al., 

1981; Wolstenhohre et al., 1980). Ce qui semble démontrer que la protéine NS1 stinrulerait 

la traduction de la protéine M 1. Deplus, il a été démontré par Alonso-Cap .len et al. ( 1992), 

tel que rapporté parQiu et Krug (1994) que: NS1 est un régulateur post-transcriptionnel de 

l'e~ression des gènes et qu'elle régule éga.lement l'e~ortation de l'ARNm viral épissé de la 

protéine NS2, en inhibant la sortie du noyaJ des ARNmpossédant une queue poly (A) grâce 

à la liaison de la NS1 à la queue poly (A) (Qiuet Krug 1994). 

La protéine NS2, quant à elle, est codée par un ARNm épissé et elle a une Mr 

d'environ 14 kDaet contrairement à NS1, la protéine NS2 est synthétisée seu.lement lors de 

la phase tardive de l'infection Elle est surtout présente dans le no y aJ des cellules infectées et 

tout collliœ NS1, son rôle exact n'est pas comru. Les expériences d'Odagri et Tobita (1992) 

ont démontré qu'tme mutation dans NS2 mène à une réplication aberrante des gènes de la 

polymérase virale. Pendant longemps la protéine NS2 était considérée collliœ étant non

structurale puisqu'elle n'était pas présente dans le virion. Mais récemment, Richardson et 



14 

Akkina (1992) ont démontré la présence de NS2 dans des particules virales. Par la suite, des 

études menées par le groupe d'Yasuda et al. (1993) ont permis d'établir que le nombre de 

mol~ules de NS2 présentes à l'intérieur du virbn se situait entre 130 et 200. 

2.1.5 Cy cie de réplication du virus infuenza 

La réplication du virus infuenza débute avec l'adsorption du virus à la surfàce de la 

celhùe, via les sites de liaison des récepteurs présents à l'extrémité de la protéine HA et qui 

se lient auxrésilus d'acide sialique (a. 2,6 ou a. 2,3 gala:tose) présents sur les glycoprotéines 

ou les glycolipides situés à la sur:fàce des cellules (Rod~rs et al., 1983; Marsh et Helenius, 

1989). Le virus pénètre à l'intérieur de la celhùe par un phémmène d'endocytose qui 

implique l'internalisation du virus dans des vésicules de clathrine fonrees par l'invagination 

de la membrane plasmique. Suite à l'internalisation, la clathrine est libérée afm de p enœttre la 

fusion des vésicules avec l'endœome. L'acidification de l'endœome penœt la décapsidation 

du virus. Lorsqu'elle est soumise à des pH acides, la protéine HA adopte une fonœ qui rend 

la fusion entre la membrane virale et la memlrane cellulaire possible, ce qui penœt au 

complexe ribonucléoprotéique (RNP) du virus de traverser la memlrane du virion et de 

l'endœome et de pénétrer dans Je cytœol (Carr et Kim, 1994). Le canal ionique de la protéine 

M 2 est également impliqué dans la décap sidation. En effa, le fait que le pH soit faible 

penœt l'activation du canal ionique ce qui penœt le passage des ions de l'endœome à 

l'intérieur du virus. L'acidification de l'endœome modifie les interactions protéine-protéine et 

penœt la libération de la protéine M 1 du complexe de la RNP. Par conséquent, le bloquage 

du canal emp~herait la dissociation de la protéine M 1 du complexe de la RNP qui ne 

pourrait plus pénétrer dans le noyau (Takruchi et Lamb, 1994). 

Suite à sa libération dans le cytoplasme, la nuc1éocapsile migre vers le noyau où 

débute la réplication du génome viral qui s'effectue en trois phases (Marsh et Helenius, 

1989). La première phase est indépendante de la synthèse protéique et elle implique la 

transcription pri.Imire qui conduit à la synthèse de deux types d'ARN. Le premier type étant 

les ARN messagers {ARNm) qui sont coiffés et polyadény lé; et qui pourront être traduits 

en protéines alors que le second type comprend les ARN complémentaires (ARNe), ne 
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possédant ni coiffe ni séquence polyadénylée, qui serviront de matrice pour les ARN virwx 

(ARNv) (McCauley et Mahy, 1983). Charun des huit segrœnts d'ARN de polarité négative 

participe à la production des deux types d'ARN et ce à l'ai:le de fragnents d'ARN méthy lés 

qui dérivent des transcrits de l'ARN polymérase II de la cellule-hôte ainsi que des trois 

protéines virales PB 1, PB2 et PA (Shapiro et Krug 1988). 

Durant la seconde phase, la trano;criptbn secondairepréroce s'effectue et elle dépend 

de la synthèse protéique. Les phases d'expression des gènes du virus influenza surviennent 

lors de changements quantitatm au niveau de la transcriptbn individuelli des segrœnts 

d'ARN. La synthèse d'ARNe atteint son maximum 30 à 90 minutes après l'infection, et elle 

est accompagnée d'une synthèse amplifiée des ARNm et des ARNv des segrœnts 5 et 8 

correspondant respectivement auxprotéines NP et NS (Lamb et Choppin, 1983; McCauley 

et Mahi, 1983). Lors de la dernière phase, là où s'effectue la transcriptbn secondaire tardive, 

la synthèse des ARNm et des ARNv des segrœnts 4, 6 et 7 correspondant aux protéines 

HA, NA et M est augrœntée alors que celli des ARNrn, ARNe et ARNv du segrœnt 8 

diminue. La synthèse des ARNm ainsi que des ARNv du segrœnt 5, representant la NP, 

demeure élevée tout au long de la transcriptbn secondaire alors que celli des segrœnts 1 à 3 

correspondant respectivement auxtro5 polymérases virales PB2, PB 1 et PA demeure faible 

(McCauley et Mahi, 1983). 

La synthèse des protéines virales s'effectue dans le cytoplasme. Les trois 

polymérases virales (PB2, PB1 et PA) ainsi que la protéine NP nouvellement synthétisées 

s'associent aux segrœnts génomiques pour former le complexe ribonucléoprotéique (RNP). 

La lia5on du complexe de la RNP à la protéineM 1 assure le transfert de celui-ci du noyau au 

cytoplasme. La dernière étape comprend l'assembla~ du virus et elle implique la lia5on du 

complexe RNP-M 1 à la membrane plasmique sur laquelle viendront se greffer par la suite les 

deux protéines de surfuce; HA et NA. La particule nouvellement foilllée devra contenir une 

copie de charun des 8 segrœnts d'ARN afmde permettre la poursuite du cyc.le de réplication 

(Lamb et Choppin, 1983). 
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2.2 Protéine de la matrice 

Le gène de la protéine de la matrice (M), representé par le seg~rent #7 d'ARNv, 

contient 1 027 nucléotides et codepourdeuxprotéines, la protéine interne M 1 et la protéine 

externe M2 et pour un petit peptide de 9 aa no~ M3 (Fig.rre 2A) identifié par les 

groupes d'lngtis et Brown (1981) ainsi queLambet collaboratarrs (1981) tel que rapporté 

par Valcarcel et al. (1993). Di.:ftèrentes études réalisées sur les séquences nuc.léotidiques de la 

protéine M ont démontré que celli-ci est grandement conservée, et ce d'un sous-type à 

l'autre. En effd:, les séquences nuc.léotidiques de souches humaines de sous-types H1N1, 

H2N2 et H3N2 iso.lées durant les 43 dernières années su~rent que le seg~rent d'ARN #7 

serait demarré le même malgé les changements antigéniques des protéines HA et NA (Hall 

et Air, 1976). 

L'e~ression des protéines M 1 et M2 du virus infuenza est comple">e puisqu'elle 

implique la tramcriptkm di.:ftèrentielle de gènes bicistroniques. La synthèse de l' ARNm du 

virus infuenza se fait dans le noyau de la cellule. Ceci pel'l'ret au virus d'utiliser la 

machinerie cellulaire afm de réaliser l'épissage et de génércr plusieurs tramcrits à partir de 

gènes individuels. La tramcriptbn de la protéine M du virus infuenza est particulière 

puisqu'à partir d'unseulARNmsont traduites les protéines M 1 et M2. La protéine M 1 est 

colinéaire et elle est le produit majeur du segtrent d'ARNv #7. Elle possède un cadre de 

lecture ouvert qui est continu et qui débute à 25 nuc.léotides de 1' e}d:rémité 5' de 1' ARN rn 

pour se terminer au nucléotide #844 (Hiebert et al., 1986). La protéine M2, quant à elle; 

possède un cadre de lecture en deux parties. La première débute au même endroit, à 

l'e}d:rémitt; que la protéine M 1 et elle composée de 51 nuc.léotides. Par la suite, les 689 

nuc.léotides suivants sont épisés du gène ce qui ramène les 51 nuc.léotides à côté du 

nuc.léotide #7 40. La dewdème partie du cadre de lecture, sitree à environ 700 nuc.léotides de 

l'e}d:rémité 3' de l' ARNm, code pour la majorité de la protéine M2 (Hiebert et al., 1986). 

On retrouve le même système d'épissage pour la protéine M de l'influenza de type 

B, cependant aucune protéine M2 n'a encore été identifiée (Briaiis et al., 1982). En ce qui 

concerne l'influenza de type C, la protéine M est codée par le segtrent d' ARNv #6. Tout 
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Figure 2: Représentation schématique du segment 7 de l'ARN viral, codant pour les 
protéines Ml, M2 et M3, ainsi que du canal ionique de la protéine M2. 

Le gène de la protéine de la matrice (M), représenté par le segment 7 de l'ARNv, 
contient 1027 nucléotides et code pour 2 protéines, la protéine Ml (composée de 252 aa) et 
la protéine M2 (composée de 97 aa) ainsi que pour un petit peptide de 9 aa nommé M3 (en 
A). La protéine M2 est un canal ionique composé de trois domaines (en B). Le domaine 
extracellulaire possède une extrémité N-terminale de 23 résidus en aa, le domaine 
transmembranaire possède 19 aa alors que le domaine cytoplasmique est composé de 54 
résidus en aa. 
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coilllre les types A et B l'ARNm du type C est épissé, cependant aucune protéine telle la 

protéine M 1 des types A et B n'a été identifiée pour le typeC (Yamashita et al., 1988). 

2.3 Protéine M 1 

2.3 .1 Car~téristiques gén6-ales 

La protéine M 1 est constituée de 252 aa et a une M r d'environ 28 kDa. L'ARNv qui 

représente la protéine M 1 est transcrit en ARNm qui est lui-même traduit, au tout début de 

l'infection, en protéine M 1 (Lamb et Choppin, 1983). La protéine M 1 représente 30 à 46% 

du contenu en protéines virales ce qui en fait la protéine existant le plus en abondance dans le 

virion (Bucher et al., 1987). Il est possible d'en retrouver 3 000 molocules par particule 

virale. Cette protéine est également la plus stable du vi.ru; influenza et la plus conservée 

parmi les differents sous-types de type A identifiés. Elle perrœt également de differencier un 

virus influenza de type A d'un autre de type B, tel que démontré par Schild (1972) et 

rapporté par Bucher et al. (1987). La protéine M 1 est également considérée coilllre un 

antigène (Ag) particulièrement stable. En effet, elle peut être bouillie et traitée avec de forts 

détergent, tel le SDS, et garder son potentiel antigénique. De plus, la protéine M 1 est 

qualifiée d'excellent immunogène (Bucher et al., 1987). 

2.32 Structure 

La protéine M 1 est une protéine structura]e, qui à cause de sa présence marquée dans 

le virion, forrœ un genre de carapace sous la couche bilipidique de l'enveloppe ce qui lui 

confère sa rigilité (Lamb et Choppin, 1983). En coloration négfltive, les protéines M 1 sont 

aligtées les unes à côté des autres de telle sorte qu'elles ressemblent à une empreinte digitale 

(Ruigok et al., 1989). La protéine contient un motif de liaison au zinc et ce domaine est 

conservé parmi les protéines M 1 des vi.rœ de types A et B. La fonction de ce motif sera 

diswtée à la section 2.3.4. La séquence de ce domaine, contrairement à ce qui avait déjà été 

proposé (Wakefield et Brownlee, 1989), n'est pas impliquée dans la liaison de la protéine 

M 1 avec l'ARN, puisque la perte d'une seule cystéine serait responsable de la perte de ce 
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domaine. Advenant le cas, il a été observé que cela n'empêche pas pour autant la liaison entre 

la protéine et l'ARN (Elster et al., 1997). 

2.33 Sites antigéniques 

Les sites antigéniques sont défmis co~ étant des régions inununodominantes qui 

peuvent réagi' avec des ant~orps. Il a été possible d'identifier quatre sites antigéniques et 

fonctionne1s pour la protéine M 1. Ces épitopes ont été localisés à clifferentes régions de la 

protéine. En effet, l'épitope 1 semble situé au tiers de l'e}((:rémité N-terminale de la protéine, 

plus précisément entre les aa 46-89 alors que l'épitope 2 serait situé au deux tiers de 

l'e}((:rémité C-terminale de la protéine entre les aa 129-164. Les épitopes 3 et 4, quant à eux, 

sont sittés entre les aa 45-119 (Ye et al., 1987; Ye et al. 1989). 

Certains rôles ont été attribués à deux des quatre épitopes. L'épitope 1 serait associé 

avec un site responsable de la liaison de la protéine M 1 avec la membrane lipidique, alors que 

l'épitope 2 serait implk}ué dans l'activité d'inhibition de la transcription du complexe de la 

RNP lors de la liaison de la protéine M 1 à ce complexe (Ye et al., 1989). D'autres études, 

également réalisées par Ye et collaborateurs (1989), semblent démontrer l'e:xi.stence d'un 

deu:xi.ème site antigéniqu~ associé au site de liaison à l'ARN responsable de l'inhibition de la 

transcription. La région sittée entre les aa 80-109 correspondrait promblement à l'épitope 4, 

et il semblerait qu'elle soit impliquée dans l'activité d'inhibition de la transcription tout 

co~ la région correspondant à l'épitope 2. 

2.3 .4 Fonctions 

En plus de proarrer une certaine rigi:lité à la membrane bilipidique du virus, la 

protéine M 1 est multifonctionnelle et elle peut interagir avec d'autres protéines virales. Err 

effet, la protéine M 1 joue un rôle dans l'assemblaw du virus ainsi que dans le 

bourgeonnement viral en interagissant avec les queues cytoplasmiques des protéines HA, 

NA et M2 et avec les segrœnts du complexe de la RNP virale (RNPv) (Zhang et Lamb, 

1996). Une des particularités du virus influenza est qu'il se réplique dans le noyau mais qu'il 
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bourgeonne à partir de la membrane cytoplasmique. Une série d'importation et d'e>qJortation 

à travers les pores nucëaires est donc nécessaire (Zhang et Lamb, 1996). La protéine M 1 est 

impliquée dans le transport de la RNPv à l'intérieur ainsi qu'à l'e}d;érieur du noyw via les 

pores nucëaires (Martin et Helenius, 1991), selon que la protéine soit liée ou non à la RNPv. 

Il existe une région située entre les aa 101 et 105 de la protéine M 1 qui proroouvoit la 

migration de la protéine du cytoplasme au noyw (Ye et al., 1995) et qui perrœt à la protéine 

M 1 de se lier à l'ARN (Elster et al., 1997). Il a été rapporté qu'tm faible pH à l'intérieur de 

l'endosome provoque la dissociation de la protéine M 1 de la RNPv perrœttant ainsi l'entrée 

de la RNPv dans le noyw. Plus tard au coUIS de l'infection, la protéine M 1 doit se réassocier 

avec la RNPv afm de perrœttre l'assembl~ de la particule virale (Bui et al., 1996). 

La protéine M 1 est égcœment impliquée dans la régulation de la transcription de 

l'ARNv. Des expériences réalisées par Hankins et al. (1990) ont corroboré ce qui avait déjà 

été énoncé par certains, au sujet du rôle de la protéine M 1 dans l'inhibition de la transcription 

(Ye et al., 1987, Zvonarjev et Ghemon, 1980). Ces derniers ont démontré que la protéine 

M 1 inhibe les étapes de l'initiation et de la réinitiation de la transcription de l'ARNv de 

manière plus effJCace que l'étape de l'éhngation de la chaîne d'ARN. De plus, l'implication de 

la protéine NP dans ce processus d'inhibition semble essentielle car dans le cas où elle est 

retirée du complexe de la RNP, il a été noté que l'impact de la protéine M 1 sur la 

transcription est négligeable. Ceci implique égcœment que la NP possède un site de liaison 

perrœttant de lier la protéine M 1 et que c'est cette liaison qui semble interférer avec les 

fonctions de l'ARN polymérase(Hankins et al., 1990). Ceci semble indk}uer que la protéine 

M 1 joue un rôle de régulation dans la maturation du virus, puisqu'elle contrôle le passage de 

la réplication de l'ARN à l'assembl~ du virus (Yasma et al., 1993). Des études réalisées 

avec des mutants de la protéine M 1 ont démontré que la région située entre les aa 91 et Ill 

est essentielle pour l'inhibition de la synthèse de l'ARN ainsi que pour la licmon de la 

protéine M 1 à l'ARN (Watanabe et al., 1996). La protéine M 1 semble égcœment jouer un 

rôle au niveau du taux de croissance du virus (Y asuda et al., 1993) ainsi que dans le contrôle 

de la virulence de souches d'influenza adaptées, in vitro, à la souris (Smeenk et Brown, 

1994). 

La protéine M 1 jout:Yait égcœment un rôle d'~nt antiviral qui serait assumé par le 
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motif de doig de zinc (Nasser et al., 1996). Il a déjà été démontré, par Judd et al. (1992) tel 

que rapporté par Nasser et al. (1996), qu'un peptide synthétique fo~ de la région située 

entre l'aa 152 et 166 de la protéine M 1, serait responsable de l'inhibition de la tra.nscriptk>n 

du virus. Si l'on rajoute 4 aa à cette séquence (aa 148-166), ce nouveau peptide représente 

maintenant le motif du doig de zinc et l'inhibition de la tra.nscriptk>n est 1000 fois plus 

effJCace que celle observée avec le peptide fo~ des aa 152-166. Ceci su~re que le motif du 

doig de zinc de la protéine M 1 aurait une activité antivirale. Cette activité antivirale a été 

démontrée contre des virus infuenza de type A et de typeB (Nasser et al., 1996). 

2.35 Réponse immunitaire 

Des expériences ont démontré que la protéine M 1 est capab1e d'engendrer une 

immunité à la fois humorale et cellulaire. Cependant, bien qu'il soit possible d'obtenir, suite à 

une immunisation, des anticorps dirigés contre la protéine M 1 ces anticorps ne protègent 

pas contre une seconde infection aux virus. Il semble que l'irrnnunité à médiation cellulaire 

soit la plus efficace pour protéger contre une infection virale (Weh;ter et Hinshaw, 1977, 

Reay et al., 1989). Des expériences réalisées chez le fura ont démontré qu'il était possible 

d'obtenir une protection contre dif:lerentes souches d'influenza suite à l'irrnnunisation avec 

l'ADN codant pour la protéine M 1 (Donnelly et al, 1997). 

2.4 Protéine M 2 

2.4.1 Car~téristiques générales 

L'ARNm transcrit à partir du segxrent 7 de l'ARNv subit un épissage alternatüet est 

traduit plus tard au coUIS de l'infection en une protéine de 97 aa qui correspond à la protéine 

M2 (Valcircel etal., 1993) (Fi~e2A).Ellea une Mr d'environ 14 kDaet, contrairement à 

la protéine M 1, elle est présente en grande quantité à la surfuce des cellules infectées. Comme 

il est possible de retrouver une petite quantité de molécules (environ 23-60) exprimées à la 

surfuce du virk>n, la désignation de protéine non-structurale qui jusqu'à présent qualifiait la 

protéine M2 a été remise en question (Zebroee et Lamb, 1988). Contrairement aux autres 
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protéines de surfàce, HA et NA, la protéine M2 n'est pas glycosylée mais elle est 

phosphorylée (Sugrue et al., 1990). Elle est une des plus petites protéines 

transmembranaires connues (H ughey et al., 1992). 

2.42 Structure 

La protéine M2 est un canal ionique qui est composé de trois domaines (Fig.rre 2B). 

Le premier domaine, extmcelluhire, possède une extremité N-terminale composée de 23 

rési:lus en aa. Le second domaine est transmembranaire et il possède 19 résidus en aa, aloœ 

que le dernier est un domaine intmcytop1asmiqœ representé par une queœ cytoplasmique 

composée de 54 aa tel que décrit par plusieurs auteurs et rapporté par Holsinger et al. 

(1995). Le canal ionique de la protéine M2 fonre un homotétramère representé soit par une 

paire de dimères qui possèdent des liens disulfures ou par un tétramère lié par des liens 

disulfures (Holsinger et Lamb, 1991; Sugrue et Hay, 1991; Zebtrlee et Lamb, 1985). 

2.43 Sites antigéniques 

La fabrication de huit peptides synthétiques representant la séqœnce entière en aa de 

la protéine M2 a permis d'identifier trois épitopes présents sur la protéine. Le premier 

épitope serait situé à l'eJtrémité N-terminale entre les aa 2-18 aloœ que les épitopes 2 et 3 

seraient situés à l'eJtrémité C-terminale de la protéine entre les aa 68-84 et 79-fJ? 

respectivement (Slepushkin et al., 1995). Certains rôles ont pu être attribués aux sites 

antigéniques de la protéine M2 et bien qu'ils doivent être précisés, ils seront discutés à la 

section 2.4.4. 

2.4.4 Fonctions 

Laproductiond'unanticorps monoclonal(AcMo) 14C2 dirigé contre l'épitope 1 (aa 

2-18) de la protéine M2 a permis de lui attribuer certains rôles. En effet, grâce à cet A cM o il 

a été possible d'observer que la protéine M2 semble jouer le même rôle que la protéine NA 

au niveau de la réplication virale. La présence des anticorps dirigés contre la protéine M2 



24 

seraient capables d'inhiber la réplication du virus de type A, sans toutefois neutraliser 

l'infoctivitéde celui-ci, co.rntœ peuvent le faire les anticorps dirigés contre la protéine HA. Il 

a é~ment été observé que la présence d'anticorps dirigés contre la protéine M2 penœttait 

de réduire le temps de relargage de la particule virale et diminuait la chruge virale présente 

suite à l'infection Cependant ceci ne peut être attribué aux anticorps exchlsivement ni à un 

ou à tous les sites antigéniques de la protéine M2, car le rôle joué par charun reste à 

déterminer (Slepushkin et al., 1995). L'assembl~ de la particule virale est é~ment affocté 

par la présence de l'A cM o 14C2, tel que démontré par Hugrey et al. (1995). 

Le canal ioni}ue de la protéine M2 penœt l'entrée des ions à l'intérieur de la particule 

virale lors de la décap sidation du virus, ce qui a pour effet de moduler le pH des 

compartiments intmcelluhires. De plus, la protéine M2 joue un rôle dans la maturation de la 

protéine HA (Sugrue et al., 1990) puisque suite à l'e~ositiondu virion au pH acide présent à 

l'intérieur de la vésicule endosomale, la protéine HA, soumise à ce faible pH, subit un 

changement conformationnel qui entmîne la libération d'un peptide de fusion et penœt la 

fusion entre la meml:rane virale et celle de la vésicule endosomale. Cette fusion penœt au 

complexe de la RNP d'être libéré dans le cytoplasme puisque les ions ont pu pénétrer à 

l'intérieur du virus et briser les liens protéine-protéine entre le complexe de la RNP et la 

protéine M 1 (Ciampor et al., 1992). 

2.4.5 Réponse immunitaire 

La protéine M2 est capable d'engendrer une immunité humorale puisqu'il a été 

possible de détocter des anticorps dirigés contre la protéine M2 dans le sénnn de patients 

convalescents infoctés par un virus infuenza de sous-type H3N2 (Bla::k et al., 1993a). Les 

études Slepushkin et al. (1995) ont démontré que, lorsqu'elle est injoctée chez la souris, la 

protéine M2 protège contre une infoction par le même virus ou par un virus hétérologue. De 

plus, les anticorps dirigés contre celle-ci pourraient être impliqués dans le phénomène de 

cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps (ADŒ) mais ceci reste à démontrer. Une 

diminution rapi:le de la charge virale chez des souris préalablement immunisées avec la 

protéine M2 et infoctées, ainsi que la capa::ité de celle-ci à protéger contre des virus 



25 

hétérologues a permis de supposer l'implication d'une inununité à médiation celJulaire. La 

protéine M2 devient un bon candidat pour cib1er les lymphocytes T cytotoxiques (CTL) 

spécifiques suite à une infection au virus influenza, d'autant plus qu'elle est abondamment 

présente à la sur:fàce des celJules infectées (Slepushkin et al., 1995). 

2.5 Le virus influenza et le porc 

2.5.1 Différents sous-types répertoriés 

Le virus influenza de sous-type H1N1 est à l'origine d'épidémies affectant l'homme. 

Depuis son apparition en 1918, malg-é une période d'accalmie entre les années 1957 et 1977, 

il est toujours responsable d'infections chez l'homme (Raymond et al., 1986). Le sous-type 

H1N1 serait apparu simultanément chez les porcs en 1918 et il aurait été isolé pour la 

première fois en 1930. Jusqu'en 1938 les porcs ne semblaient pas être affectés par le virus 

influenza H1N1 humain. Cependant, entre 1938 et 1940, une épidémie d'influenza chez les 

porcs a permis d'isoler des virus de type A. Ceci a mené à l'identification de souches 

antigéniquement et génétiquement reliées au virœ influenza humain de sous-type H1N1 

(Neumeier et al., 1994). Depuis, il a été possible d'isoler chez le porcdeuxautres sous-types 

du virus influenza de type A, le sous-type H1N2 et H3N2 (Castrucci et al., 1993). 

Cependant, le sous-type le plus fréquemment associé aux problèmes respiratoires chez les 

populations porcines, du centre et du nord des États-Unis (Chambers et al., 1991) ainsi que 

chez les populations porcines présentes au Québec (Gaw.on et al., 1974), demarre le sous

type H1Nl. En ce qui concerne l'Europe, le sous-type H1N1 a été isolé pour la première 

fois chez les porcs en Italie (Donatelli et al., 1991) et tout co~ au Cana:la (Morin et al., 

1981) et en Angleterre (Brown et al., 1993) il y est responsable d'épidémies sévères de 

grippe porcine (Donatelli et al., 1991). 

Il existe principaletœnt deux variants antigéniques, pour le sous-type H1N1, 

présents chez les populations porcines. Le variant noi11.Il'i "US" est présent en Amérique de 

Nord alors que le second variant, noi11.Il'i "Europe", cirwle dans difrerents pays européens. 

Leur origne respective est proooblement ce qui pertœt de difrerencier ces deux variants. En 
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effet, le variant "US" origne d'une souche porcine alors que le variant "Europe" est plutôt 

d'origine aviaire (Neumeier et Meier-Ewert, 1992). En ce qui concerne le sous-type H3N2, il 

semble qu'il soit égfl]ement représenté par deux variants antigéniquement di.:frerents, dont l'un 

est d'origine humaine alors que l'autre origne d'espèces aviaires (Webster et al., 1993). Bien 

qu'on le retrouve en plus faible proportion que le sous-type H1N1, le sous-type H3N2 est 

présent auxÉtats-Unis (Chambers et al., 1991), au Canooa (Gag1on et al., 1974) ainsi qu'en 

Asie(Kidaet al., 1988). Le sous-type H1N2 serait apparu au Japon chez les porcs suite à 

une infection mixte par deux souches virales humaines de sous-type H1N1 et H3N2 

Cependant, la transmission de ce virus recombinant d'un porc à l'autre n'afait à ce jour l'o~et 

d'aucun rapport (Sugimura et al., 1980). 

2.52 Hôte intermédiaire 

Plusieurs facteurs penœttent de comprendre le rôle déterminant joué par les espiœs 

porcines dans la transmission du virus infuenza. Parmis ceux-ci il est possible d'inchrre: la 

granle susceptibilité du porc auxinfections par des souches d'influenza humaines et aviaires, 

la transmission directe du virus infuenza d'un porc aux humains et aux espèces aviaires 

(Webster et al., 1993) et le fait que seul le porc possède les deux récepteurs (NeuAc 2,3Gal 

et 2,6Gal)requis à l'attachement du virus auxcellules épithéliales (Campitellietal., 1997). 

L'isolation, en 1976, d'une souche d'influenza porcin (H1N1) présente chez des 

recrues de l'année américaine cantonnées à Fort Dix dans le New Jersey, a démontré la 

transmission possible du virus d'un porc à l'homme (Kemal et al., 1977). Depuis, plusieurs 

autres cas d'infection chez l'homme due au virus infuenza porcin ont été répertoriés. Un 

virus infuenza porcin antigéniquement et génétiquement identique à celui isolé à Fort Dix a 

égfl]ement été isolé chez des porcs et des ho~s habitant la même ferrre au Wisconsin 

(Hinshaw et al., 1978). De plus, la mort d'une fe~ enceinte infectée par une souche 

d'influenza porcin a mis l'emphase sur l'apparition de souches plus virulentes à mesure que le 

virus traverse la barrière entre les espèces (Rota et al., 1989). Plus récemment, en 1997, un 

autre cas de transmission du virus infuenza porcin à l'homme a été répertorié. Il s'83ssait de 

la contamination des membres du personnel teclmique ayant été en contact avec des porcs 
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infectés expérimentalement avec une soudle d'influenza porcin (Wentworth et al., 1997). 

Le virus infuenza porcin (H 1 N1) se transmet éga]ement aux espèces aviaires par un 

mécanisme qui demeure jusqu'à maintenant inconnu. La présence du virus porcin a été mise 

en évidence suite à son iso1ement chez les canards sauvages au Cana:la (Hinshaw et al., 

1978), àHongKong(Butterfieldetal., 1978) et en Europe (Ottis et Bachmann, 1980). Bien 

que la localisation natmelle du virus se sitœ dans le tube digestif, sa présence dans le tractus 

respiratoire a éga]ement été démontrée de façon expérimentale. La transmission à l'homme 

d'une soudle virale présente chez les dindes, suite à une infection par une soudle porcine, a 

éga]ement été démontrée par Hinshaw et ses collaborateurs ( 1983). 

La transmission natmelle aux porcs de soudles d'influenza isolées chez les ho11ll'I)eS 

et chez les espèces aviaires a éga]ement été démontrée. Ceci peut entraîner de fâcheuses 

conséquences puisqu'en pe~ttant un réassortiment entre deux virus suite à une double 

infection chez le porc, cette espèce devient un bon candidat en servant d'hôte intermédiaire, 

pour la génération de virus recombinant pouvant être à l'origine de nouvelles pandémies 

(Donatelli et al., 1991). Des études réalisées par Castrucci et al. (1993) ont démontré que la 

soudle porcine A/Swine/Hong Kong'126/82 de sous-type H3N2 est une souche 

recombinante provenant d'un réassortiment chez le porc entre les gènes codant pour les 

protéines PB 1 et PA d'une soudle aviaire H3N2 et ceux d'un varimt humain de sous-type 

H3N2 

2.53 Stabilité antigénique du virus infuenza porcin 

Malg-é sa transmission chez plusieurs espèces et le rôle possible du porc co11ll'I)e 

hôte intermédiaire du virus, des études réalisées chez des soudles isolées entre 1965 et 1988 

(Sheerar et al., 1989) tout COJ1ll'I)e cel1es réalisées entre 1986 et 1991 (Noble et al., 1993) ont 

permis depuis 1965 de démontrer la gran:le stabilité du virus infuenza porcin tant au niveau 

antigénique que génétique. Ceci étant en gran:le partie attribuable à la préservation des 

propriétés antigéniques de la protéine HA au cours de ces années. Plusieurs cheiCheurs sont 

à la recherche d'une explication valable concernant la stabilité du virus. C'est ainsi que 
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certains l'eJq>liquent par l'absence de site; de glycosylation dans la partie distale globulaire de 

la régim HAl à promruté du site anti-récepteur. En effet, l'apparition de site; de 

glycosylation suite à la pression sélœtive subie par la ceUule-hôte pourrait modifier les 

propriétés antigénique; de la protéine HA en cachant des déterminants antigénique; localisés 

dans cette région (Inskter et al., 1993). De plus, les pores vivent en promiscuité et ont une 

courte esp&ance de vie ce qui implique que le cycle de réplication virale est assuré par le 

traœfert du virus parmi une population porcine très grande et composée surtout de jeunes 

porcs, chez qui l'inmunité n'est pas très développée (Hinshaw et al., 1978), ce qui peut 

favoriser la stabilité du virus. 

2.6 Somhes retrouvées au Quétec 

2.6.1 A/Sw/Québeo'l92/81 

En 1981, il a été possible d'identifier chez les populations porcines une souche virale 

d'influenzade sous-type H1N1, A/Sw/Québeo'192/81 (SwQc81), causant les symptômes 

associés au virus de la grippe classique. Cliniquement, la grippe porcine se cara:térise par 

une baisse d'appétit, une forte fièvre ( 42oC), une respiration sacœdée accompagnée d'une 

toux, un écoulement nasal et lacrymal ainsi qu'une perte de poids. La convalescence des 

porcs infœtés par la souche SwQc81 est relativement rapide, entre 5 et 7 jours, et le taux de 

mortalité relli à l'infection est très bas et peu significatif (Morin et al., 1981). 

2.62 A/Sw/Québeo'539381 

L'apparition en 1988 de mala:lies respiratoires chroniques a mené à l'identification 

d'une seconde souche d'influenza (HlNl) chez les populations porcines au Quétec. Cette 

souche, no~ A/Sw/Québeo'5393J91 (SwQc91 ), a par la suite été associée à la pneumonie 

proliférative et nécrosante (PPN) (Morin et al., 1990; Dea et al., 1992b ). Suite à son isolation 

au Quétec, la PPN est apparue en Ontario (Thomson et Canmn, 1991) et au Manitoba 

(Austin et Bystrom, 1991). Plusieurs études ont démontré qu'il existe plus d'un facteur 

pouvant être responsable de laPPN. En effet, le groupe de Dea et al. a démontré en 1992(b) 
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la présence du virus responsable de syndrome respiratoire et reproducteur (SRRP) chez les 

porcs affectés par la PPN. Ces études ont été corroborées par le groupe de Magar et al. qui 

rapportait, en 1993, l'isolation du virus SRRP à partir des poum:ms de porcs atteints par la 

PPN. En 1994, il a été possible d'isoler un variant de sous-type H3N2 du virus influenza de 

type A chez des pores démontrant des signes d'infections à la PPN (Bikour et al., 1994) et 

depuis l'isolation de variant SwQc91, plusieurs variants du virus influenza A de sous-type 

H 1 N 1 ont été isoJés au Québec (Bikour et al., 1995; Arom et al., 1997a). Bien que l'influenza 

ne semble pas le seul agent responsable de la PPN chez les porcs présents dans la nature, il 

est toutefois possible de reproduire expérimentalement les lésions microscopiques associées 

à la mala:lie en inorulant, de façon intmnasalt; la souche du nouveau variant SwQc91 chez 

des porcelets gnotobiotes (Dea et al., 1992a). 

Au niveau clinique, la PPN est très contagieuse et elle serait transmise dans un 

troupeau suite au contact entre un porc infecté et des individus sains. Cette mala:lie a coJ:lliœ 

principale cible les porcelets âgés de moins de 4 mois présents dans les pouponnières et les 

endroits réservés à l'engraissement (Gimrd et al., 1992). Les signes cliniques associés à la 

PPN sont principaletœnt, une fièvre prohngée, une dyspnée et polypnée, une respiration 

abdominale et contrairement aux porcs infectés par le virus de la grippe classique, les porcs 

touchés par la PPN ne toussent presque pas. Le taux de mortalité chez les nouveaux-nés et 

les porcelets non-sevrés est élevé comparativement à celui engendré par la grippe classique 

(Morin et al., 1990; Dea et al., 1992a). De plus, les nombreuses infections secondaires 

d'origine virale, bactérienne et parœitaire qui accompagnent la PPN su~rent qu'elle affecte 

surtout les porcs qui sont immunodéficients (Morin et al., 1990). 

Présentement il y a un manque à combler au Cana:la au niveau de l'immunisation des 

porcs contre les souches variantes associées à la PPN. Il n'e»ste aucun vaccin, qu'il soit 

conventionel ou recombinant, breveté pour la protection des porcs contre la PPN (Conseil 

Cana:lien du Porc, 1995). 



30 

2. 7 L'innnunité 

Le virus infuenza, lorsqu'il infecte l'hôte, déclenche des mécanismes de défense basés 

suruneréponse immunitairenon-spécif:tque et spécifique. Afm de pouvoir infecter l'hôte, le 

virus doit affronter la première ligne de défense présente sur et sous la surfàce de l'épithélium 

du tractus respiratoire durant les premiers jours, suivant l'infection Cette ligne de défense est 

composée des macrophages, des leuoocytes polymorphoiRicléaires (PMNL) et des celh.lles 

"natural killer" (NK) (Sweet et Smith, 1980; Fujisawa et al., 1987). Des études réalisées chez 

la souris ont démontré, suite à l'administmtion d'un virus infuenza inactivé ou traité avec un 

détergent, qu'il était possible de stim.ller les composantes de la première ligne de défense et 

d'engendrer une protection contre le virus infuenza (Arom, 1993). Le virus infuenza est 

égfl.lement responsable de la production de réactifs oxy~nés par les macrophages et les 

PMNL ainsi que de l'amplif:tcation de l'activité cytotoxique des celhùes NK (Arom et 

Henrichon, 1994; Arom et Houde, 1991; Arom et al., 1984). 

L'irrmunité spécifique constitue le second mécanisme de défense et comprend la 

réponse immunitaire humorale et à médiation celhllaire. Une infection à l'influenza induit un 

titre élevé en Ac neutralisants dirigés contre la glyooprotéine de surfàce, HA, qui représente 

la cible majarre de la réponse humorale protectrice (Ghetxlon, 1990). Les Ac neutralisants se 

lient au virus et préviennent l'attachement de ce dernier à la celhlle et leur présence est liée à 

la résistance des animaux et des hoi111res au virus. De plus, les Ac dirigés contre la protéine 

NA peuvent, non pas neutraliser l'infectivité du virus, mais plutôt ralentir le bomgeonnerrent 

de la particule virale, tout coll11re les Ac dirigés contre la protéine M2 (Zeb€rlee et Lamb, 

1988). Les Ac dirigés contre la protéine M2 recombinante peuvent égfl.lement protéger contre 

une infection létale chez la souris (Slepushkin et al., 1995). Le processus par lequel est 

produit un Ac débute avec la présentation de peptides antigénique5 aux celliles T, par les 

celhlles présentatrœs d'Ag, ce qui provoque la prolifératbn des celhlles T auxiliaires. Ces 

celliles, en aidant les celliles B, contribuent à la fonmtion de l'Ac (Abbls et al., 1994). Les 

lymphocytes T cytotoxique5 (CTL), activées par les cytokines libérées par les celhlles 

auxiliaires, sont impliquées dans l'immunité à médiation celhllaire ce qui constitue un autre 

mécanisme de défense spécifique contre le virus infuenza (Abbls et al., 1994). Chez des 
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patients souffrant d'agunmaglobulinanie et qui pouvaient récupérer d'une infœtion à 

l'influenza, ce qui laissait supposer que les Ac n'étaient les seuls à protéger contre le virus, on 

a pour la première fois soupçonné la présence d'une immmité cellulaire (Ghendon, 1990). Il 

a été démontré que les régi'>ns HA 1 et HA2 de la protéine HA engendrent une immunité 

cellulairecytotoxiqueresponsablede la lyse des cellules infœtées par le virus (Gould et al., 

1987), tout comrœ le fait la protéine NA et les protéines intanes M 1 et NP (Wy sockam et 

al., 1994; Mat sui et al., 1995). 

2.8 Protéines recombinantes 

Le développement des techniques de biologie mol~ulaire a permis le cloœge rapide 

des gènes du virus infuenza dans des vecteurs p lasmidiques. L'e~ression du produit de ces 

gènes peut se faire dans des systèmes procaryotes, ainsi que dans des systèmes d'e~ression 

eucaryotiqœs. Généralement, la protéine recombinante produite, par l'un ou l'autre de ces 

systèmes d'e~ression, conserve les propriétés antigéniques présentes chez la protéine 

native correspondante. De plus, ces protéines recombinantes peuvent induire une immunité 

humorale, qui implique la production d'anticorps spécifiques à certains déterminants 

antigéniques, ainsi qu'une immmité à médiation cefulaire, qui implique la prolifératbn des 

CTL, chez les modèles animmx et humains vaccinés avec cette dernière. 

2.8.1 Système d'e~ression procaryote 

Les difJ.erents systèmes utilisés pour exprimer une protéine présentent tous des 

avantages ainsi que des désavantages. La teclm.ique la plus populaire et la plus simple à 

appliquer est celle qui requiert l'utilisation de cefules compétentes provenant de souches 

d'E.coli. De plus, le temps nécessaire pour générer une surecpression de la protéine 

recombinante est relativement court. Le système d'e~ression procaryote est peu 

dispendieux et puisque la génétique de la bactérie E. coli est bien colliD.le, il devient facile de 

modifier celle-ci à notre avantage. Le grand désavantage des systèmes procaryotes, lors de 

l'e~ression de glycoprotéines virales, se traduit par l'a~ence de modifications post

traductionnelles ce qui peut mener à l'e~ression d'antigènes dépourvus d'épitopes de 
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neutralisation (Ausebel et al., 1995). De plus, il arrive que les protéines, qui sont produites 

en très gran:les quantités dans ces systèmes, précipitent sous fonre d'aggtégats insolubles 

dans les celhùes d'E.col~ noilUD5s corps d'inclusion (Rudolph et Lilie, 1996). Le problème 

des corps d'inclusion se traduit par le fait que pour les solubiliser il faut recourir à l'utilisati.m 

d'~nts dénaturants, ce qui implique que la protéine dénaturée et libérée doit être renaturée 

afm d'être biologique~œnt active. Il est possible de tirer profit de la présence des corps 

d'inclusion dans le cas où la protéine produite sert d'antigène, au cours d'une immunisation. 

En effet, puisque les corps d'inclusion, contenant la protéine d'intérêt ont une masse plus 

élevée, il est possible de les purifier par centrifugation dif:f.ërentielle. Par la suite, il devient 

possible d'isoler, en conditions dénaturantes, la bande correspondant à la protéine d'intérêt 

sur un gel de polyacrylamide, et de la purifier avant de l'injecter à l'animal (Ausebel et al, 

1995). 

Dans la littérature; il est possible de retrouver certains exemples, dont les travaux du 

groupe de Watanabe et al. (1996), faisant, mention de la production de la protéine M 1 dans 

un vecteur d'e:JqJression procaryote. 

2.82 Système d'e:JqJression eucaryote 

L'avantage d'utiliser un système eucaryote réside dans le fait qu'il respecte les 

changements post-traductionnels des glycoprotéines. Bien que les techniques utilisées pour 

exprimer les protéines soimt plus laborieuses et engendrent des coûts plus élevés, plusieurs 

études ont été réalisées sur le clonage des gènes du vÎ11.!1 influenza dans des vecteurs 

d'e:JqJression viraux et sur l'e:JqJression du produit de ces gènes dans des cellules 

eucaryotiqœs (Ausebel et al., 1995). Parmi ces travaux il est possible de retrouver des 

exemples relatant l'e:JqJression de la protéine M2 dans des cellules d'insectes et impliquant 

l'utilisation du baculovirus comJre vecteur d'e:JqJression eucaryotes (Bl~k et al, 1993a). De 

plus, trois nouvelles applications, dans le domaine de la prophylaxie contre le virus 

influenza, ont pu être développées suite à ces études. Ces applications seront diswtées à la 

section 2.9. 
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La levure, telle Saccharomyces cerevisiae, est également considérée coJ:llllle un 

système d'e:>q:>ression eucaryotique avec lequel il est relativement facile de produire une 

protéine (Kurtz etal., 1995). Il est possible de produire la protéine M2 du virus infhlenza 

chez la levure, cependant une trop grande production de protéine M2 entraîne un 

relentisserrent de la croissance de levure. Ce ralentisserrent s'observe également chez les 

celh.ùes d'insectes (Bla:k et al., 1993b) ainsi que chez les bactéries (Guinea et Carrasco, 

1994) et il serait probiblement dû à la toxicité du canal ionique, pour les celh.ùes, qui 

augmmte plus la quantité de protéine M2 est élevée (Kurtz et al., 1995). 

2.9Vaccins 

Présentement, la protection contre le virus infhlenza est acquise suite à une 

vaccination avec le virus inactivé. Bien que cette protection ait un taux d'efficacité qui se 

situe entre 50 et 80%, il existe des individus chez qui la vaccination n'a pas fonctionné (Kohn 

et al., 1995). Puisqu'il ne semble pas possible d'obtenir une protection complète suite à la 

vaccination avec le virus inactivé, d'autres outils ont dû être développés. 

2.9.1 Vaccins sous-unitaires 

Les vaccins sous-unitaires tout comrre ceux fabriqués avec des virus inactivés 

protègent contre une infection au virus infhlenza Le priœipe du vaccin sous-unitaire repose 

sur l'utilisation des sous-unités recombinantes HA et NA purifiées, provenant du virus, afln 

d'i.Ixluire une réponse humorale anti-in:fluenza tout en éliminant les inconvénients 

généralement associés à l'utilisation du virus complet. L'avantage des vaccins sous-unitaires 

repose sur le fait qu'ils peuvent induire une immunité cel1ulaire cytotoxique offrant une 

protection contre plusieurs souches qui sont hétérologues à la souche dont on a injecté les 

protéines, et ce contrairement aux anticorps neutralisants dirigés contre la protéine HA. Cee~ 

en plus de limiter la progession de la mala:lie et de complémenter l'activité des vaccins 

traditionnels, pe~t la production d'un vaccin sans qu'il soit essentiel de prévoir 

annuellement de quelles souches il sera composé (Fries et al., 1993). Des expériences 

réalisées avec l'aiie d'adultes consentants ont démootré qu'il était possible d'olXenir une 
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protection contre une dose du virus influenza de type A (H1N1), suite à l'innnunisation avec 

une protéine recombinante du virt.5 in:fluenza, bien qu'aucun Ac neutralisant n'ait été détecté 

(Fries et al., 1993). Ces vaccins sont sécuritaires, cependant ils sont relativement dispendieux 

à produire, ce qui peut devenir un obstacle à une campagne de vaccination à granie échelle ou 

dans les pays sous-développés. C'est d'ailleurs le problème majeur que pose la vaccination 

contre le virus de l'hépatite B (Davis et al., 1997). 

2.92 Virus vivant atténué 

Le priœipe visant à atténuer une souche virale a été développé, en 1796, par Edward 

Jenner en utilisant le virus de la vaccine présent chez les espèces bovines afm de protéger les 

humains contre le virus de la variole. Il a ainsi démmtré qu'il était possible d'engendrer une 

réponse immunitaire suite à la vaccination avec un agent, similaire, mais moim patlngène que 

celui contre lequel on veut protéger (Jemer, 1798), tel que rapporté par Liu (1998). Plus 

récemment, ce priœipe a été appliqué pour le développement d'un vaccin impliquant 

l'utilisatbn de souches virales adaptées au froid, c'est-à-dire qui ont la capa:ité de se 

répliquer à des températures inférieures à 37oC. Ceci implique qu'ellis se répliquent plus 

facilement dans les voies nasales, puisque la température ambiante y est plus frakhe, que 

dans le tractus respiratoire inférieur où elles n'auront plus la capa:ité de causer la malérlie. 

Ceci pell'I)et de stirrruler l'innnunité mucosale et systémique sans qu'il y ait de risque d'être 

infecté suite à la vaccination (Maassab et DeBorde, 1985) et il semble que ce mode de 

vaccination soit effr;ace chez les enfants (Liu, 1998). 

Une autre approche, basée sur l'utilisatbn de souches adaptées au froid, a été utilisée 

par le groupe de Palese (1997). Elle implique le développement d'un vaccin dans lequel ont 

étéinchles des souches adaptées au froid et qui possèdent les gènes des protéines HA et NA 

provenant des souches circulant dans l'environnement, et contre lesquelles on veut 

immuniser les individus. 
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2.93 Vecteurs viraux 

Les v~ atténués et les bactéries, modifiés au préalable, peuvent être utilisés coll1l'œ 

plasmides dans lesquels il est possible d'insérer des gènes codant pour des protéines 

présentes chez diffèrents agents patlx>gènes. Ces vecteurs pellllettent de stÎlmler le système 

immunitaire en utilisant seulement les gènes de l'~nt patlx>gène, plutôt que l'awnt en entier, 

ce qui en fait des outils de vaccination plus sécuritaires que le vaccin fabriqué avec une 

soudte virale atténuée. Le v~ de la vaccine et le virus de la va.rble "avipox", présents chez 

les esp<Xes aviaires, sont deux exemples de vecteurs viraux couramment utilisés. L'utilisatbn 

en laboratoire du virus de la vaccine, coll1l'œ vecteur viral, est très populaire puisqu'il 

possède plusieurs gènes qui ne sont pas essentiels à la réplication du virus (Andrew et al., 

1987), il est donc possible de les remplacer et d'insérer des fr~ents d'ADN qui peuvent 

contenir jusqu'à 25 000 paires de base (pb) (Smith et Moss, 1983). De plus, il peut induire 

une réponse immunitaire similaire à celle induite par le patlx>gène dont il porte les gènes. 

Bien que l'innnunité induite chez les individus qui ont déjà été vaccinés avec le virus de la 

varble soit plus faible, les médecins hésitent à utiliser ce virus collliœ vecteur viral et ce 

même si ces individus peuvent développer une immtmité contre un autre agent patmgène 

dont le gène est contenu dans le vecteur (Jones et al., 1983; Cooney et al., 1991). 

Le baculovirus est un autre vecteur viral fréquemment utilisé. Des expériences 

réalisées avec le gène de la protéine M2, insâ'é dans ce vecteur, ont démontré qu'il était 

possible de détecter des anticorps dirigés contre la protéine M2 dans le sérum des souris 

immunisées (Bl~k et al., 1993b). Par la suite, les expériences réalisées par le groupe de 

Slepushkin (1995) ont démontré qu'il était possible d'obtenir une protection chez les souris, 

contre une infection létale par le virus influenza de type A, suite à l'innnunisation avec le 

baculovirus exprimant la protéine M2. 

Le v~ de l'eocéphalite équine vént2uélienne (VEE) recombinant est également 

utilisé coll1l'œ vecteur viral. Des études réalisées chez la souris, suite à l'iqjection sous

cutanée du vecteur contenant la protéine HA du virus influenza, ont démontré qu'il était 

possible d'obtenir des Ac spécifiques à la protéine HA qui protègent contre une infection par 
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le virœ infuenza (Davis et al., 1996). Ce vecteur est int&essant puisque le VEE n'est 

pratiquement pas rencontré chez l'homme donc, contrairement au virus de la variole, 

l'ab;ence d'uœ immunité pré~xistante pe~ttrait une bonne expression de l'antigène (Ag). 

De plus, leVEE ne se réplique que dans les tissus lymphoïdes ce qui stimulerait de façon 

effJCace le système immunitaire (Davis et al., 1996). 

2.9.4 Peptides synthétiques 

L'utilisatbn des peptides synthétiques nécessite au préalable une bonne connaissance 

des épitopes des protéines contre lesquels l'immunité humorale et cellulaire est dirigée 

(Lerner, 1983). Les peptides synthétiques sont en fait des chaînes d'aa impliquées dans la 

réaction Ag-Ac et ils peuvent être difficiles à gén&er si leUIS épitopes sont conformationnels 

et non linéaires, co~ c'est le cas pour la protéine HA du virus in:fhlenza (Wiley et al., 

1981). Administrés seu1s, les peptides synthétiques ont un faible pouvoir immunogène, ils 

doivent donc être jumelés à des adjuvants qui ont pour rôle de stimuler la réponse 

immunitaire. Présentement, bien qu'il y ait une grande quantité d'acljuvants disponibles, 

l'hydroxyde d'ahnninium est le seul adjuvant dont l'ajout est permis dans les vaccins 

administrés chez l'homme (Liu, 1998). Récenunent, des études sur le développement de 

nouveaux adjuvants inoffensifs pour l'homme ont mené à l'utilisatbn de protéosomes. Les 

protéosomes sont des protéines membranaires très hydrophobes présentes chez le 

méningocoqœ. Lorsque jumelés à des peptides synthétiques correspondant à des épitopes 

de la protéine HA du virus influenza, ils sont capables d'induire une réponse humorale et 

cellulaire tout en protégeant partiellement contre une infection létale du virus influenza (Levi 

et al., 1995). 

La vaccination avec des pep ti des synthétiques présente plusieurs avantages. Elle est 

sécuritaireet contrairement aux vaccins traditionnels, il est possible d'inclure des peptides de 

plusieurs patmgènes dans un seul vaccin et la pérbde d'entreposage est plus long.te (Levi et 

al., 1995). 
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2.95 Acides nucléiques 

L'immunisation à l'ai:le de l'ADN, ou immunisation génétique, implique l'induction 

d'uœ réponse immunitaire dirigée contre une protéine antigénique s'e~rirnant in vivo dans 

une cellule, suite au clonage dans un vecteur plasmidique de l'ADN purifié codant pour une 

séquence polypeptidique (Davis et al., 1994; Liu, 1998). L'amplitude de la réponse 

immunitaire engendrée semble dépendre de la quantité de protéine produite par le vecteur. 

L'e~ression de la protéine peut être influencée par le nombre de copies du vecteur qui a été 

traœfecté dans une cellule, par le nombre d'introns présents dans le vecteur d'expression 

ainsi que par la distance qui sépare le proxroteur, qui dirige l'e~ression, du gène à exprimer. 

Les proxroteurs les plus populaires sont les proxroteurs viraux et les plus couramment 

utilisés sont ceux du cytomégalovirus (CM V) et du virus du saroome de Rous (Ertl et Xiang, 

1996; Normm et al., 1997). Des exp&iences réalisées chez plusieurs modèles aniimux, par 

exernp le chez la souris (Rota et al., 1990; Montgomery et al., 1993) et le furet (Donnelly et 

al., 1995), ont démontré qu'il était possible, suite à l'immunisation génétique, d'engendrer une 

immunité protégeant contre un grand nombre de malalies. De plus, les vaccins à ADN 

peuvent engendrer une immunité cellulaire cytotoxique restreinte aux CMH de classe I, 

impliquant les CTL, tout en respectant les modifications post-traductionnelles des 

protéines. La combinaison des vaccins à ADN avec des adjuvants ne semble pas nécessaire 

puisque l'ADN agimit lui-même à titre d'adjuvant (Liu, 1998). L'immunisation génétique se 

fait surtout, en injectant intrmmsculaire le vecteur contenant l'ADN. Le mécanisme par 

lequel l'ADN injecté est pris en chazge par les cellules musrulaires est peu connu, cependant 

il semble que ce dernier demeure sous fo~ épisomale sans s'intégrer au génome de la cellule 

et sans se répliquer (Pardoll et Beclœrleg, 1995). Son intégration possible au génome de la 

cellule représente tout de même un désavantage. De plus, bien que l'immunité semble de 

long~e durée elle est long~e à se développer (Ertl et Xiang, 1996). Cependant, des 

exp&iences réalisées sur le virus de l'hépatite B ont démontré qu'il était possible d'optimiser 

chez la souris la réponse humorale en co-injectant un vecteur exprimant des cytokines et un 

contenant l'ADN. En plus d'être efficace, le recours à l'immunisation génétique contre 

l'hépatite B s'avère moins dispendieux que la vaccination avec le vaccin sous-unitaire (Davis 

et al., 1997). 
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Des expériences, portant sur l'inmunisation génétique contre le virus infuenza, ont 

démontré qu'il était possible de produire des anticorps capables de protéger contre une 

infection létale d'influenza, et d'induire une immunité cellulaire cytotoxique en injectant chez 

la souris l'ADN codant pour la NP. De plus, les CTL produits pouvaient lyser les cellules 

cibles infectées avec une souche qui est hétérologue à la souche d'où provient la NP injectée 

(Ulmer et al., 1993). D'autres expériences, portant sur l'inmunisation génétique chez la 

souris et impliquant la protéine HA, ont démontré que des Ac dirigés contre cette protéine 

sont produits et qu'ils protègent contre une seconde infection de la souche homologue 

(Ulmer et al., 1994; Justewicz et al., 1995; Deck et al., 1997). 



3. APPROCHE EXPÉRIMENTALE 
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3.1 Virus 

3.2 Souches virales 

Les souches de sous-type H1N1 utilisées, A/Sw/Québed192/81 (SwQc81) et 

A/Sw/Québed539391 (SwQc91), ont été obtenues du laboratoire du Docteur Ser~ Dea, 

profèsseur-chercheur au Centre de recherche en virologie de l'IAF. La souche SwQc81 a été 

iso1ée en 1981 dans les fenres porcines du Québec au cours d'une ép idérnie d'influenza, chez 

les porcs présentant les symptômes classiques de la grippe (Morin et al., 1981). Quant à la 

souche SwQc91, elle a été iso1ée chez des porcelets et des porcs dont les poum:ms 

présentaient des lésions car~téristiques de la PPN (Dea et al., 1992b ). 

3.3 Culture et purification des souches virales 

3.3 .1 Culture 

Les souches SwQc81 et SwQc91 ont été cultivées dans des oeufS embry onnés de 11 

jours provenant du couvoir Simetin (St-Canut, Québec, Canaia). L'inoculum de chaque 

souche a été diluée à 2 unités hémagglutinantes par millilitre (HA/ml) dans du tampon PBS 

(Annexe 1, Section 1.0) et 0,2 ml de cette dilution a été inoculée par voie chorioallantoïdierme 

à l'aide d'une seringue 3 centimètres cubes (cc) mun~ d'une aiguille 230 (Fisher, Montréal, 

Québec, Caneda), le tout réalisé sous conditions stériles. Les oeufS ont été incubés à 33°C 

pendant 48 heures en atmosphère humi:le puis transférés à 4°C pendant 18 heures. Le 

liquide allantoïque infecté par chacune des souches a été récolté sous conditions stériles. 

3.32 Purification 

La purification du liquide allantoïdien est réalisée en deux étapes comprenant: une 

phase de concentration sur gradient disoontinude saccharose et une phase de purification qui 

se subdivise éga]ement en deux étapes requérant aussi un gradient disoontinu de saccharose 

(Arora et al., 1985). 
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Lors de la concentration, les débris cellulaires sont éliminés du liquide allantoïque de 

l'oaûparftltrationà l'alde de laine de verre (Pyrex Fiba- Glass, Corning, New York, USA). 

Le gradient disoontinu de saccharose utilisé lors de la concentration a été préparé en ajoutant 

1 ml d'une solution contenant 50% poids/poids (p/p) de saccharose ultmpure (Canadian 

Scientific Products, London, Ontario, Cana:la) dissout dans du tampon PBS contenant 

0,02>/o de l'azide de sodium (NaNJ), puis dépœé dans un tube de pollyallomère de 30 ml 

(Bedanan, Toronto, Ontario, Canaia) et con~lé 30 secondes (sec) dans de l'azote liquide. À 

ce premier coussin a été ajouté un deuxième coussin de saccharose composé de 2 ml d'une 

solution contenant 22% de saccharose (p/p) dissout dans un tampon PBS, le tout con~lé 

une seconde fois dans de l'azote liquide pendant 30 sec. Par la suite, un volume de 25 ml de 

liquide allantoïque inf~té et clarifié a été ajouté dans chaque tube contenant le gradient 

disoontinu et ultracentrifugé à 100 000 X g pendant 60 minutes (min) à 4°C dans une 

ultmcentrifugeuse de marque Beckmann. Suite à l'uhracentrifugfltion le liquide allantoïque a 

été enlevé en laissant toutefois 1 ml au dessus du gradient afm d'éviter de perturber à la fois 

le gradient et les particules virales. Les tubes contenant le gradient et le liquide ont été 

recongelés de nouveau pendant 30 sec et un nouveau volume de 25 ml de liquide allantoïque 

inf~té a été ajouté et le tout a été centrifugé de nouveau, tel que décrit précédemment. Les 

di.frerentes manipulations ont été répétées jusqu'à l'épuisement du liquide inf~té. Les 

gradients contenant les culots de virus concentré pour chaque souche virale ont été 

rassemblés et conservés jusqu'à l'étape de purification. 

Préalablement à l'étape de purification, les culots ont été rassemblés et dispersés trois 

fois à l'alde d'un soni::ateur (Sonic, dis~rembrator, Fisher Scientific, Farrningdale, New York, 

USA) utilisé à une intensité de 30 megahertzs (MHz) par seconde et clarifiés par 

centrifugation (centrifugeuse PR-6, IEC, Needham, Mass. USA) à 1 000 x g pendant 10 min 

à 4°C. La purification débute lorsque la concentration en saccharose de l'échantillon a été 

ajustée à 50% (p/p) avec du saccharose solide. La suspension a été ultmcentrifugée à 100 000 

xg pendant 90 min à 4°C. Les di.frerentes particules qui avaient une densité plus élevée que 

les particules virales se sont retrouvées dans le culot alors que les particules virales sont 

demeurées dans le surnageant. Les surnageants ont par la suite été regroupés et leur 

concentration en saccharose a été ajustée à 26% (p/p) en ajoutant du tampon PBS. La 
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suspension a été ultracentrifugée tel que décrit précédemment. Cette fois-ci, ce sont les 

particules de densité inf&ieure à ce& des particules virales qui se sont retrouvées dans le 

surnageant puis les differents culots contenant les particules ont ensuite été resuspendus à 

l'aide de tampon PBS. Puis le dosage protéique et le titre hémagglutinant ont été effectués. Le 

virus a également été aliquoté et entreposé à -80°C jusqu'à son utilisation ultmeure. 

3.4 Titre de l'activitéhémagglutinante 

La méthode du "WHO collaborating center for reference and research on influenza 

(1982)" a été utilisée afm d'évaluer le titre de l'activité hémagglutinante de chaque souche 

virale. Un volume de 0,05ml de PBS a été dépœé dans tous les puits d'une plaque de 96 

puits à fond rond Linbro/Titertek (ICN Bimredicals, Aurora, Ohio, USA~ sauf dans ceux de 

la première ran~ dans lesquels a été dépœé 0,1ml de chaque suspension virale. Des 

dilutions en séŒ logarithmique en base deux ont été effectuées et un volume de 0,05ml 

d'ézythrocytes de coq (0,5% dans du PBS) (Centre de biologie exp&imentale de l'IAF) 

frakhement préparés a par la suite été ~outé dans tous les puits. Le titre a été évalué après 

45 min d'incubation à la température de la pièce, selon la réciproque de la plus haute dilution 

virale où l'on retrouve 100% d'hémagglutination. L'htlnagglutination est cara:térisée par la 

présence d'un tapis, fonre par 1'8fglutination des globules roug::s par le virus dans le fond du 

puit, alors que l'absence d'hémagglutination est cara:térisée par la présence d'un bouton de 

globules roug::s dans le fond du puit. 

3.5 Dosage protéique 

La concentration protéique des deux suspensions virales a été déterminée à l'aide du 

"BCA protein assay kit" selon les conseils du manufacturier (Pierce Chemical Company. 

Rockford, Illinois, USA). Un volume de 1,0ml de réactif "BCA" composé de la solution A et 

de la solution B dans un rapport 50 : 1 (Anœxe 1, Section 3.0) a été ajouté à 0,1 ml des 

differents échantillons à tester qui ont par la suite été incubés 30 min à 60aC, dans un bai.n, 

sous agitation constante. Parallèlement, une coUibe étalon a été établie avec des quantités 

d'a1bumine sérique bovine ("bovine serum albumin". BSA, RIA Grade, Sigtm. Anachemia, 



43 

Montréal, Québec, Canooa) variant entre 0 et 10 microgrammes (Jlg). L'ah;orbanœ des 

differents échantillons a été lue à une long.Ieur d'orrle de 562 nanomètres (nm) à l'aide du 

spectrophotomètreCany lE, U.V-Visible(Varian, Australie). La conœntrati>n protéique de 

chaque souche virale a été déterminée à l'aile de l'e:xtrapolation sur la combe étalon de la 

long.Ieur d'onde de chaœne. 

3.6 Analyse de la pureté de chaque souche virale purifiée 

La pureté de chaque suspension virale a été démontrée à l'aide d'un gel de 

polyacrylamide en condition dénaturante, en présence de dod~yl suliàte de sodium (SDS), 

selon la teclmique de Laenmli (1970). Le système électrophorétique "Mini-Protean II Dual 

Slab Electrophoresis" (Bio-Rad laboratoratories, Ltd., Riclmond, Californie, USA) a été 

utilisé selon le guide fourni par le manufact~r. Le gel d'un millimètre (mm) d'épaisseur 

composé d'un gel de séparation de 12% de polyacrylarnide (Bio-Rad) et 0,1% SDS (Bio

Rad), préparé dans du tampon 0,375 Molaire (M) Tris-HCI (Signa) pH 8,8, et d'un gel de 

tassement de 4% polyacrylamide et 0,1% SDS préparé dans du tampon 0,125 M Tris-HCI 

pH 6,8 (Anœxe 1, Section 4.0) a été couë entre deux plaques de verre. Un peigte de 10 

puits (Bio-Rad) a été inséré entre les deux plaques. Les échantillons du virus purifié (20 Jlg) à 

analyser ont été ajoutés à la solution dénaturante et réductrice concentrée 2 fois et composée 

de 0,125 M Tris-HCI (Signa) pH 6,8, 4% poids/vol\llœ (p/v) SDS (Bio-Rad), 20% 

voltnne/voltnne (v/v) glycérol (Fisher), 5% (v/v) ~-mercaptoéthanol (Bio-Rad) et 0,01% de 

bleu de brmmphénol (Signa). Le tout a été chauffé à 1 OOoC pendant 5 min afm d'accélérer la 

dénaturation des protéines, puis déposé dans les differents puits du gel de tassement à l'aile 

d'un embout "Prot/Elec" (Bio-Rad). La migration a été réalisée à la température de la pièce 

pendant 45 min en appliquant une tension de 200 volts (V) à l'aide d'un générateur de 

cowant Bio-Rad et d'un réservoir contenant un tampon d'électrophorèse composé de 0,025 

M Tris (Signa) pH 8,3, 0,192 M glycine (Bio-Rad) et 0,1% SDS. 

Suite à l'électrophorèse les protéines ont été visualisées en incubant le gel à la 

température de la pièce, pendant 30 min sous agitation constante, dans une solution 

contenant 40% (v/v) de méthanol, 10% (v/v) d'acide acétique glacial (BDH Chemicals, 
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Toronto, Ontario, Cana:la) et 0,4% (p/v) de bleu de coollllSsie brillant R250 (Bio-Rad), ce 

qui a permis de fixer et de colorer les protéines. Le gel a par la suite été décoloré à l'aide de 

plusieurs lavages successifs dans une solution composée de 40% (v/v) de méthanol et de 

10% (v/v) d'acide acétique glacial (BDH) (Annexe 1, Section 4.0). L'évaluation des différentes 

masses moléculaires (Mr) des protéines virales a été faite en comparant les bandes colorées 

obtmues avec un marqueur composé de diffërentes protéines ayant des Mr se situant entre 

100 et 10 kilodaltons (kDa) ("SDS-PAGE Molecular Wei{jlt Markers, low ran~") (Bio

Rad) et traité en conditions réductrices et dénaturantes, tel que décrit pour le virus purifié. Le 

marqueur était composé de la p hosp hory le5e B provenant des muscles de lapin (97 ,4 kDa), 

de la BSA (66,2 kDa), de l'ovalbumiœ de l'owf (45 kDa), de l'anhydrase carlxmique bovine 

(31 kDa), de l'inhibiteur de trypsine de la fève de soya (21,5 kDa) et du lysosyme de l'owf 

(14,4 kDa). 

3. 7 Ext:mction de l'acide ribonucléique viral ( ARNv) pour chaque souche 

3. 7.1 À partir du virus purifié 

L'e:xtraction de l'ARNv de chaque souche a effectuée selon la teclmique emphyée par 

Cho~zynski et Sacchi (1987) impliquant une ext:mction à l'isothiocyanate de guanidine 

(Si8M) : phéool (BDH) : chloroforme (Signa). Tout le mataiel servant à l'e:xtraction a été 

traité au préalable avec une solution inhibitrice de l'activité des ribonucléases composée de 

0,1% de diéthy lpyrocazbonate (DEPC) (Si8M). L'ARNv de la souche SwQc81 a été ext:mit à 

partir d'un voh.nne de 0,2 ml (environ 1 milligramme (mg)) de virus purifié et concentré a été 

utilisé et transféré dans un eppendorf de 1,5 ml traité au DEPC, auqœl a été ajouté 1 

microlitre (Jll) de RNAsine (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suisse), 0,5 ml de solution 

dénaturante (Sohition D) composée de 4 M d'isothiocyanate de guanidine (Signa), 0,5% 

(p/v) de sarkosy 1 (Si8M), 0,1 M de ~-mercaptoéthanol préparé dans du citmte de sodium 

ajusté à pH 7,0 (Signa), 50 Ill d'acétate de sodium 2 M à pH 4,0 (Signa), 0,5ml de phéool 

saturé avec de l'eau (BDH) (Annexe 1, Section 6.0). Après avoir mélangé vigoureusetœnt le 

tout, 0,1 ml d'un mélange de chloroforme: isoamyl alcool (Signa) dans un rapport 49 : 1 a 

été ajouté et le tout a été mélangé une autre fois. Le tube a ensuite été incubé sur glace 
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pendant 15 min et centrifugé à 10 000 x g, dans une centrifugeuse de table pour tube 

eppendorf (Eppendorfmodel 5415C; Brinkmann), pendant 20 min à 4oC. Par la suite, la 

phase aqueuse a été transférée dans un autre eppendorf de 1,5 ml traité au DEPC, puis 0,8 

ml d'isopropaool (Signa) a été ajouté et après avoir été mélangé vigoureuserœnt, le mélange a 

été incubé au minimum une heure à -20oC afm de permettre la précipitation de l'ARN 

génomique. Suite à l'incubation, le mélange a été centrifugé à 10 OOOxg pendant 20 min à 4oC 

et le culot d'ARN a été resuspendu avec 0,2 ml de solution D et 1,2 ml d'isopropaool, puis 

incubé pendant une heure à -20oC et centrifugé une seconde fois à 10 000 x g pendant 20 min 

à 4oC. Le culot a été lavé avec 1 ml d'éthanol 70% (v/v) et centrifugé à 10 000 x g pendant 10 

min à 4oC. L'e}!Cédent d'éthanol a été éliminé en ass~hant le tube sous une hotte chimique à 

ventilation, à la température de la pièce pendant 15 min et le culot a par la suite été 

resuspendudans 20 J.Ll d'eau distillée traitée au DEPC, et un volume de 1 Ill de RNAsine a 

été ajouté après avoir analysé la quantité et la pureté de l'ARN. Pour ce faire l'ARN a été 

dilué 1 : 200 dans de l'eau distillée traitée au DEPC et une lecture de la densité optique a été 

effectuée à des long.teurs d'oooe de 260 nm et 280 nm à l'aile du sped:rophotomètre (Annexe 

2). 

3.7 2 À partir du liquide allantoïque 

Pour ce qui est de la souche SwQdJ1, la même procédure a été suivie sauf en ce qui 

concerne les premières étapes. En effet, un voh.nne de 3 ml de liquide allantoïque ayant un 

titre héirugglutinant de 512 HA/ml a été ultmcentrifugé à 100 000 x g pendant 60 min, puis 

le culot contenant le virus a été resuspendu dans 0,2 ml de solution D et incubé sur glace 

pendant 10 min. Par la suite, 0,2 ml d'eau distillée traitée au DEPC a été !:!iouté ainsi que 0,3 

ml de solution D afm de compléter le 0,5 ml requis, puis de la RNAsine a été ajoutée ainsi 

que de l'acétate de sodium, du phénol et un mélange de chloroforme : isomnyl alcool. Les 

étapes suivantes ont été effectuées tel que décrit à la section 3. 7 .1. 
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3.8 Synthèse et amplification du gène codant pour la protéine de la matrice. 

3.8.1 Amorces oligmucléotidiques 

Les amorces oligmucléotidiques utilisées, lors de la transcription inverse (RT) et de 

la réaction d'amplification par polymérisation en chaîne (PCR), ont été sélectionnées à partir 

d'uœ banque de séquences de differentes protéines de la matrice du virus influenza porcin, 

disponibles sur une banque de données (Genebank) et synthétisées au service de synthèse 

d'oligonucléotides de l'IAF. La première amorce sens, no~e M/F(26-40), a été synthétisée 

de façon à correspondre à la partie de séqœnce comprise entre les nucléotides 26 et 40 (5'

GCCTCT AGA GAA TTC GAC ATG AGTK: CTT CT/CA ACC-3') alors que l'rurorce 

anti-sens M /R(981-994) qui a été synthétisée, de façon à être l'inverse et la complémentaire 

de la séqœnce nucléotidique, s'étend de la région 981 à 994 (5'-CGG CGT ACG GAC CTC 

CTA TGT TGA CAA AAT-3'). Le site de restriction correspondant à l'errzyme de 

restriction EcoRI (10 unités (U)) (GibcoBRL) a été ajouté à l'extrémité 5' de l'rurorce 

M/F(26-40) de même que celui de l'enzyme de restriction Xhol (lOU) (GibcoBRL) a été 

ajouté à l'extrémité 3' de l'rurorce M/R(981-994), afm de faciliter l'imertion du produit de 

PCR purifié représentant le gène de la protéine de la matrice dans le vecteur d'e~ression 

procaryotepET21(a) (Novagen, Madison, WI, USA)décrit à la section 3.11. 

3.82 Réaction de transcription inverse 

L'ARN génomique du segment 7 a été transcrit en acide désoxyribonucléique 

complémentaire (ADNe), à l'ai:le de la transcriptase inverse, à partir de l'ARNv isolé selon la 

technique décrite à la section 3.7, et ce pour chaque souche. Environ 3 ~g d'ARNv ont été 

ajoutés, pour chaque souche, dans un eppendorf de 0,5 ml (Fisher) traité au DEPC et 

contenant 1 ~1 de RNAsine (Pharmacia). Par la suite 1 ~1 de l'rurorce M/R(981-994) (50 

picomoles/~1 (pmol/Jll)) ainsi qu'un volmne variant d'eau distillée traitée au DEPC ont été 

ajoutés afmd'obt:enir un voltnne fmal de 12 Jll. Le mélange a été incubé à 70oC pendant 15 

min et refroidi rapidement sur glace durant 15 min, ce qui a permis de dénaturer les brins 
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d'ARN. Après une centrifugation de 10 sec à 10 OOOxg à 4oC, 7 111 d'un mélange contenant 4 

111 du tampon 5X composé: de 250 millimoles (mM) Tris-Hel pH 8,3, de 375 mM KCl et 

de 15 mM MgCh (GibcoBRL) ainsi que de 2 111 de 0,1 M de dithiothréitol (DTT) 

(GibcoBRL) et 1 111 de 10 mM d'un mélange de quatre déo~nucléotides triphosphates 

(dNTP) (GibcoBRL), ont été ajoutés. Une incubation de deuxminutes à 42oC a été effectuée 

et 1 111 de Superscript"' II (200U) (GibcoBRL) a été ajouté. Le mélange a été incubé pendant 

50 min à 42oC et l'enzyme a par la suite été inactivée en incubant le tube à 70oC pendant 15 

min. Le tube a été centrifugé à 10 000 x g pendant 10 sec suite à une incubation sur glace 

durant 15 min. L'ADNe produit pour chaque souche a été utilisé pour la réaction de PCR. La 

réaction de RT a été répétée à trofl reprises. 

3.83 Amplification par PCRde l'ADNe de la protéine de la matrice 

Les produits requis ont été ajoutés dans l'otdre suivant: 77,5 111 d'eau distillée, 10 111 

de tampon PCR 10X contenant 200 mM Tris-HCl pH 8,4, 500 mM KCl (Boeringher 

Mannheim), 3 111 de MgCh 50 mM (GibcoBRL), 2 111 d'un mélange de 10 mM dNTP, 2,5 111 

de chaque amorce M/F(26-40) et MIR(981-994), 2 111 de l'ADNe de chaque souche, et de 

chacune des réactions de RT et 0,5 111 d'ADN Taqpolymérase(5U/111) (GibcoBRL). Au 100 

111 de voltnne réactionnel a été ajouté un voltnne de 100 111 d'huile minérale légère (Signa) afm 

de prévenir l'évaporation de l'échantilhn. Les diffèrents tube; ont été placés dans un 

thennocyclarr (MiniCycler, Perkins) afmde subir 35 cycles d'amplification comprenant une 

étape de dénaturation de 45 sec à 95oC, une hybridation de 1 min à 55 oC, une extension de 1 

min à 72oC et une étape d'e~ension fmale au dernier cycle de 10 min à 72oC. Les 

échantillons ont été refroidis à 4oC avant d'être analysés par électrophotèse sur gel d'agrrose. 

Au total, un voltnne de 10 111 de chaque échantillon a été dih.i dans 2 111 du tampon 

échantillon 6X et ajouté dans un puit d'un gel de 0,8% (p/v) d'agarœe ultrapure dissout dans 

du tampon TAE IX (Annexe 1, Section 7.0). Puis afm d'identifier les bandes des fragnents 

d'ADN obtenues et d'en estimer la long~eur, un marqueur (1 kilobase (Kb) DNA ladder) 

(GibcoBRL) contenant plusieurs fragnents de long~eurs diftèrentes a été ajouté. Les 

échantillons ont migré pendant 40 min en appliquant une tension de 90 V à l'aide d'un 
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génâ"ateur de courant Bio-Rad et le gel a par la suite été coloré dans une solution de brorrme 

d'éthidium (0,5 mg/ml) (Annexe 1, Section 7.0) (Signa) pendant 40 min, sur une plaque 

rotative. Le gel a ensuite été expœé aux rayœs ultmviolets (UV) à l'aile d'un 

transilluminateur FBTN (Fisher) pe~ttant de visualiser les bandes. 

3.9 Clonage du gène de la protéine de la matrice 

3.9.1 Purification des produits d'amplification 

Les produits d'amplification décrits à la section 3.83 ont été purifiés à l'aile de la 

troœse "Geœclean kit" (Bio101, Vista, CA, USA). La métlnde empbyée a été celle 

su~ée par le manufacturier. Brièvement, un volume de 30 J.ll du produit d'amplification, 

auqœl un volume de 6 J.ll du tampon échantillon 6X a été ajouté, a été dépœé dans le puit 

d'un gel d'agu-ose de 0,8% (p/p) et a été soumis aux conditions électrophorétiques décrites à 

la section 3.83. Suite à une coloration de 60 min au brorrme d'éthidium, le gel a été visualisé 

aux UV à 254 nm. Le fragnent correspondant à l'ADNe de la protéine de la matrice (M) a 

par la suite été excisé du gel d'agu-ose 0,8% à l'aile d'un sca1pel et transféré dans un tube 

eppmdorf de 1,5 ml pré-pesé. Par la suite, 3 volumes (J.ll) d'une solution stock d'icx:lure de 

sodium (Nal) ont été ajoutés au tube et celui-ci a été incubé à 55oC pendant 5 min ou jusqu'à 

dissolution complète de l'agu-ose (entre 5 et 7 min). Un volume de 5 J.ll de billes de silice 

(Glassmilk) a été ajouté et incubé 5 min à la température de la pièce tout en mélangeant à 

chaque min. Le tube a par la suite été centrifugé pendant 10 sec à 10 000 x g, après 

décantation les bi&s ont étéresœpendues dans 0,3 ml d'une soluti:m de lavage (New Wash) 

maintenue à une température de -20oC. Le tube a de nouveau été centrifugé 10 sec à 10 000 x 

g et deuxautres lavages ont été effectués. Le fragnent d'ADNe a étééluéen resœpendant les 

billes dans 5 J.ll d'eau distillée à 55 oC et en incubant le tube à 55 oC pendant 2 à 3 min. Suite à 

une centrifugFttion de 30 sec à 10 000 x g, le surnageant contenant l'ADNe a été transféré 

dans un tubeeppmdorf de 0,5 ml. L'ADNe a étééluéune seconde fois avec un autre volume 

de 5 J.ll pour un total de 10 J.ll. 
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3. 9 2 Clonage du gène de la protéine de la matrice 

Le clonage des produits d'amplification purifiés pour chaque souche virale a été 

réalisé dans le vecteur pCR2.1 (lnvitrogen, Co, San Dieg>, CA). Ce vecteur présentait aux 

extrémités 5' des bases thymidines libres ce qui a facilité le clonage, puisque les produits 

d'amplification contenaient une adémsine supplémentaire à l'e:xt:rérnité 3' ajoutée par l'ADN 

T aq polymérase lors de la réaction de PCR. La réaction de li~ion a été réalisée en ajoutant, 

dans un tube eppendorf de 0,5 ml, 50 nanogrammes (ng) du vecteur pCR2.1, 

approximativement 50 ng du fragnent d'ADNe purifié, 1 J.ll de tampon de li~ ion 1 OX (60 

mM Tris-HCl pH 7,5; 60 mM MgCh; 50 mM NaC~ 1 mg'ml de BSA; 70 mM B

mercaptoéthmol; 1 mM d'admosine triphosphate (ATP); 20 mM DDT et 10 mM de 

spennidine), 1 J.ll (8U Weiss) de l'enzyme ligase à ADN du ph~ T4 et un volume d'eau 

distillée stérile requis pour compléter le volume à 10 J.ll. Le tube a ensuite été incubé pendant 

16 heures à 14oC. Les produits de li~ion ont par la suite été conservés à -20oC jusqu'à leur 

tram formation. 

3.93 Tramforrnation dans les bactéries compétentes InvaF 

La tramformation des produits ligués dans le vecteur pCR21 a été réalisée en 

utilisant des bactéries compétentes d'E col~ (InvaF One Shot™) (Invitrogen, Co, San 

Dieg>, CA). Le protocole utilisé a été celui fourni par le manufacturer. Dans un tube 

contenant 50 J.ll de celhlles compétentes "One Shot TM .. (InvaF) et conservé sur glace a été 

ajouté 2 J.ll de 0,5 M B-mercaptoéthanol ainsi que 2 J.ll du produit de li~ion. Suite à une 

incubation de 30 min, le tube a été tramféré dans un bain à 42oC pendant 30 sec, afm de 

causer un choc thennique, puis incubé rapidement sur glace pendant 2 min. Un volume de 

450 J.ll d'un milieu SOC (2% (p/p) tryptone (Difuo ), 0,5% (p/p) extrait de levure (Difuo ), 10 

mM NaC~ 2,5 mM de KCl, 10 mM de MgCh. 6H20 (BDH), 20 mM de glucose (BDH) 

pH 7,0), décongelé au préalable et maintenu à la température de la pièce, a ensuite été ajouté 

au tube. Le tube a par la suite été incubé à l'horizontal, et sous agitation constante (250 

rotations parmin(rpm)), pendant 90 mindansun incubateurà37oC. Des volumes de 100 J.ll 
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et 200 Ill du produit de transformation ont été étalés sur des boîtes de pétri contenant 20 ml 

d'un milieu 2xYT (1,60/o (p/v) de tryptone, 1% d'extrait de levure, 0,5% (p/v) de NaC~ pH 

7,0) supplémentéde 1,5% (p/v) d'agrr noble (Difèo) (Annexe 1, Section 9.0) et de 100 Jlglml 

d'arnpicilline (Gilx:oBRL) et solidifié. Les celhlles transfonnées ont été sélectionnées après 

une croissance de 18 heures dans un incubateur à 3 7 oC. 

3.9.4 Criblage des colonies possédant le plasmide et l'insert 

Les celhlles transformées ayant résisté à l'antibiotque ont étérepquées dans 2 ml de 

milieu 2xYT contenant de l'ampicilline et elles ont été mises en culture pendant 18 heures à 

37oC, sous agitation constante. Par la suite, la teclmique du "boiling miniprep", telle que 

décrite dans "Short protocols in M olecular Biology (1992)", a été utilisée afm d'isoler les 

plasmides. En résumé, la suspension bactérienne a été centrifugée pendant 2 min à 10 000 x g 

et le culot a été resœpendu avec un mélange contenant 0,3 ml de milieu STET (0,5% (v/v) 

Triton X-100 (Signa); 50 mM EDTA pH 8,0; 50 mM Tris-HCl, pH 7,5), 20 Ill de 

lysozyme (10 mglml dans 50 mM Tris-HCl pH 8,3) et 3 Ill de RNase (1 mglml dans de l'eau 

stérile) (Annexe 1, Section 8.0). Le tout a été incubé 5 min à la température de la pièce puis 

bouilli pendant 2 min à 1 OOoC dans un bain-marie. Après une centrifugation de 5 min à 10 

000 x g, le culot a immédiatement été enlevé à l'akle d'un cur~dent et le surnageant a été 

précipité avec 0,3 ml d'isopropanol 75%/2,5 M d'acétate d'anmonium. Le surnageant a par la 

suite été aspiré après une centrifugation de 5 min à 10 000 xg puis le culot a été lavé avec de 

l'éthanol 70% fron ( -2QoC) et centrifugé de nouveau pendant 5 min à 10 000 x g. Une fois le 

surnageant enlevé, l'ex::édent d'éthanol a été évaporé sous une hotte chimique à ventilation 

pendant 20 min puis le culot a étéresœpendudans 50 Ill d'eau distillée. L'ADN plasmidique 

isolé a été dig&é avec l'enzyme de restriction EcoRI afm de vérifier la présence de l'insert. 

Dans ce but, 2 Ill d'ADN plasmidique et 8 Ill d'eau distillée ont été déposés dans un tube 

eppendorf de 0,5 ml auquel ont été ajoutés 2 Ill de tampon "Rea:t 3" lOX (0,5 M Tris-HCl 

pH 8,0; 0,1 M MgCh; 1 M NaCQ (GibcoBRL), 1 Ill (lOU) d'enzyme EcoRI (GibcoBRL) 

ainsi que 7 Ill d'eau distillée, afm de compléter le volume à 20 Ill. Ce mélange a été incubé 

pendant 60 min à 37oC puis les colonies positives ont été sélectionnées suite à la migration 
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électrophorétique, selon la technique décrite à la section 3.83. 

3.10 Séquençage 

Pour chaque souche virale, tro~ colonies positives (C5, Cll et C17), provenant de 

tro~ clonages diflërents, ont été cho~ies au hasard pour séquencer le gène correspondant à la 

protéine M. L'ADN plasmidiquede ces sixcolonies a été purifié par lyse alcaline à l'aide de 
.,.. 

la troœse "Wizard Plus Minipreps DNA Purificatim System" (Prome~ Madison, WI, 

USA) selon la technique décrite par le manufacturier, mais à laquelle quelques modifications 

ont été apportées. Les six colonies ont été mises en culture dans 10 ml de Il'liœu 2xYf 

supplémenté de 100 J.lg'ml d'arnpicilline puis elles ont été incubées 18 heures à 37oC, sous 

agitation constante. Par la suite les suspensions bactériennes ont été transférées dans 6 tubes 

eppendorfs de 1,5 ml puis centrifugées pendant 2 min à 10 OOOxg. Cette étape a été répétée 

jusqu'à l'épuisement du 10 ml, pour chaque colonie. Les culots bactériens ont été 

resuspendus dans 0,4 ml de tampon de resuspension composé de 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 

10 mM EDT A et de 100 J.lg'ml RN ase A. Par la suite, 0,4 ml d'une solution de lyse 

composée de 0,2 M NaOH et de SDS 1% (p/v) a été ajoutée et les tubes ont été mélangés 

par inversion jusqu'à ce que la suspension devienne claire. Immédiatement après, 0,4 ml 

d'une solution de neutralisation composée de 1,32 M d'acétate de potassium pH 5,1 a été 

ajouté puis les tubes ont été mélangés par inversion et centrifugés pendant 5 min à 10 000 xg 

à la température de la pièce. Le surnageant de chacun des tubes (environ 1,2 ml) a été 

transféré dans un tube de 10 ml auquel 1 ml de résine a été ajouté (faire un tube à la fois) afm 

de permettre l'adsorption de l'ADN plasmidique. Après avoir mélangé à une ou deux reprises 

le contenu des tubes, à l'aide d'une pipette automatique (Gilson) de 1 ml, le tout a été 

transféré dans une seringue de 3 ml (Fisher) à laquelle était rattachée une mini-colonne 

fournie par le manufacturier. La résine a par la suite été lavée avec 2 ml d'une solution de 

lavage composée de 80 mM d'acétate de potassium, de 40 micromoles (J.lM) d'EDTA, de 8,3 

mM de Tris-HCl pH 7,5 et de 55% (v/v) d'éthanol (Annexe 1, Section 9.0). Les mini

colonnes ont ensuite été placées sur un tubeeppendorf de 1,5 ml puis centrifugées pendant 2 

min à 10 000 x g à la température de la pièce, afm d'éliminer l'e-,cédent de la solution de 
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lavage. Finalement, un voh..nne de 50 J.ll d'em.1 distillée chauffée à 55oC a été ajoutée dans la 

mini-colonœ afm d'éhler l'ADN plasmidique. Ce dernier a par la suite été récolté, dans un 

nouveau tube eppendorf de 1,5 ml, après une centrifug;:1tion de 30 sec à 10 000 x g à la 

température de la pièce. Suite aux manipulations précédentes, un volmne final d'environ 0,3 

ml contenant l'ADN plasmidique a été obtenu pour chaque colœie. L'ADN plasmidique 

(J.lglml) a été quantifié par dosage à une longteur d'onde de 260 nm (Anœxe 2) et sa pureté a 

été analysée sur un gel d'agrrose de 0,8 % (p/v) (voir section 3.83 pour les conditions 

électrop horetiques ). 

L'ADN plasmidique purifié provenant des colœies a été séquencé par le service de 

séquençage de l'IAF. Le séquençage a été réalisé avec un séquenceur automatique "ALF" 

(Automated Laser Fluorescent DNA sequencer; Phannacia Biotech) à l'aide de la méthode de 

San~r, basée sur l'ajout, à l'aide de l'enzyme T7 DNA polymérase (Phamacia Biotech), de 

didooxinucëotides perrœttant la synthèse de la chaîne d'ADN. L'am:>rce universelle sens du 

ph~ M 13 située en amont des sites de restrictionEcoRI du vecteur et l'am:>rce anti-sens du 

prmmteur SP6, située en ava1, ont été utilisées. Une amorce supplémentaire ant~sens a 

également été utilisée afm de compléter la séquence du gène de la protéine M. Cette amon::e a 

été synthétisée selon la même approche que les amorces qui ont servi pour les réactions de 

RT et de PCRdécrites auxsections 3.82 et 3.83. Cette amorce noi11Ill5e MIR (721-742): 5'

GGC CTG T AA ATT TTC C/AA GAA GA-3' a été synthétisée par le service 

d'oligonucëotides de l'IAF. L'analyse et la traduction de la séquence nucëotidique en acides 

a.miœs ont été possibles grâce au pro gamme Geneworks 2.2 (lntelligenetics Inc., M ountain 

View, CA, USA). Les diffèrences observées, entre SwQc81 et SwQdJ1, au niveau des 

séquences nucléotidiques et au niveau des acides aminés ont été comparées. 

3.11 Sous-elon~ du gène de la protéine de la matrice dans le vecteur d'e:>q:>ression pET21(a) 

L'imert d'ADNe (voir section 3.92) correspondant au gène de la protéine M, pour la 

souche SwQdJ 1, a été dig&é à l'aide des enzymes de restriction Eco RI et Xhol et sous-cloné 

dans le vecteur d'e:>q:>ression procaryote pET2l(a) afm de produire la protéine M 1 

recombinante (PMR). 
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3.11.1 Digestion et purification de l'insert et du vecteur 

Le vecteur pET2l(a) ainsi que trois plasmides recombinants, pCR2.1-M91 (C5, 

Cll, Cl7) ont été digâ-és à l'aide des enzymes de restriction EcoRI (lOU) (GibcoBRL) et 

Xhol (lOU) (GibcoBRL). Dans ce but, 20 Ill d'ADN plasmidique ont été ajoutés dans un 

eppendorf de 0,5 ml ainsi que2 Ill de tampon lOX réactif2 (0,5 M Tris-HCl pH 8,0; 0,1 M 

MgCh; 0,5 M NaCl) (GibcoBRL), puis 6 Ill d'eau distillée et 1 Ill de chaque enzyme de 

restriction Les réactifs ont été incubés pendant 60 min à 37oC et par la suite, un volume de 6 

Ill de tampon échantillon 6X a été ajouté auxdif:fèrents eppendorfs. Ce mélange a par la suite 

été soumis aux mêmes conditions électrophorétiques décrites à la section 3.83. Après 

coloration au brorrrure d'éthidium, les fragnents d'ADN linéarisés, correspondant au gène de 

la protéine M (1027 paires de bases (pb)) et au vecteur pET2l(a) (5443pb), ont été excisés 

du gel et purifiés à l'aide de la trousse Geneclean, selon les indi:ations du manufacturier. 

3.11.2 Clonage du fragnent M91 dans le vecteur pET2l(a) 

La réaction de ligat:ion a été effectuée selon les indi:ations du manufacturier. Le 

mélange réactionnel composé de 2 Ill (60 ng) de vecteur linéarisé, de 3 Ill (60 ng) de chaque 

cloœ (M91-C5, Cil et C17), de 1 Ill de tampon (lOX) de ligat:ion, de 3 Ill d'eau distillée et 

de 1 Ill d'enzyme ADN T4 ligœe, a été dépœé dans des tubes eppendorfs de 0,5 ml. Les 

réactifs ont été incubés à 14oC pendant 18 heures et le mélange a par la suite été entreposé à 

-20oC jusqu'à l'étape de transfonnation. 

3.11.3 Transformation dans les bactéries Escherichia coliBL2l(DE3) 

Les bactéries ont tout d'aoord été rendues compétentes à l'aide du chlorure de 

calcium, selon la méthode de Cohen et al. (1972). Dans ce but, les bactéries non-compétentes 

ont été préalablement étalées sur un pétri, contenant du milieu 2xYT et de l'~ sans 

antibiotique, le tout a ensuite été incubé pendant 18 heures dans un incubateur dont la 

température a été maintenue à 37oC. Par la suite, une colonie iso1ée a été remise en culture 
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dans 2 ml de milieu 2xYT sans antibiotique puis incubée sous agitation constante à 37oC 

pendant 18 heures. Un volmne de 100 Ill de culture bactérienne a été transféré stérilement 

dans un volmne de 100 ml de milieu 2xYT sans antibiotique, préalablement déposé dans un 

erlenmeyer de 500 ml, puis le flaoon a été incubé jusqu'à ce que l'absorbanœ prise à une 

densité opti}ue de 600 nm atteigne entre 0,4 et 0,5, ce qui correspond à la moitié de la phase 

de croissance logarithmique soit environ 2,0 X 108 celliles/ml La culture bactérienne a par la 

suite été déposée dans deux tubes coni}ues de propylène de 50 ml (Fisher) refroidis sur glace 

qui ont par la suite été centrifugés à 1 000 x g pendant 15 min à 4oC. Le culot a été 

resuspendu déli:atement dans 10 ml de 0,1 M de CaCh préalablement stérilisé et refroidi, 

puis incubé sur glace pendant 30 min. Le mélange a de nouveau été centrifugé à 1 000 x g 

pendant 15 min à 4oC et le culot ade nouveau étéresuspendudans 2 ml de 0,1 M de CaCh. 

Les bactéries ont été aliquotées en volmne de 0,2 ml dans des eppendorfs de 1,5 ml et le 

surplus a été cong:lé rapi:lement dans un mélange de méthanol : glace sèc~ et fmalement les 

tubes ont été entreposés à -80oC. 

Pour la transformation, un volmne de 2 Ill de chaque produit de ligation (voir section 

3.92) a été ajouté à un tube contenant 0,2 ml de bactéries compétentes BL21(DE3) et 1 Ill 

de ~-meteaptoéthanol. Par la suite, les étapes décrites à la section 3.93 ont été répétées. 

Finalement, trois volmnes (50, 100 et 200 Ill) de chaque produit de transformation ont été 

étalés sur un pétri d'agrr contenant du milieu 2xYT avec l'antibioti}ue carbeniciline (100 

Jlg'ml) (CalbiochenrNovabiochem Corporation, La Sola, CA, USA) puis les pétris ont été 

incubés pendant 18 heures à37oC (Annexe 1, Section 10.0). 

3 .11.4 Sélection des colonies exprimant la protéine M 1 recombinante 

Parmi les colonies obtenues certaines ont été remises en culture dans 2 ml de milieu 

2xYT avec antibiotique, sous agitation constante pendant 18 heures à 37oC et repi}uées sur 

un pétri d'agrr composé de milieu 2xYT avec antibiotique pe~ttant d'identifier les colonies 

à l'ai:le d'un numéro. Après l'incubation, un volmne de 200 Ill de chaque culture bactérienne a 

été transféré dans 1,8 ml de milieu 2xYT avec antibiotique frais. Les tubes ont été incubés à 
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3 7oC sous agitation constante, jusqu'à ce que l'absorbanœ prise à une densité optque de 600 

mn se situe entre 0,6 et 0,8. Par la suite, un volume de 20 J.ll d'une solution de 100 mM 

d'isopropyl-B-D-thiogaloctoside (IPTG) (GibcoBRL) (mo1arité fmale de 1 mM) a été ajouté 

au 2 ml de milieu et le tout a été incubé pendant 4 heures à 37oC, sous agitation constante. 

L'induction a été stoppée en plaçant immédiatement les tubes dans de la glace et en ajoutant 

20 J.ll d'une solution de 100 mM de phenyl-methyl-sulfonyl-fluoride (PMSF) (Signa) 

(Annexe 1, Section 10.0) à tous les tubes, afm d'inhiber l'activité des protéases celhllaires. 

Les échantillons ont été transférés dans des tubes eppendorfs de 1,5 ml qui ont été 

centrifugés pendant 2 min à 10 OOOxg à4oC. Le culot a parla suite été resuspendu dans 0,3 

ml de PBS et afm d'identifier les colonies exprimant la protéine, un volume de 20 J.ll de 

chaque échantillon a été prélevé et ajouté à 20 J.ll du tampon échantillon 2X. Après une 

incubation de 5 min à 1 OOoC suivie d'une centrifugation de 5 min à 10 000 x g, un volume de 

30 J.ll de chaque échantillon a été dépœé dans les puits d'un gel de polyacrylamide SDS

PAGE fol11lé d'un gel de séparation de 12% et d'un gel de tassement de 4%. Les conditions 

électrophorétiques utilisées ont été les mêmes que celles décrites à la section 3.6, tout coJ1111le 

les étapes menant à la visualisation de la protéine. Les colonies (C5, C24 et C28) qui 

exprimaient une protéine d'environ 28 kDa ont été sélectionnées coJ1111le étant des colonies 

positives. 

3.11.5 Solubilisation des corps d'inclusion des bactéries BL21(DE3) 

Afm de vérifier si la protéine exprimée était retenue dans les corps d'inclusion de la 

bactérie, chaque échantillon resuspendu dans 0,3 ml de PBS et sélectionné coJ1111le étant 

positif a été soni}ué trois séries de 10 sec à 30 MHz. Le tout a été centrifugé 2 min à 10 000 

x g, à la température de la pièce. Le surnageant de chaque échantillon a ensuite été déposé 

dans un second tube eppendorf de 1,5 ml, aloiS que le culot a été resuspendu dans 100 J.ll de 

tampon échantillon Un volume de 30 J.ll du surnageant a été mélangé avec un volume égal de 

tampon échantillon et le culot et le surnageant de chaque échantillon ont été incubés 

simultanément pendant 5 min à 100oC puis centrifugé à 10 000 x g pendant 2 min, à la 

température de la pièce. 
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Les échantillons ont été analysés sur un gel de polyacrylamide 12% (voir les 

conditions électrophorétiques décrites à la section 3.6). La protéine a été liba"ée des corps 

d'iœlusionde la bactérie à l'aile d'un traitement, composé de 100 J.ll de tampon échantillon 

2X auqœl a été ajoutée une quantité de 100 mM de Tris-HCl pH 7,5, suivi d'une incubation 

de 30 min à 50oC (Anœxe 1, Section 11.0). Aprè; unecentrifu~tion de 2 min à 10 000 xg le 

surnageant a étédépœé dans un autre tubeeppendorf de 1,5 ml et le culot a été resuspendu 

dans 1 00 J.ll de tampon échantillon Une seconde analyse électrop ho rétique sur un gel de 

polyacry lamide de 12% a été effectuée. 

3.11.6 Cinéti:Jue d'e~ression 

Afin d'évaluer les conditions optimales d'e~ression de la PMR, une cette dernière a 

tout d'abord été induite à diftèrentes températures. La suspension bactérienne d'une colonie 

positive (C24) a été ajoutée à 2 ml de milieu 2xYf contenant un antibiotiqœ puis incubée à 

25oC, 30oC, 33oC ou 37oC dans 1 mM d'IPTG pendant 4 heures. Elle a par la suite été 

incubée dans 0,25, 0,5, 0, 75 et 1 mM d'IPTG pendant 4 heures à 37oC. Par la suite, la même 

colonie positive a été induite, dans des tubes de verre de 10 ml contenant 2 ml de milieu 

2xYf avecantibiotiqœ, àdifrerentstemps d'e~ression: 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 

18, 20 et 24 heures. Pour fm de comparaison, l'analyse a été effoctuée en utilisant la même 

quantité de protéines totales pour chaque tube. Dans ce but, la conœntrati:m de chaque 

échantillon a été évaluée à l'aile de la trousse "BCA protein assay kit" selon la teclmique 

décrite à la section 3.5. 

3.12 Électroélution et dialyse de la protéine M 1 recombinante 

Après avoir solubiliser et évaluer les conditions optimales d'e~ression de la PMR, 

cette dernière a été produite en grande quantité dans un volume de 200 ml de milieu 2xYf 

avec antibiotiqœ contenu dans un erlenmeyer de 500 ml. Elle a par la suite été purifiée par 

électroélution de la bande, correspondant au poids mol~ulaire de la protéine, puis exicée d'un 

gel de polyacrylamide SD8-PAGE. 
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3 .12.1 Production de la protéine M 1 recombinante 

Les conditions décrites à la section 3.11.4 ont été appliquées. Cependant, les 

volumes d'IPTG et de PMSF (1 mM fmal) ont été ajustés en fonction du nouveau volume de 

production. La protéine a par la suite été solubilisée. 

3 .12.2 Électroélution et dialyse 

Un volume de 1 ml, composé de 0,5 ml de suspension bactérienne contenant la 

protéine et 0,5 ml du tampon échantillon 2X, a été déposé dans le puit d'un peigte fom 

d'un petit puit réservé au marqueur de Mr et d'un second puit plus larg: dans lequel a été 

déposé l'échantilbn à éluer. Après migration, selon les conditions électrophorétiques décrites 

à la section 3.6, les extrémités du gel contenant le marqueur et une partie de l'échantilbn ont 

été découpées à l'aile d'un scalpel, puis colorées, selon la teclmique décrite à la section 3.6. 

Les extrémités ont été renmes en place sur le gel et la bande correspondant à la protéine 

recombinante a été excisée du gel. Les bandes de protéines ont été conservées dans du PBS à 

4oC jusqu'à l'électroéh.Ition. 

Les protéines ont été éluées dans le système de Bio-Rad modèle 422 (Bio-Rad) 

composé d'un support pouvant contenir 6 tubes de verre et auquel était relié une électrode. 

L'eJd:rémité infmeure de chaque tube a été bloquée à l'aile d'un "fritz" (Bio-Rad) puis un 

adaptateur en caoutchouc, auquel a été fixé une membrane à dialyse (Bio-Rad), y a été 

installé. Un tampon électrophorétique composé de 0,192 M de glycine (Bio-Rad) et 0,025 

M Tris pH 8,3 (Anœxe 1, Section 12.0) a été utilisé pour la chambre sup&ieure et inf&ieure 

du système, afm de penœttre au coumnt de passer. Du tampon a été ajouté dans chaque 

tube ainsi que dans l'espace séparant le "fritz" et le sac à dialyse. Les bandes de protéines 

excisées ont été découpées en petits morceaux qui ont été placés dans chaque tube à raison 

de 1 cm d'épaisseur maximum par tube. 

L'électroéh.Ition s'est effectuée à 4oC pendant 18 heures, en appliquant un coumnt de 

50 V. La solution contenue dans la chambre inf&ieure du système a été constamment agitée 
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par un barreau métallique afuœnté par un gén&ateur de courant Buchler. Suite à 

l'électroélution, la protéine a été concentrée à 4oC, à l'aide de l'appareil Speoo-Vac (Savant, 

Farrningdale, NY, USA) à raison de 0,5 ml par tube eppendorf de 1,5 ml et ce pendant 3 

heures. Le contenu des tubes aététramféré dans des sacs à dialyse de porosité de 12-14 kDa 

(Spoctra/Por, Spectra medi::al indœtrie, LA, USA) afm d'éliminer l'e}Cédent de détergent, dû 

à l'utilisation de SDS, lors de la concentration. Les échantilloœ ont été dialysés deux fois 

pendant 60 min et une dernière fois pendant 18 heures en présence d'un tampon composé de 

0,05 M Tris-HCl pH 7,5 à 4oC. La dialyse s'est effoctuée dans un erlenmeyerde 2litres avec 

agitation constante à l'aide d'un barreau métallique afuœnté par un gémYateur de courant 

Buchler. Par la suite le tampon a été remplacé par un nouveau tampon composé cette fois de 

0,008 M de Tris-HCl pH 7,5 (Annexe 1, Section 12.0) puis les échantilloœ ont été dialysés 

selon la technique décrite précédemment. Apris dialyse, la pureté des échantilloœ a été 

analysée sur un gel de polyacry lamide de 12% et la quantité de protéine purifiée a été évaluée 

en mesurant l'a.Œorbance prise à une densité optique de 280 nm. 

3.13 Purification de la protéine M 1 native 

La protéine M 1 native provenant du virœ SwQc91, purifié selon la technique décrite 

à la section 3.3, a été utilisée. La pureté de la protéine M 1 a été analysée de la même façon 

que la souche virale purifiée (section 3.6). Par la suite, un vohme de 1 ml, composé cette 

fois-ci de 0,5 ml de virœ purifié et de 0,5 ml du tampon échantillon 2X, a été utilisé. La 

bande correspondant à une Mr de 28 kDa a été excisée du gel et électroéluée selon la 

technique décrite à la section 3.12.2. Par la suite, la protéine M 1 native électroéluée a été 

dialysée (section 3.12.2) et la quantité de protéine purifiée a été évaluée en mesurant 

l'a.Œorbance prise à une densité optique de 280 nm. 

3.14 Étude de l'antigénicité de la protéine M 1 recombinante 

La réactivité de la PMRcontre un sénnn polyclonal anti-SwQc91 et contre 5 AcMo 

(fournis par le docteur Zipping Ye du NIH), a été étudiée en utilisant la technique 

d'i.rnmunobuvardage de type "Western" (Towbin et al., 1979; Burœtte, 1981). Cette 
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teclmique se divise en deux étapes. La première consiste en un tramfert électrophorétique 

des protéinei, séparées sur un gel SDS-P AGE, sur une membrane alors que la seconde 

implique un immunobuvan:lage faisant appel à l'utilisation d'Ac pritmires et secondaires. 

3.14.1 Transfert électrophorétique 

Les échantillons suivants ont été utilisés lors du transièrt électrophorétique: deux 

témoins négatifs (la suspension bactérienne non-exprimée et le vecteur contenu dans la 

suspension bactérienne et exprimé 4 heures à 37oC avec 1 mM d'IPTG), un témoin positif 

représenté par le virus SwQéJ1 purifié (section 3.3) ainsi que l'échantilbn à tester, 

représenté par la suspension bactérienne contenant la PMRexprimée 4 heures à 37oC avec 1 

mM d'IPTG. Dans le cas des expmences réalisées avec les AcMo, le témoin positif était 

représenté par la protéine M 1 native purifiée et électroéluée (section 3 .13). 

Un voll.ll11e de 30 Jll, composé de 15 Jll de l'échantilbn et de 15 Jll du tampon 

échantillon 2X, a été déposé dans un tube eppendorf de 1,5 ml qui a par la suite été chauffé à 

100oC pendant 5 min. Suite à une centrifugation de 5 min à 10 000 x g, un voll.ll11e de 15 Jll 

du surnageant de chaque échantillon a été déposé, à l'aile d'uœ pipette automatique 

"Pipetman P200" (Gilson) et d'un embout "Prot/Elec" (Bi<rRad), dans les puits de deux gels 

de polyacrylamide de 12%. Un voll.ll11e de 4 Jll d'un marqueur de Mr, "SDS-PAGE 

Molecular Wei~t Markers low ran~ : 100-10 kDa" (Bi<rRad), a été préparé en ajoutant 

dans un tubeeppendorf de 0,5 ml: 8 Jll du marqueur, 22 Jll d'eau distillée et 30 Jll de tampon 

échantillon 2X. Le marqueur a été ajouté au puit du gel SDS-P AGE, après avoir été bouilli et 

centrifugé. Les conditions électrophorétiquei ont été appliquées suivant la teclmique décrite 

à la section 3.6. Cependant, un seul gel a été coloré. 

Le second gel SDS-P AGE a été conservé à 4oC dans 30 ml de tampon de tramfert 

(20%(v/v) méthanol, 0,192 M glycine (Bi<rRad), 0,025 M Tris(Signa) pH 8,3) pendant 30 

min. Parallèlement, une membrane de polyvinylidène (PVDF) "Inurobilon" (Millipore, 

BedfOrd, MA, USA) de 0,45 micromètre (Jlm) de porosité a été activée dans 10 ml de 
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méthanol 100% pendant quek.}ues sec et placée immooiatement dans 10 ml d'eau distillée. 

Après quek.}ues sec, la membrane a été ré-â!uilibree 10 min dans le même tampon de 

transfert que le gel. Deux papiers fùtres #3 (Whatmann) ont égale~nt été saturés dans le 

tampon de transfert pendant quek.}ues min. Une fois les incubations terminées, le transfert 

électrophoretique; des protéines sur la membrane a été effoctué. 

Dans un système "Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfert Cell" (Bio-Rad 

laboratorie~) le gel SDS-PAGE a étééta1é sur un papier fùtre,lui-même éta1é sur un coussinet 

de fibre. La membrane de PVDF a été déposée sur le gel et par la suite, un second papier 

fùtre ainsi qu'un second coussinet de fibre ont été déposés sur cette dernière. Le tout a été 

placé entre deux plaques de plastique, fonœ.nt ainsi un support rigile qui a été déposé en 

position verticale, dans la celhlle électrophoretiquecontenant le tampon, de façon à ce que le 

gel soit dirigé du côté de la cathode (-) et la membrane du côté de l'amde ( + ). Le transfert a 

été effoctué à 4oC pendant 18 heures en appliquant un courant de 40V ~nté par un 

gén&ateurde courant Bio-Rad de modèle 250,2.5 (Bio-Rad laboratorie~) et sous agitation à 

l'aide d'un barreau métallique ~nté par un gén&ateur de courant Buchler. Par la suite, 

pour s'assurer que le transfert s'est bien effoctué, la section de la membrane contenant le 

marqueur de Mr a été découpée puis colorée afmde visualiser les bandes. 

Parallèlement au transfert, les bactéries E coliBL21(DE3) ont été pré-adsorbées avec 

le sénnn anti-SwQc91 polyclonal ainsi qu'avec les differents AcMo. Cette étape a été 

effoctuée afm de réduire le bruit de fond, puisque les sénrns recueillis proviennent d'animaux 

qui possèdent dans leur flore inte~tinale la bactérie E coli. La pré-adsorti:m a permis la 

fonmtion de complexes immuns non-spécifiques avec la bactérie. 

Pour chaque sénnn, quatre tube; eppendorfs de 1,5 ml ont été remplis de milieu 

2xYf contenant les bactéries, qui ont préalablement poussé pendant 18 heures à 37oC, sous 

agitation constante. Les tube; ont ensuite été centrifugés à 10 000 x g pendant 2 min et le 

culot bactérien a été resuspendu dans 0,3 ml de PBS. La suspension bactérienne a été 

soniquée durant 3 cyc~s de 10 sec à 30 MHz et par la suite 0,1 ml du sérum polyclonal et 

0,1 ml des differents AcMo a été ajouté à un premier tube de bactéries soniquées, chaque 
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AcMo ayant été placé dans des tubes differents. Les tubes contenant les sénnns et les 

bactéries ont été incubés 60 min sur une plaque rotative. Une fois l'incubation terminée, les 

tubes ont été centrifugés 5 min à 10 000 x g et le surnageant a été ajouté à un autre tube 

contenant 0,3 ml de bactéries soniquées. Cette étape a été eff~tuée à trois reprises et elle a 

été suivie d'une dernière incubation eff~tuée à 4oC pendant 18 heures. Les tubes contenant 

les bactéries pré-adsorbées avec les sérums ont été centrifugés et les surnageants ont été 

aliquotés et conservés à -80oC. 

3 .14.2 lmmunobuvaniage 

Suite au tramfert, la membrane a été saturée pendant 2 heures dans une solution de 

blocage (2% (p/v) BSA et 0,1% (v/v) Tween-20) (Annexe 1, Section 13.0) à la température 

de la pièœ et sous agitation. Le sénnn anti-SwQc91 polyclonal pré-adsorbé avec les 

bactéries BL2l(DE3) a été dilué 1 : 500 dans une solution de dilution (1% (p/v) BSA et 

0,05% (v/v) Tween-20) et ajouté à la membrane saturée. Le tout a été incubé une heure à la 

température de la p ièœ sous agitation constante. Une fois l'incubation terminée, la membrane 

a été lavée à trois reprises pendant 15 min à l'aide d'une solution composée de TBS lX et de 

0,05% (v/v) Tween-20. Par la suite, deux autres lavages de 10 min avec du TBS lX ont été 

eff~tués afm d'éliminer le surplus de Tween-20. La membrane a ensuite été incubée, pendant 

45 min avec un Ac secondaire (anti-IgG de porc conjugué à la peroxydase) (ICN) qui a été 

dilué 1 : 1000 avec la solution de dilution. Les diffërentes étapes de lavage ont été répétées et 

par la suite, la membrane a été incubée avec la solution de révélation, (O,<X>% (p/v) 4-chloro-

1-naphtol (4CN)) (Bio-Rad) contenant un substrat enzymatique (Annexe 1, Section 13.0), 

jusqu'à l'apparition de bandes powpres (environ 15 min). La réaction a ensuite été stoppée 

en dépœant la membrane dans de l'eau distillée. Ces étapes ont été répétées pour chaa.m des 

AcMo dirigés contre la protéine M 1 de la souche A/WfN/33 virus influenza. 

3.15 Immunisation des souris 

L'inmunisation a été réalisée selon la technique décrite dans Antibodies (1988). Au 

total, 30 souris Balh'c (Charles River, St-Constant, Québec, Canaia) de sexe féminin, âgées 
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entre 6 et 8 semaines ont été utilisées et réparties en cinq groupes de 6 souris. Les difrerents 

groupes ont été identifiés dans l'on:lre suivant selon l'échantillin qui leur a été administré: le 

groupe #1 immunisé avec du PBS lX, le groupe #2 immunisé avec la protéine M 1 native 

(PMN) électroéluée à partir du virus SwQéJl purifié, le groupe #3 immunisé avec la PMR 

électroéluée, le groupe #4 immunisé avec le virus SwQéJl purifié et le groupe #5 representé 

par des souris non-immunisées et cohabitant dans la même pièce que les autres. 

La dose a été calculée afmd'administrer 50 J..lgde la protéine M 1 aux groupes #2, #3 

et #4. Les souris des groupes #1 à #4 ont reçu 0,5 ml d'uœ ému5ion (50 : 50) de l'échantillin 

jumelé à un adjuvant de Fremd par voie intm-péritonéale, à 14 jours d'intervalle, à l'aide 

d'uœ seringue de 3 ml et d'uœ aiguille de 260. L'acljuvant complet de Fremd (Diièo) a été 

utilisé lors de la première inj~tion alors que pour les deux inj~tions suivantes, c'est 

l'acljuvant incomplet de Fremd (Diièo) qui a été utilisé. Des échantillons sangrlns ont été 

prélevés sur les 30 souris, par ponction du sinœ veineux sitté au niveau de l'orbite oculaire 

au jour 0, ce prélèvement constituant le sénnn pré-immun. Des prélèvements ont également 

été eff~tués aux jours 24, 38 et 54, soit 12 jours après chacune des inj~tions et une dernière 

saiw.ée a été eff~tuée troi<s semaines après le dernier prélèvement. Ces diffèrents sénnns ont 

permis d'étudier la cinétique des Ac générés suite à l'immunisation. 

3.16 Test ELISA indirect 

L'épreuve d'EliSA (Enzyme Linked Immmosorbent Assay) indirect a été réalisée 

afm de dét~ter dans le sénnn des souris immunisées, les Ac dirigés contre la protéine M 1. 

La méthode employée a été celle décrite dans Antibodies (1988). Tout d'abord, la 

concentration du virœ SwQéJ1 purifié a été ajustée à 10 J..lglmldans du tampon d'adsorption 

(0,05 M Na2COJ-NaHC03 (Baker), pH 9,6) (Annexe 1, Section 14.0) et un volume de 50 Ill 

a été déposé dans les puits d'uœ plaque de 96 puits à fonds plats (Linbroffitertek, ICN). La 

plaque a par la suite été incubée pendant 18 heures à la température de la pièce, ce qui a 

permis l'adsorption du virus au fond des puits. 

Les sites libres ont été bloqués en ajoutant un volume de 0,3 ml d'uœ solution 
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composée de 2% (p/v) BSA et 0,1% (v/v) Tween-20 dans 10 mM de PBS à pH 7,4. Les 

plaques ont ensuite été incubées pendant 2 heures à la température de la pièce. Suite à un 

lavage avec 0,3 ml d'une solution de 0,05% Tween-20 dans 10 mM de PBS pH 7,4, un 

voltnne de 50 Ill de la solution de dilution a été ajouté dans tous les puits, sauf dans ceux de 

la première ran~e où un voh.nne de 100 Ill de chaque sénnn, dilœ 1 : 1000 dans une solution 

de dilution de 1% BSA et 0,05% Tween-20 (Annexe 1, Section 14.0), a été ajouté. Des 

dilutions sérielles ont été effectuées et les sénms ont été incubés pendant 60 min à la 

température de la pièce. Les puits ont de nouveau été lavés à cinq reprises avec 0,3 ml de la 

solution de lavage, afm d'éliminer le surplus d'Ac qui ne ce seraient pas lier à l'Ag 

Un volwne de 50 Ill d'unAc secondaire de chèvre (anti-IgG de souris (H+L) couplé à 

la peroxydase) (Bio-Rad) qui a été dilœ 1 : 4000 avec le tampon de dilution a été ajouté à 

tous les puits et le tout a été incubé pendant 60 min à la température de la pièce. Une 

dernière série de sept lavages a été effectuée avec 0,3 ml de tampon de lavage et un volwne de 

100 Ill d'une solution de révélation composée de 0,4% d'hypochlorure d'orthophénylène 

diamine (OPD, Signn Chemical, Co., St-l.ouis, Missouri, USA) et 0,012% H202 a par la 

suite été ajouté dans tous les puits. Les plateaux ont ensuite été incubés à la noin:eur pendant 

15 min à la température de la pièce et la réaction colorimétrique a été stoppée par l'ajout dans 

tous les puits d'un volwne de 100 Ill d'une solution de H2S04 2 N (Annexe 1, Section 14.0). 

Le test ÉLISA. indirect a été effectué en utilisant 1 J..LWml de la PM R cornrœ Ag ads<rbé dans 

le fond des puits. 

Le témoin négatif, representé par le sérwn pré-immun, a été dilœ de la même façon 

que les autres sénms tout cornrœ le témoin positif representé par le sérwn hyperimmun de 

souris Balh'c anti-SwQc91. L'absorbance de chaquepuit a été prise à une densité optique de 

490 nm à l'akle d'un lecteur de plaques ELISA. (Benchmark M icrop late reader, Bio-Rad, CA, 

USA). Le titre en Ac pour chaque groupe de souris immunisées a par la suite été évah.Ié. Un 

résultat a été considéré cornrœ positif lorsque la valarr de l'absorbance obtenue pour le 

sérwn à tester était 3 fois celle de l'absorbance obtenue pour le sérwn pré-immun. Les 

sérwns ont étéaliquotés dans des tubes eppendorfs de 1,5 ml et entreposés à -20oC. 



4. RÉSULTATS 
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4.1 Purification et concentration 

Pour la souche virale SwQc91 un volume d'environ 2,5 litres de liquide allantoïque, 

ayant au départ une activité hémagglutinante de 512 UHAhnl, a été concentré et purifié. 

Suite au dosage, la concentration protéique de la suspension virale SwQc91 était de 9,6 

mg/ml, pour un volume fmal de 2 ml. L'activité hémagglutinante a été évaluée à 5,12 X 105 

UHAhnl, ce qui a permis de calculer une activité sp éci:fique de 5,3 3 X 104 UHAAng. En ce 

qui concerne la souche SwQc81, elle a été concentrée et purifiée au cours d'un autre projet de 

maîtrise (Hemichon, 1997). L'activité hémagglutinante ainsi que l'activité spécifique ont été 

évaluées respectiverœnt à 4,1 X 105 UHAhnl et 5,86 X 104 UHA/mg. 

4.2 Profil polypeptidique des souches virales purifiées par SDS-P AGE 

L'analyse du profil polypeptidique sur gel de polyacrylamide 12% en présence de 

SDS a permis d'évaluer la pureté des suspensions virales (Fig.rre 3). En conditions 

réductrices, il a été possible de constater que les differentes protéines des souches virales 

SwQc81 (puit #2) et SwQc91 (puit #3) semblent être de même Mr. Les Mr des protéines 

NA, NP, HA 1, M 1 et HA2 ont été évaluées respectiverœnt à 60 kDa, 56 kDa, 46 kDa, 28 

kDa et 26 kDa. Les Mr similaires des protéines M 1 et HA2 jumelées à la mauvaise 

résolution de l'image digitalisée font que seul la bande correspondant à la protéine M 1 est 

visible sur le gel (Fig.rre 3). 

4.3 Extraction de l'acide ribonucléique viral (ARNv) 

Suite à l'extraction, selon la méthode de ChoiŒzynski et Sacchi (1987), la quantité 

d'ARNv a été dosée et sa pureté a été évaluée et ce pour chaque souche. Pour la souche 

SwQc81, l'ARNv a été extrait à partir de 1 mg de virus purifié et il a été possible d'obtenir 

une quantité de 0,32 J.lg!J.ll ayant un ratio 2601280 nm de 1,8 (Annexe 2). En ce qui concerne 

l'extraction de l'ARNv de la souche SwQc91, réalisée à partir de 3 ml de liquide allantoïque, il 

a été possible d'obtenir une quantité de 0,64 J.lg!J.ll dont le ratio 2601280 a été évalué à 1,8 

(Annexe 2). 
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Figure 3: Analyse de la pureté des souches SwQc81 et SwQc91 par électrophorèse sur SDS
p AGE, en conditions réductrices. 

Un volume des suspensions virales purifiées SwQc81 et SwQc91 a été dilué dans un 
volume égal d'une solution dénaturante 2X avec 5% de ~-mercaptoéthanol. Une quantité de 
20 Jlg de chaque suspension virale a été déposée dans les puits d'un gel de séparation de 
polyacrylamide de 12% en présence de SDS superposé d'un gel de tassement de 4% (1,5 mm 
d'épaisseur). Le gel a été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à la 
température de la pièce. Suite à l'électrophorèse, la coloration du gel au bleu de coomassie 
(0,4%) a permis de visualiser le profil polypeptidique des 2 souches virales (voir technique 
décrite à la section 3.6 de l'approche expérimentale). 
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puit #1: Marqueur de masse moléculaire (2,0J.Lg par protéine) comprenant la phosphorylase 
B (97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa) 

puit #2: Souche virale SwQc81 (20J.Lg/20J.Ll) en conditions réductrices 

puit #3: Souche virale SwQc91 (20J.Lg/20J.Ll) en conditions réductrices 

Les protéines virales observées par ordre décroissant sont: la NA monomérique, la NP, la 
sous-unité HAl de l'HA, la protéine Ml et la sous-unité HA2 de l'HA. 
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4.4 Réaction de transcription inverse et d'arnplication par polymérisation en chaîne (PCR) de 

l'ADNe 

L'ARN génomique du segrœnt #7, correspondant à la protéine M, a été transcrit en 

ADNe à partir de l'ARNv extmit pour chaque soudle à l'aide d'amorces spécifiques et de la 

transcriptase inverse. Suite à la réaction de PCR il a été possible d'oh:;erver une bande, sur un 

gel d'agu-ose de 0,8%, d'environ 1 Kb ce qui semble correspondre au gène de la protéine M 

(1,027 Kb) (Fig.rre 4). 

4.S Cloœ.ge du gène de la protéine de la matrice 

Les produits de PCR purifiés ont été introduits dans le vecteur pCR21. Suite à la 

transformation et au criblage des colonies obtenues, une digestion à l'aide de l'enzyme de 

restriction EcoRI a pennis de visœliser la présence du gène de la protéine M pour les 

colonies C13, C4S, C46 et C47 obtenues pour la soudle SwQc81 et CS, Cil, C17, C19 et 

C21 pour la soudle SwQ<91 (Fig.rre S). En effd:, la présence de deux bandes a pu être 

observée, une de poids mo loculaire estimé à environ 4 Kb correspondant au vecteur pCR21 

linéarisé (3,900 Kb) et l'autre d'environ 1 Kb correspondant au poids moloculaire du gène de 

la protéine M (1,027 Kb) (Fig.rre S). 

4.6 Séquençage 

Après avoir identifié les colonies possédant l'imert, trois colonies ont été choisies au 

hasard pour chaque soudle (Cl3, C4S et C47 pour SwQc81 et CS, Cil et C17 pour 

SwQ<91). L'ADN plasmidiquede ces colonies a été produit et purifié en quantité suffisante 

pour pouvoir être séquencé. La teclmique qui a été empbyée est décrite à la section S.O de 

l'approche exp&imentale. Les séquences ont été comparées avec une séquence porcine de 

réf&ence A/Swine/Iowa/17672/88 (HlNl) (FLAMSI88) du gène de la protéine M afm de 

s'assurer qu'il s'~ssait bien du bon gène. Les résultats obtenus ont pennis d'oh5erver que le 

gène de la protéine M contient bien 1027 nucëotides, et ce pour les trois colonies des deux 

soudles porcines (Fig.rre 6). De plus, il a été possible de noter que le cadre de lecture de la 
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Figure 4: Électrophorèse sur gel d'agarose de l'amplicon ADN du gène de la protéine de la 
matrice (M) produit par RT-PCR pour les souches porcines SwQc81 et SwQc91. 

Un mélange contenant 2 J.1l du tampon échantillon 6X et 10 J.Ù du produit 
d'amplification a été déposé dans les puits d'un gel d'agarose 0,8% (p/v) préparé dans du 
tampon TAE lX. Le gel a été soumis à une tension constante de 90V pendant 40 min à la 
température de la pièce. Suite à l'électrophorèse, le gel a été coloré dans une solution de 
bromure d'éthidium (0,5 J..Lg/ml) pendant 40 min afm de permettre la visualisation sous les 
rayons UV du fragment d'ADNe du gène de la protéine M. 



Kb 

3.054 ""'---
2.0Jli ......... __ 
1.636 

1.018 

0.517' 

1 2 3 

puit #1: 2 J.Ù d'un marqueur d'ADN (lKb DNA ladder) 

5 6 

1.027 Kb 

puits #2 et 5: Fragment d'ADNe, produit à l'aide de 2 J..Ll et 4 J..Ll d'ADNe suite à une réaction 
RT et amplifié par PCR, représentant le gène de la protéine M pour la souche SwQc81 

puits #3 et 6: Fragment d'ADNe, produit à l'aide de 2 J.Ù et 4 J..Ll d'ADNe suite à une réaction 
RT et amplifié par PCR, représentant le gène de la protéine M pour la souche SwQc91 
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Figure 5: Profil électrophorétique des plasmides recombinants pCR 2.1/M extraits, pour la 
souche SwQc81 et SwQc91, des cellules compétentes INVa.F suite à leur digestion avec 
l'enzyme de restriction EcoRI. 

Pour chacune des colonies recombinantes analysées, un volume de 5 J.d de chaque 
produit digéré auquel a été ajouté 1 J..Ll de tampon échantillon 6X a été déposé dans les puits 
d'un gel d'agarose 0,8% (p/v) préparé dans du tampon TAE IX. Les échantillons ont été 
soumis à une tension constante de 90V pendant 40 min. Suite à l'électrophorèse, une 
coloration du gel dans une solution de bromure d'éthidium (0,5 J..Lg/ml) a permis de 
visualiser, aux UV, les différents fragments d'ADN digérés. La taille de ces fragments a été 
estimée en comparant les bandes obtenues, suite à la migration, avec les bandes du marqueur 
de poids moléculaire (lKb DNA ladder). 



Kb 

3.054,.._ __ 

2.036'--
1.636-
1.018-

0.517-

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

puit #5: 2 ~1 d'un marqueur d'ADN (lKb DNA ladder) 

3,900 Kb 

1.027 Kb 

puits #1 à #4: Colonies #13, #45, #46 et #47 obtenues suite à la digestion des plasmides 
recombinants pCR2.1/M pour la souche SwQc81 

puits #6 à #10: Colonies #5, #11, #17, #19 et #21 obtenues suite à la digestion des plasmides 
recombinants pCR2.1/M pour la souche SwQc91 
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Figure 6: Étude comparative des séquences nucléotidiques des inserts d'ADNe de la protéine 
M, extraits de six colonies recombinantes et ce pour les souches virales SwQc81 et SwQc91, 
avec une séquence du gène de la protéine M provenant de la souche porcine 
A/Sw/Iowa/17672/88 (FLAMSI88). 

Les séquences d'acides nucléiques des clones C13, C45 et C47 ainsi que des clones 
C5, Cll et C17, représentant le gène de la protéine M pour les souches virales SwQc81 et 
SwQc91, ont été comparées avec la séquence publiée de la souche FLAMSI88 (#accession 
Genebank: M63522) pour le même gène. Pour le séquençage des fragments d'ADN du gène 
de la protéine M les amorces oligonucléotidiques sens MIF(26-40):, anti-sens MIR(981-994) 
et une amorce interne MIR(721-742) ont été utilisées. Dans la figure, seule la séquence du 
gène de la protéine M de la souche porcine FLAMSI88 a été décrite sur toute sa longueur 
alors que pour les autres séquences seulement les différences ont été notées. 

Les séquences débutent à l'extrémité 5' par une adénine 

(A): Adénine 
(T): Thymidine 
(C): Cytosine 
(G): Guanidine 
(-): même nucléotide 
(-): nucléotides formant la séquence codante de la protéine Ml 
(****):nucléotides formant la séquence codante de la protéine M2 
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protéine M 1 débute au nucléotide #26 pour se terminer au nuc1éotide #784, correspondant 

au codon de terminaison de la traduction (STOP) (Fig.rre 6). Le cadre de lecture de la 

protéine M2 débute au nuc1éotide#26et se poursuit jusqu'au nuc1éotide #51, par la suite, il 

y a épissage jusqu'au nuc1éotide #740 et la traduction se poursuit sans interruption jusqu'au 

nuc1éotide#1007 correspondant au codon STOP (Fig.rre 6). 

Les séquences en aa de la protéine M 1 et de la protéine M2 de la souche SwQdJ1 

ont par la suite été déduites et comparées avec celles des protéines M 1 et M 2 de la souche 

SwQc81 (Fig.rres 7 et 8). Cette comparaison a permis d'ol:server que les deux souches 

possèdent une protéine M 1 constituée de 252 aa (Fig.rre 7) alors que la protéine M2 est 

quant à elle constituée de 97 aa (Fig.rre 8). Il a également été possible de constater, toujours 

au niveau des séquences en aa, deux changements pour la protéine M 1 de la souche SwQdJ1 

situés aux positions #4 et #205 sur la séquence, pour une homologie de 99,2"/o (Fig.rre 7; 

Tableau I) entre les deux souches. En ce qui concerne la protéine M 2 de la souche SwQdJ 1, il 

a été possible de noter 5 changements en aa aux positions #4, #16, #21, #54 et #95 

comparativement à la souche SwQc81, pour une homologie de 94,8% (Fig.rre 8; Tableau I). 

Le taux de mutation (Anœxe 2), correspondant au nombre de changements en aa observé par 

rési:lu par année, a été calrulé pour chaque protéine de la souche SwQdJ1. Lorsque les 

séquences en aa des protéines M 1 et M 2 de la souche SwQc91 ont été comparées avec cel1es 

de la souche SwQc81, le taux de mutation a été évalué à 0,8 X 1 o·3, ce qui correspond à un 

pourcentage de variation de 0,08% pour la protéine M 1 et à 5,15 X 10"3 (pour un 

pourcentage de variation de 0,51%) pour la protéine M2 (Tableau I). Les séquences en aa 

des protéines M 1 et M2 des souches SwQc81 et SwQdJl ont également été comparées avec 

d'autres séquences en aa des protéines M 1 et M2 provenant de souches d'influenza porcin 

(H1N1), iso1ées entre 1930 et 1990. Il a été possible de noter 2 changements en aa pour la 

protéine M 1 de la souche SwQc81 et de la souche SwQdJ 1 alors que pour la protéine M 2, 3 

et 6 changements ont été notés respectiverœnt pour la souche SwQc81et SwQdJl (Tableau 

II). Les pourcentages de variation des protéines M 1 et M2 ont été évalués à 0,01% et 0,05% 

pour la souche SwQc81 et à 0,01% et O,HJl/o pour la souche SwQdJ1 (Tableau II). 
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Figure 7: Analyse comparative des séquences en aa de la protéine Ml des souches virales 
SwQc81 et SwQc91. 

Les séquences en aa représentant la protéine Ml de chaque souche virale, provenant 
des clones C13, C45 et C47 (SwQc81) et des clones C5, Cll et Cl7 (SwQc91), ont été 
comparées avec la séquence publiée de la souche FLAMSI88 (#accession Genebank: 
M63522) pour la même protéine. Dans la figure, seule la séquence du gène de la protéine M 
de la souche porcine FLAMSI88 a été décrite sur toute sa longueur alors que pour les autres 
séquences seulement les différences ont été notées. 

Les aa correspondant aux sites antigéniques définis pour le virus A/WSN/33 ont été 
identifiés. 

Épitope 1 : situé entre les aa 46-89 
Épitope 2: situé entre les aa 129-164 
Épitopes 3 et 4: situés entre les aa 45-119 

Voir la liste des abréviations des aa à l'Annexe 3 
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Figure 8: Les séquences en aa, représentant la protéine M2 de chaque souche virale 
provenant des clones Cl3, C45 et C47 (SwQc81) et des clones C5, Cil et C17 (SwQc91), 
ont été comparées avec la séquence publiée de la souche FLAMSI88 (#accession Genebank: 
M63522) pour la même protéine. Dans la figure, seule la séquence du gène de la protéine M 
de la souche porcine FLAMSI88 a été décrite sur toute sa longueur alors que pour les autres 
séquences seulement les différences ont été notées. 

Les aa correspondant aux sites antigéniques définis pour la protéine M2 ont été 
identifiés. 

Voir la liste des abréviations des aa à l'Annexe 3 



FI.AMSI88 
S\o.QC81C13 
SWQc81C45 
S\\Qc81C47 
S\\Qc91C5 
S\o,QC91Cll 
S\o,QC91Cl7 
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SWQc91Cll 
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Tableau 1: Changements observés dans les séquences d'aa entre les protéines Ml et M2 des 
souches SwQc81 et SwQc91 et évaluation du taux de mutation, exprimé en 
pourcentage de variation, pour les protéines Ml et M2 de la souche SwQc91. 

Positions SwQc81 SwQc91 Taux de mutation 
(

0/o de variation)_ 

4 p L 

Ml 
205 v 1 0,08 

4 p L 

16 G E 

M2 
21 D G 

0,51 
54 R c 

95 E G 



Tableau II: Évaluation du taux de mutation, exprimé en pourcentage de variation, pour les 
protéines Ml et M2 des souches SwQc81 et SwQc91, en comparant les changements 
en aa observés par résidu par année avec les séquences en aa des protéines Ml et M2 
de d'autres souches d'influenza porcin (HlNl) (#accession du Genebank: M63517-
M63520, M63522, M63525, M63532, M63534, M63535, M33045), isolées entre 
1930 et 1990. 

Positions Autres SwQc81 Taux de Positions 
(aa) souches mutation (aa) 

(%de 
variation) 

Ml 4 L p 0,01 83 

214 v T 205 

4 L p 16 

44 D N 
0,05 21 

M2 55 L F 44 

54 

55 

95 

Légende: 

M63517: A/Sw/29/37 (HlNl) FLAMSW37 

M63518: A/Sw/March/52 (HlNl) FLAMSM52 

M63519: A/Sw/Wisconsin/1/61 (HlNl) FLAMSW61 

M63520: A/Sw/Ontario/2/81 (HlNl) FLAMSO 

M63522: A/Sw/lowa/17672/88 (HlNl) FLAMSI88 

M63525: A/Sw/Netherlands/12/85 (HlNl) FLAMSN 

M63532: A/Sw/Tennessee/24/77 (HlNl) FLAMSTN 

M63534: A/Sw/lowa/15/30 (HlNl) FLASI30 

M63535: A/Sw/May/54 (HlNl) FLAMSM54 

M33045: A/Sw/lowa/15/30 (HlNl) FLASWIWM 

Autres SwQc91 Taux de 
souches mutation 

(%de 
variation) 

A p 
0,01 

v 1 

G E 

D G 

D N 0,10 

R c 

L F 

E G 
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4. 7 Expression de la protéine M 1 de la soudte SwQ<91 

L'insert representant le gène de la protéine M, pour la soudte SwQ<91, a été sous

cloœ dans le vecteur d'e~ression pET21(a) afm de produire la protéine M 1 recombinante 

(PMR). Afin de déterminer les colonies exprimant la PMR, le criblage de 16 colonies 

chosies au hasard a été effectué suite à la transformation dans les celliles compétentes 

BL21(DE3). Dans ce but, les colonies chosies ont été induites pendant 4 heures à une 

température de 37oC avecune quantité finale d'IPTG de 1 mM. Ceci a permis d'obtenir les 

colonies CS, C24 et C28 (p uit #8 du gel A et puits #4 et 8 du gel B) exp rimant une protéine 

ayant uneMr d'environ 28 kDacorrespondant à celui de la protéine M 1 (Fig.rre 9). 

4.8 Solubilisation de la protéine M 1 recombinante 

Suite à l'e~ression de la protéine, une soni:ation de la suspension bactérienne des 

colonies CS, C24 et C28 a permis de constater, sur un gel de polyacrylamide de 12% en 

présence de SDS, que la protéine était présente à la fois dans les puits contenant le 

surnageant, sauf pour la colonie C5 (puit #3), et dans les puits contenant culot de cellules 

(Fig.rre 10). Afm de lib&er une plus grande quantité de PMR des corps d'inclusion de la 

bactérie BL-21(DE3) un traitement impliquant l'utilisation du SDS contenu dans du tampon 

Tris-HCI pH 7,5 suivi d'une incubation de 30 min à 50oC a été appliqué. Suite à ce 

traitement il a été possible d'ol:server la présence d'une bande de 28 kDa dans le puit #2 

representant la fraction solubilisée contenue dans le surnageant, cependant il est également 

possible de remarquer qu'il reste une quantité de PMR emprisonnée dans les corps 

d'inclusion de la bactérie BL-2l(DE3) (puit #3) (Fig.rre 11). Le powœntage de PMR libérée 

des corps d'inclusion a été estimé à environ 30% (Fig.rre 11). 

4.9 Conditions optimales d'e~ression de la protéine M 1 recombinante 

Afmde déterminer les conditions optimales de production de la PMR, une cinétique 

d'e~ression a été effectuée en fonction de la température à laqœlle l'induction a été réalisée, 

de la quantité d'IPTG utilisée ainsi que du temps d'induction La suspension bactérienne 
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Figure 9: Profil électrophorétique, suite à une induction, des bactéries compétentes 
transformées avec les plasmides recombinants pET21/M. 

Des cellules compétentes de E.coli, BL-21(DE3), transformées avec des plasmides 
recombinants pET21/M ont été ajoutées dans des tubes contenant 2 ml de milieu 2xYT 
supplémenté de 100 J.Lg/ml de carbeniciline et les suspensions bactériennes ont été incubées 
pendant 18 heures à 37°C. L'expression a par la suite été induite par l'addition de 1 mM 
d'IPTG dans les suspensions bactériennes suivie d'une incubation de 4 heures à 37°C sous 
agitation. La suspension a par la suite été centrifugée et resuspendue dans 0,3 ml de PBS. Un 
volume de 15 J.1l de chaque culture a été prélevé et ajouté à un volume équivalent d'une 
solution dénaturante et réductrice (2X). Afin d'identifier les colonies recombinantes 
exprimant la PMR., une colonie transformée avec le plasmide parental (pET21a) a été 
utilisée comme témoin négatif. Cette colonie a été traitée selon les mêmes conditions que les 
autres. Le mélange a été déposé dans les puits d'un gel de séparation de polyacrylamide de 
12% en présence de SDS superposé d'un gel de tassement de 4% (1 mm d'épaisseur). Le gel 
a été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à la température de la pièce. 
Suite à l'électrophorèse, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) a permis de visualiser le 
profil polypeptidique. 

Gel A: 

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J.Lg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4kDa), la BSA (66,2kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5kDa) etle lysozyme (14,4kDa) 

puit #2: suspension de bactéries compétentes non transformées 

puit #3: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur parental pET21(a) 

puits #4 à #10: suspension de bactéries compétentes transformées avec les plasmides 
recombinants pET21/M (colonies 1 à 7) 

GelB: 

puit # 1 : marqueur de masse moléculaire (2 J.Lg par protéine) 

puits #2 à # 10: suspension de bactéries compétentes transformées avec les plasmides 
recombinants pET21/M (colonies 22 à 30) 
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Figure 10: Profil électrophorétique représentant les fractions recueillies du culot et du 
surnageant, suite à une sonication des suspensions contenant les bactéries recombinantes 
exprimant la protéine Ml recombinante (P:MR). 

Des cellules compétentes de E.coli, BL-21(DE3), transformées avec des plasmides 
recombinants pET21/M, ont été ajoutées dans des tubes contenant 2 ml de milieu 2xYT 
supplémenté de 100 J.Lg/ml de carbeniciline et incubées pendant 18 heures à 3 7°C. 
L'expression a par la suite été induite par l'addition de 1 mM d'IPTG dans les suspensions 
bactériennes, suivie d'une induction de 4 heures à 3 7°C sous agitation. La suspension a par la 
suite été centrifugée et resuspendue dans 0,3 ml de PBS. Suite à une sonication de trois fois 
10 sec à 30MHz, la suspension a été centrifugée et le surnageant a été conservé dans un autre 
tube puis un volume de 15 J.1l a été prélevé et mélangé à un volume égal d'une solution 
dénaturante et réductrice (2X). Le culot a été resuspendu avec 100 J.Ll de la même solution 
puis un volume de 15 J.Ll a été prélevé. Le mélange a ensuite été déposé dans les puits d'un 
gel de séparation de polyacrylamide de 12% en présence de SDS superposé d'un gel de 
tassement de 4% (1 mm d'épaisseur). Le gel a été soumis à une tension constante de 200V 
pendant 40 min à la température de la pièce. Suite à l'électrophorèse, la coloration au bleu de 
coomassie (0,4%) a permis de visualiser le profil polypeptidique des lysats bactériens. 



kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J.Lg par protéine) comprenant la phosphorylase B (97,4 
kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique bovine (31,0 
kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) 

puit #2: lysat de bactéries compétentes transformées avec le vecteur parental pET21(a), induites 
pendant 4 heures à 3 7°C avec une quantité de 1 mM d'IPTG 

puits #4, #6 et #8: PMR contenue dans le culot d'un lysat de bactéries compétentes transformées 
avec le plasmide recombinant pET21/M (colonies 5, 24 et 28) après sonication, suite à une induction 
pendant 4 heures à 3 7°C avec une quantité de 1 mM d'IPTG 

puits #3, #5 et #7 : PMR contenue dans le surnageant d'un lysat de bactéries compétentes 
transformées avec le plasmide recombinant pET21/M (colonies 5, 24 et 28) après sonication, suite à 
une induction pendant 4 heures à 37°C avec une quantité de 1 mM d'IPTG 
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Figure 11: Traitement impliquant l'utilisation de SDS afin de libérer une plus grande quantité 
de PMR des corps d'inclusion de la bactérie E. coli, BL21(DE3). 

Suite à l'induction de la PMR dans les cellules compétentes d'E. coli, BL21(DE3), 
les fractions recueillies à partir du culot et du surnageant (Figure 10) ont permis de constater 
que la protéine était enfermée en partie dans les corps d'inclusion de la bactérie. Afin de 
tenter de libérer une plus grande quantité de PMR des corps d'inclusion de la bactérie, un 
traitement impliquant l'utilisation de SDS dans du tampon 100 mM Tris-HCI pH7,5 suivi 
d'une incubation à 50°C pendant 30 min a été appliqué sur la fraction recueillie à partir du 
culot. Suite à une centrifugation, le surnageant a été déposé dans un autre tube et le culot a 
été resuspendu avec une solution dénaturante et réductrice (2X). Les mélanges ont été 
déposés dans les puits (d'un peigne de 5 puits) d'un gel de séparation de polyacrylamide de 
12% en présence de SDS superposé d'un gel de tassement de 4% (1,5 mm d'épaisseur). Le 
gel a été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à la température de la 
pièce. Suite à l'électrophorèse, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) a permis de 
visualiser le profù polypeptidique des lysats bactériens. 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 Jlg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf ( 45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa) 

puit #2: fraction correspondant au surnageant contenant un lysat de bactéries compétentes 
transformées avec le plasmide recombinant pET21/M (colonie 24) et induites pendant 4 
heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG, suite au traitement 

puit #3: fraction correspondant au culot contenant un lysat de bactéries compétentes 
transformées avec le plasmide recombinant pET21/M (colonie 24) et induites pendant 4 
heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG, suite au traitement 
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contenant le plasmide recombinant pET21/M (colonie C24) a été induite à 25oC, 30oC, 33oC 

ou 37oC avec 1 mM d'IPTG pendant 4 heures et les résultats obtenus ont permis de 

constater qu'tme production élevée de PMR a pu être observée à 37oC (Fig.rre 12, Gel A). 

Les expériences qui ont été eff~uées afm de vérifier l'effet de differentes quantités d'IPTG 

utilisées (0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM et 1 mM d'IPTG à 37oC pendant 4 heures) lors de 

l'induction ont démontré que bien qu'il soit possible d'ob;erver une production de PMR, en 

utilisant une quantité de 0,5 mM d'IPTG, la production semble optimale lorsque 1 mM 

d'IPTG est utilisé (Fig.rre 12, Gel B). Suite à ces observatiom, la suspension bactérienne 

contenant le plasmide recombinant pET21/M (colonie C24) a de nouveau été induite à 37oC 

avec une quantité d'IPTG de 1 mM fmale à differents temps d'induction, soit pendant 30 

min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14,18,20 et 24 heures. Les résultats ont démontré qu'à partir 

de 30 min il a été possible de noter la présence d'une bande ayant une Mr de 28 kDa. Cette 

bande correspondant à la PMR semble devenir une composante majeure de la suspension 

bactérienne après 4 heures d'induction et cette production semble atteindre un plateau après 

12 heures d'induction (Figrre 13, Gels A et B). 

4.1 0 Électroélution de la protéine M 1 recombinante 

Un volume de 200 ml de suspension bactérienne contenant le plasmide recombinant 

pET21/M (colonie C24) a été induit à 37oC, pendant 12 heures et en utilisant 1 mM 

d'IPTG. Par la suite, la PMR produite a été concentrée et électroéluée, selon la teclmique 

décrite à la section 3.13.2. Suite à une dialyse, la pureté de la PMR a étéévah.tée sur un gel de 

polyacrylamide de 12% en présence de SDS. Comparativement à la PMR solubilisée, 

contenue dans le puit #3, il a été possible de constater que la présence d'une seule bande, 

contenue dans le puit #2, ayant uneMr de 28 kDaPMRélectroéluée (Figrre 14). De plus, le 

résultat du dosage de la PMR électroéluée, concentrée et dialysée a démontré qu'il a été 

possible de recouvrir 2,5 mg/ml par 200 ml de suspension bactérienne, suite pour une 

production totale de 5 mg. 
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Figure 12: Détermination des conditions optimales de production de la PMR dans les 
cellules compétentes d'E.co/i, BL21(DE3), transformées avec le plasmide recombinant 
pET21/M en fonction de la température et de la quantité d'IPTG utilisée lors de l'induction. 

Des bactéries E.coli transformées avec une colonie (C24) exprimant la protéine Ml 
ont été inoculées dans des tubes contenant 2 ml de milieu 2x YT et 100 J.Lg/ml de 
carbeniciline. Afin d'identifier les colonies recombinantes exprimant la PMR., une colonie 
transformée avec le plasmide parental (pET21a) a été utilisée comme témoin négatif. Cette 
colonie a été traitée selon les mêmes conditions que les autres. Suite à une incubation de 18 
heures à 37°C, l'expression de la PMR a été induite avec l'ajout de 1 mM d'IPTG aux 
températures suivantes: 25°C, 30°C, 33°C et 37°C (Gel A) et sous agitation pendant 4 
heures. De plus, la colonie exprimant la protéine tout comme celle transformée avec le 
plasmide parental pET21(a) ont été induites à 37°C pendant 4 heures avec les quantités 
d'IPTG suivantes: 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM et 1 mM, sous agitation (Gel B). Les 
échantillons ont par la suite été centrifugés et resuspendus dans 0,3 ml de PBS. Un volume 
de 15 J.Ll de chaque culture a été prélevé et ajouté à un volume équivalent d'une solution 
dénaturante et réductrice (2X). Le mélange a été déposé dans les puits d'un gel de séparation 
de polyacrylamide de 12% en présence de SDS superposé d'un gel de tassement de 4% (1 
mm d'épaisseur). Le gel a été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à la 
température de la pièce. Suite à l'électrophorèse, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) a 
permis de visualiser le profil polypeptidique. 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J.Lg par protéine) comprenant la phosphocylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) 

puits #2, #4, #6 et #8: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur 
parental pET21(a) et induites respectivement pendant 4 heures à 25°C, 30°C, 33°C et 37°C 
avec 1 mM d'IPTG 

puits #3, #5, #7 et #9: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide 
recombinant pET21/M (colonie 24) et induites respectivement pendant 4 heures à 25°C, 
30°C, 33°C ou 37°C avec 1 mM d'IPTG 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J.Lg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) 

puits #2, #4, #6 et #8: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur 
parental pET21(a) et induites respectivement pendant 4 heures à 37°C avec 0,25 mM, 0,50 
mM, 0, 75 mM et 1 mM d'IPTG 

puits #3, #5, #7 et #9: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide 
recombinant pET21/M (colonie 24) et induites respectivement pendant 4 heures à 37°C avec 
0,25 mM, 0,50 mM, 0, 75 mM et 1 mM d'IPTG 
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Figure 13: Cinétique d'expression de la PMR produite dans les cellules compétentes d'E.coli, 
BL 21(DE3), transformées avec le plasmide recombinant pET21/M, en fonction du temps 
d'induction, selon une quantité d'IPTG et une température optimales préalablement 
déterminées. 

Des bactéries E.coli transformées avec une colonie (C24) exprimant la protéine Ml 
ont été inoculées dans des tubes contenant 2 ml de milieu 2x YT et 100 J.Lg/ml de 
carbeniciline. La colonie transformée avec le plasmide parental (pET21a) a été induite à 
37°C avec 1 mM d'IPTG pendant 4 heures sous agitation et utilisée comme témoin négatif. 
Cette colonie a été traitée selon les mêmes conditions que les autres. Les suspensions 
bactériennes ont été incubées pendant 18 heures à 37°C. L'expression de la PMR a par la 
suite été induite avec l'ajout de 1 mM d'IPTG, à 37°C aux différents temps d'expression 
suivants: 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14, 18, 20 et 24 heures, sous agitation. Les 
échantillons ont par la suite été centrifugés puis resuspendus dans 0,3 ml de PBS. Un volume 
de 15 J.Ll contenant la même quantité de protéines, déterminée suite au dosage des 
échantillons à 280 nm, a été ajouté à un volume équivalent d'une solution dénaturante et 
réductrice (2X). Les mélanges ont été déposés dans les puits d'un gel de séparation de 
polyacrylamide de 12% en présence de SDS superposé d'un gel de tassement de 4% (1 mm 
d'épaisseur). Le gel a été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à la 
température de la pièce. Suite à l'électrophorèse, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) a 
permis de visualiser le profil polypeptidique. 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J..Lg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa) 

puits #2 à #8: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide 
recombinant pET21/M (colonie 24) et induites respectivement pendant 30 minutes, 1 heure, 
4, 8, 12, 18 et 24 heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J.lg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) 

puits #2 à #8: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide 
recombinant pET21/M (colonie 24) et induites respectivement pendant 2, 3, 5, 6, 10, 14 et 
20 heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG 

puit #9: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur parental 
pET21(a) et induites respectivement pendant 4 heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG 

puit # 1 0: suspension de bactéries compétentes non transformées 
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Figure 14: Électroélution de la PMR et vérification de la pureté à l'aide d'un gel SDS-PAGE, 
en conditions réductrices. 

Des bactéries E. coli transformées avec une colonie (C24) exprimant la protéine Ml ont été 
inoculées dans un erlenmeyer de 500 ml contenant 200 ml de milieu 2x YT et 100 J.Lg/ml de 
carbeniciline. La colonie transformée avec le plasmide parental (pET21a) a été induite à 
37°C avec 1 mM d'IPTG et pendant 12 heures sous agitation. Suite au traitement de 
solubilisation impliquant le SDS, un volume de 1 ml a été ajouté à un volume équivalent 
d'une solution dénaturante et réductrice (2X). Le mélange a été déposé dans le puit le plus 
large (d'un peigne, de 1,5 mm, composé d'un petit et d'un grand puit) d'un gel de séparation 
de polyacrylamide de 12% en présence de SDS superposé d'un gel de tassement de 4% 
(1 ,5mm d'épaisseur). Le gel a été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à 
la température de la pièce. Suite à l'électrophorèse, les extrémités du gel contenant le 
marqueur et une partie de l'échantillon ont été découpées à l'aide d'un scalpel, puis colorées 
au bleu de coomassie (0,4%) pendant 20 min. Les extrémités ont été remises en place sur le 
gel et la bande correspondant à la PMR a été excisée du gel. Les bandes de la protéine ont 
été conservées dans du PBS à 4°C jusqu'à l'électroélution. Après avoir répété ces étapes 5 à 6 
fois, la PMR contenue dans les bandes recueillies a été électroéluée, concentrée et dialysée, 
selon la technique décrite à la section 3.12.2 de l'approche expérimentale. 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 Jlg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa) 

puit #2: P"MR électroéluée, concentrée et dialysée, suite à son induction pendant 12 heures à 
37°C avec une quantité de 1 mM d'IPTG et à sa solubilisation des corps d'inclusion de la 
bactérie d'E. coli, BL21(DE3) 

puit #3: P"MR contenue dans le surnageant d'un lysat de bactéries compétentes transformées 
avec le plasmide recombinant pET21/M (colonie 24), suite à son induction pendant 12 
heures à 37°C avec une quantité de 1 mM d'IPTG et solubilisée des corps d'inclusion de la 
bactérie d'E. coli, BL21(DE3) 
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4.11 Réaction de la protéine M 1 recombinante contre un sérum polyclonal anti-SwQc91 

L'antigénicité de la PMR a été vérifiée à l'ane d'un immmobuvaniage de type 

"Western" impliquant l'utilisatbn d'un sén.nn polyclonal anti-SwQc91, selon la teclmique 

décrite à la section 3.13.2 de l'approche expérimentale. Les résultats obtenus ont permis de 

constater l'apparition d'une bande ayant uneMr de 28 kDacorrespondant à la protéine M 1, 

dans les puits contenant la PMR solubilisée des corps d'inclusion, la PMR électroélure ainsi 

que dans le puit contenant la protéine M 1 native (PMN) provenant du virus SwQ<91 purifié 

(Figrre 15). Afin de s'assurer que les bandes obtenues étaent bien la PMR, un témoin négatif 

a été inchi dans le puit #4 contenant la suspension bactérienne (BL-21(DE3)) exprimée à 

37oC pendant 4 heures avec 1 mM d'IPTG. Il a été possible de constater qu'aucune protéine 

bactérienne ayant uneMr de 28 kDan'apu être détectée (Figrre 15). 

4.12 Vérification de l'intégrité des quatre épitopes de la protéine M 1 recombinante 

L'intégrité des quatre épitopes de la PMR a également été vérifiée par 

immmobuvaniage de type "Western" à l'aide de cinq AcMo, selon la teclmique décrite à la 

section 3.13.2 de l'approche expérimentale. Pourl'AcMo M2-1C6 dirigé contre l'épitope #1, 

situé entre les aa 46 et 89, il a été possible d'obtenir une bande d'environ 28 kDa dans les 

puits #4, #5 et #6 contenant respectiverœnt la PMR solubilisée des corps d'inclusion, la 

PMR électroélure ainsi que la PMN électroélure. Il a également été possible de noter 

l'absence de réaction dans les puits #2 et #3 contenant deux témoins négatifs. Le premier 

étant la suspension bactérienneBL-21(DE3) et le second le vecteur pET21(a) contenu dans 

la suspension bactérienne BL-21(DE3) (Fig.rre 16, Gel A). En ce qui conœrne les AcMo 

M1-289/4 et M1-7E5 dirigés contre l'épitope #2, situé entre les aa 129 à 164, ainsi que les 

AcMo M 1-904/6 et M 1-5C9 diriws respectiverœnt contre les épitopes #3 et #4 (aa 45-

119), les résultats obtenus sont similaires à ceux obtenus pour l'épitope #1 (Fig.rre 16, Gels 

B, C, D etE). 
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Figure 15: Analyse de la réactivité antigénique de la P:MR. à l'aide d'un sérum polyclonal 
anti-SwQc91 par la méthode d'immunobuvardage. 

Un volume de 20 J.Ll, composé de 20 J.Lg de P:MR. contenue dans une suspension 
bactérienne d'E.coli ((BL2l(DE3)) préalablement induite avec 1 mM d'IPTG pendant 2, 4 et 
8 heures à 37°C, a été ajouté à wt volume équivalent d'une solution dénaturante et réductrice 
(2X). La protéine Ml native (PMN) (10 J.Lg), électroéluée à partir du virus purifié SwQc91, 
et la P:MR. (1 0 J.Lg) électroéluée contenues chacune dans W1 volume de 20 J.Ll ont été é!ioutées 
à un volume équivalent de la solution dénaturante et réductrice (2X). La colonie transformée 
avec le plasmide parental (pET2la) a été induite à 37°C avec 1 mM d'IPTG pendant 4 
heures sous agitation et utilisée comme témoin négatif afin de s'assurer qu'il n'y avait pas une 
protéine bactérienne ayant la même masse moléculaire que la protéine Ml . Les mélanges ont 
été déposés dans les puits de deux gels de séparation de polyacrylamide de 12% en présence 
de SDS superposés chacun d'un gel de tassement de 4% (1,5mm d'épaisseur). Les gels ont 
été soumis à une tension constante de 200V pendant 40 min à la température de la pièce. 
Suite à l'électrophorèse, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) d'un des deux gels a 
permis de visualiser le profil polypeptidique. Le second a été incubé dans le tampon de 
transfert. Suite au transfert électrophorétique sur wte membrane de PVDF, 
l'immunobuvardage a été effectué, selon la technique décrite à la section 3.13.2 de 
l'approche expérimentale, à l'aide d'un sérum polyclonal porcin anti-SwQc91 dilué 1 : 500. 
Un Ac secondaire de porc anti-IgG de lapin (High + Low chain) conjugué à une peroxydase 
et dilué 1 : 1000 a également été utilisé. 
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 J.Lg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0 kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) 

puit #2: P:MN électroéluée et concentrée 

puit #3: P:MR électroéluée et concentrée 

puit #4: suspension de bactéries compétentes transfonnées avec le vecteur parental 
pET21(a), induites pendant 4 heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG 

puits #5 à #7: suspension de bactéries compétentes transfonnées avec le plasmide 
recombinant pET21/M (colonie 24) et induites respectivement pendant 2, 4 et 8 heures à 
37°C avec 1 mM d'IPTG 
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Figure 16: Étude sur l'intégrité des quatre épitopes de la P:MR par l'analyse de leur réactivité 
avec cinq AcMo à l'aide de la méthode d'immunobuvardage. 

La procédure appliquée lors de l'immunobuvardage avec le sérum polyclonal anti
SwQc91 a été répétée pour tester la réactivité des quatre épitopes. Les AcMo M2-1C6 (Gel 
A), M1-289/4 (Gel B) et M1-904/6 (Gel D) dirigés respectivement contre les épitopes #1, #2 
et #3 ont été dilués chacun 1 : 500. Les AcMo M1-7E5 (Gel C) et M1-5C9 (Gel E) dirigés 
contre les épitopes #2 et #4 ont été dilués 1 : 5 000. Un Ac secondaire de souris anti-IgG de 
chèvre (High + Low chain) conjugué à la peroxydase a été dilué 1 : 3 000, lors des 
expériences impliquant les AcMo M2-1C6, M1-289/4 et M1-904/6, et dilué 1 : 1 000 lors 
des expériences impliquant les AcMo M1-7E5 et M1-5C9. Les mêmes échantillons ont été 
placés dans le même ordre pour les cinq gels: 

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 Jlg par protéine) comprenant la phosphorylase B 
(97,4kDa), la BSA (66,2kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0kDa), l'anhydrase carbonique 
bovine (31,0kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5kDa) et le lysozyme (14,4kDa) 

puit #2: suspension de bactéries compétentes non transformées 

puit #3: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur parental pET21(a) 
et induites pendant 4 heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG 

puit #4: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide recombinant 
pET21/M et induites pendant 4 heures à 37°C avec 1 mM d'IPTG 

puit #5: P:MR électroéluée et concentrée 

puit #6: P.MN électroéluée et concentrée 
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4.13 Évah.tation de l'inmunogénicité de la protéine M 1 recombinante 

Le titre en Ac a été calrulé, suite à l'inmunisation des souris Balb'c, après chaque 

rappel et ce à l'aile du test ÉLISA indirect. Suite au premier pré1èvement, les premiers Ac 

détectés, lorsque l'Ag utilisé était le virus complet SwQc91 (10 J.lglml), dans le sénnn 

provenaient des souris immlDlÎsées avec le virus SwQc91 et appartenant au groupe #4. En 

effet, un titre évah.té à 32 000 a pu être noté. Ce titre a augtrenté prog-essivement jusqu'à la 

troisième immlDlÎsation, où il est passé à 256 000 (Figue 17 A). Cependant, ce n'est que 

suite au troisième pré1èvement que des titres plus élevés en Ac anti-PMN et en Ac anti

PMR ont pu être calrulés pour les groupes #2 et #3, soit respectiverœnt 128 000 et 64 000. 

Les résultats ont permis d'o~erver qu'aucun titre significatif en Ac n'a pu être noté pour le 

groupe #1 representant les souris immunisées avecle PBS(Figue 17A). 

Le test ÉLISA indirect a également été réalisé en utilisant la PMR électroluée (1 

J.lglml) comrœ Ag adsorbé dans le fond des puits. Suite au premier pré1èvement, les Ac anti

PMRont été les premiers détectés et le titre en Ac a été évah.té à 8 000. Ce titre a augtrenté 

rapidement pour atteindre 256 000, suite au troisième pré1èvement et il est demarré le même 

suite au quatrième pré1èvement (Figue 17B). Les Ac anti-PMN ont pu être détectés suite au 

second pré1èvement de sénnn et leur titre a été évah.té à 8 000 pour atteindre 256 000, après 

le troisième pré1èvement (Figue 17B). Quant aux Ac anti-SwQc91, ils ont été détectés 

seulement suite à la deu»ème immlDlÎSation, suite au second pré1èvement, et le titre a alors 

été évah.té à 32 000. Ce titre a atteint une valarr maximale de 128 000, et cette valarr est 

demarrée constante même après trois semaines suivant le dernier pré1èvement (Figue 17B). 

Tout comrœ lors de la première série de test, aucun titre significatif en Ac n'a pu être détecté 

pour le groupe de souris #1 immlDlÎsé avec le PBS(Figue 17B). 
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Figure 17: Évaluation du titre des anticorps, détectés dans le sérum de souris Balb/c 
immunisées avec quatre groupes d'échantillon, à l'aide d'un test ÉLISA indirect. 

Le test ÉLISA indirect a été effectué selon la technique décrite à la section 10.0 de 
l'approche expérimentale. La première série de test a été effectuée avec un volume de 50 J..Ll, 
contenant 10 J..Lg/ml de la souche virale SwQc91 (Figure 17A), qui a été déposé dans les 
puits d'un plateau de 96 puits qui a par la suite été incubé pendant 18 heures à la température 
de la pièce. Après avoir bloqué les sites libres, tm. volume de 50 J..Ll de chaque sérum, dilué 1 
: 500, représentant les différents groupes a été ajouté et dilué en série logarithmique de base 
2 à partir de 1 : 500 à 1 : 1 024 000. Un Ac secondaire de souris anti-IgG de chèvre (High + 
Low chain) conjugué à la peroxydase a été dilué 1 : 4 000 et ajouté suite aux lavages. Une 
solution de révélation composée de 0,4% (p/v) d'OPD a été ajoutée et la plaque a été incubée 
à la noirceur afin de pennettre la formation du chromagène soluble. La réaction a été stoppée 
avec du HCl IN. Un sérum pré-immun, prélevé pour chaque souris avant les immunisations 
et dilué 1 : 500, a été utilisé comme témoin négatif. Les souris ont été immunisées de façon 
intra-péritonéale à 14 jours d'intervalle. Les sérums ont été recueillis 12 jours après chaque 
immunisation. En ce qui concerne la deuxième série de test, les étapes décrites 
précédemment ont été répétées mais en adsorbant tm. volume de 50 J..Ll, contenant 1 J..Lg/ml de 
la P'MR, dans le fond des puits pendant 18 heures à la température de la pièce (Figure 17B). 
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Cette étude portait sur le séquençage du gène de la protéine M amSI que sur 

l'expression de la protéine M 1 dans un vecteur d'expression procaryotique. La réalisation de 

cette étude reposait en grande partie sur l'atteinte des trois objectifs suivants: 1) Comparer 

les séquences génomiques des protéines M 1 et M2 pour les souches SwQc81 et SwQ<91; 2) 

Produire la PMR dans un vecteur d'expression procaryote et ensuite la purifier; 3) Évah.Ier 

l'antigénicité et l'innnunogénicité de la PM R. 

Au préalable, l'analyse de la pureté des protéines virales ainsi que l'analyse 

génomique de l'ADN c de la protéine M de chaque souche a été effectuée. Ces prémisses se 

sont avérees essentielles puisque les propriétés biologiques des souches virales étudiées 

auraient pu être altérées, car elles sont cultivées dans des oeu:IS embry onnés. Ces dernières 

auraient également pu être altérées à cause des mutations engendrées au coUIS de la synthèse 

du brin d'ADNe lors du RT -PCR. Ces mutations lorsqu'elles sont amplifiées sur 35 cycles 

peuvent entraîner plusieurs changements au niveau du génome. Suite à la purification des 

souches virales conœntrées SwQc81 et SwQ<91 cultivées dans des oeufS embry onnés de 11 

joUIS, selon la méthode d'Arora et al. (1973 et 1985), une électrophorèse sur un gel de 

polyacrylamide en présence de SDS a permis de vérifier la pureté des protéines virales 

présentes dans les suspensions virales. Cette technique a non seulement permis de constater 

que le profil polypeptidiJ.ue des deux souches est similaire, mais elle a également permis 

l'évaluation de la Mr de la protéine M 1 à environ 28 kDa, et ce pour les deux souches virales 

(Fig.rre 3). 

L'analyse comparative de la séquence de la souche FLAMSI88 avec les séquences 

nucléotidiques des cloœs, obtenus suite au clonage dans le vecteur plasmidique pCR2.1, a 

permis de constater que le gène de la protéine M pour les souches SwQc81 et SwQ<91 

demeure int~t. En effet, tous les cloœs possèdent 1027 nucléotides, il n'y a donc auctn1e 

délétion d'observée (Fig.rre 6). Bien que la colonie C47 de la souche SwQc81 possède un 

nucléotide diffèrent à la position #649 de la séquence nucléotidique (Fig.rre 6), cette mutation 

est silencieuse puisque l'aacorrespondant, situé à la position #208 de la séquence en aa de la 

protéine M 1 (Fig.rre 7), n'est pas muté suite à la traduction. Les séquences en aa de chacun 

des cloœs de la souche SwQ<91 ont également été comparées avec les séquences en aa des 
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cloœs de la soudte SwQc81, et ce pour les protéines M 1 et M2. À cause du taux de 

mutation engendré par la réaction de tramcrip tion inverse, impliquant la synthèse de l'ADN c 

à partir de l'ARN, trois cloœs provenant de trois réactions de transcription inverse 

di:ffërentes ont été séquencés pour chaque soudte afm de s'assurer que les changements 

n'étaient pas simplement dus à une erreur attribuable à l'enzyme transcriptase inverse. 

L'analyse comparative des séquences en aa a permis d'observer 2 changements en aa 

pour la protéine M 1 de la soudte SwQ<91, démontrant ainsi une homologie de 99,8% entre 

les deux soudtes. Les changements ont été observés aux positions #4 (P est devenu L) et 

#205 (V est devenu 1) (Figrre 7, Tab1eau 1). Puisque les aa impliqués dans les changements 

sont de même polarité que ceux de la soudte SwQc81, parce que les chaînes lat&ales des aa 

demeurent hydrophobes (Rawn, 1990), les substitutions sont considérées COIIllœ 

silencieuses car elles ne risquent pas de changer l'hydrophobicité de la protéine M 1 (Ito et 

al., 1991). En ce qui concerne la protéine M2, il a été possible d'observer 5 changements en 

aa pour la soudte SwQ<91, pour une homologie de 94,SO/o entre les deux soudtes. Les 

changements ont été observés aux positions #4 (P est devenu L), #16 (G est devenuE), #21 

(D est devenu G), #54 (Rest devenu C) et #95 (E est devenu G) (Figme 8, Tab1eau 1). Il est 

bien connu que les propriétés des chaînes lata-ales des aa déterminent la confOrmation et la 

fonction des protéines (Rawn, 1990). Contrairement à la protéine M 1, il est possible 

d'observer un changement de polarité pour4 des 5 changements en aa notés pour la protéine 

M2 de la soudte SwQ<91. En effet, à la position #16 il est possible de noter que l'aa G, qui 

possède une chaîne lata-ale hydrophobe, est remplacé par un aa (E) possédant une chaîne 

lat&ale acide et hydrophile, alors qu'aux positions #21, #54 et #95 il est possible de 

constater que les aa de la soudte SwQc81 possèdent tous des chaînes lat&ales hydrophiles. 

Ces dernières sont acides dans le cas des aa D et E alors qu'elle est basi:J.ue dans le cas de l'aa 

R. Il est égaletrent possible de noter que les aa de la soudte SwQc81 sont tous remplacés par 

des aa possédant une chaîne lat&ale hydrophobe dans le cas de la soudte SwQ<91 (Figrre 8, 

Tab1eau 1), sauf dans le cas de l'aasitué à la position #16. Cependant, les études réalisées au 

cours de cette exp&iencene perrœttent pas de savoir si ces changements ont un effet sur la 

confOrmation des épitopes ou sur les differentes fonctions de la protéine M2 pour la soudte 

SwQ<91. 
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À partir des changements observés, le taux de mutation (nomlxe de changements en 

aa par résidu par année) a été calculé pour chaque protéine de la souche SwQc91. Puisque les 

protéines ne possèdent pas le même nombre d'aa, le taux a été calculé co~ si chaque 

protéine était composée de 100 aa (Anneœ 2) (lto et al., 1991). Le taux de mutation a été 

éva.hlé à 0,8X1 o-3 ce qui représente un pourcentage de variation de O,OSO/o pour la protéine 

M 1 et à 5,15X 10-3 (pour un pourcentage de variation de 0,51%) pour la protéine M2 

(Tableau 1). Les tauxobtm.us pour la souche SwQc91 ont été comparés avec ceux retrouvés 

dans la littérature pour les souches d'influenza porcin, iso.lées entre 1930 et 1990. Ainsi, tel 

que rapporté par lto et al. (1991), le taux de mutation pour la protéine M 1 a été éva.hlé à 

0,16 X 10-3 (0,016% de variation) changements en aa par rési:lu par année, alors que dans le 

cas de la protéine M2 ce dernier a été éva.hlé à 1,43 X 10-3 (0,14% de variation). Compte 

tenu de l'écart observé entre les tauxobtm.us pour les protéines de la souche SwQc91 et ceux 

rapportés dans la littérature, les taux de mutation de chaque protéine de la souche SwQc91 

ont été calrulés une seconde fois mais cette fois-ci en les comparant avec les séquences en aa 

des souches d'influenza (H1N1) porcin utilisées par lto et al. (1991) et iso.lées durant la 

même période. Il a été possible de noter 2 changements en aa pour la protéine M 1 alors que 

6 changements en aa ont pu être observés pour la protéine M2, pour un taux de mutation 

éva.hlé à 0,1X10-3 (0,01% de variation) et 1X10-3 (0,1% de variation) respectiverrent 

(Talieau Il). La même comparaison a été effectuée avec SwQc81 et il a été possible de noter 

2 et 3 changements en aa, pour un tauxde mutation éva.hlé à 0,1X10-3 (0,01% de variation) et 

à 0,5X1 o-3 (0,05% de variation) pour les protéines M 1 et M 2 respectiverrent (Tableau II). 

Malgé qu'aucune conclusion ne puisse être tirée en se basant se~ment sur les taux de 

mutation calculés pour les souches SwQc81 et SwQc91 puisqu'ils sont similaires à ceux 

rapportés dans la littérature (lto et al., 1991 ), il est possible de constater un plus grarrl 

nombre de changements en aapourla protéine M2 de SwQc91 comparativement à SwQc81, 

lorsque ces dernières sont comparées avec les souches d'influenza porcin (Tableau II). Ceci 

semble SUFer que SwQc91 diffère non seu1ement de SwQc81 mais également des autres 

souches d'influenza porcin retrouvées en Amérique du Nord De plus, les taux de mutation 

calculés pour SwQc81 et SwQc91, en accord avec la littérature, indiquent que la protéine M2 

évohle plus rapidement que la protéine M 1. Ceci peut s'e}(}Jliquer par la localisation de la 

protéine M2. En effet, puisqu'elle possède une partie externe, cette protéine est plus sensible 
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aux changements du ~u. elle subit donc une pression immunitaire plus élevée que la 

protéine M 1, qui elle est située à l'intérieur de la membrane virale (Gotch et al., 1987; Ito et 

al., 1991). 

Si l'on se réîere à nouveau au pourcentagede variation obtenu pour la protéine M2 de 

SwQ<.91 (0,51 %) (Tableau 1), suite à la comparaison avec la séquence en aa de la souche 

SwQc81, il est possible de constater qu'il est similaire à celui de la protéine la plus variable 

du virus; la protéine HA (0,4-0,48%) (Luoh et al., 1992). Ceci est étamant car bien que la 

protéine M2 possède un domaine externe elle est quarrl même considérée comme une 

protéine relativement stable comparativement aux autres glyooprotéines de surfuce, HA et 

NA, du virus in:fluenza(ltoetal., 1991; Slepushkinetal., 1995). Letauxdemutation obtenu 

pour la protéine M2 de la souche SwQ<.91 ne semble pas re:fëter la tendance observée 

depuis 1965. En effet, depuis 1965 les souches d'influenza porcin de sous-type H1N1 sont 

car~térisées par une grarrle stabilité antigénique (Sheerar et al., 1989; N ob.le et al., 1993) et 

génétique (Luohet al., 1992; Noble et al., 1993). De plus, les difrerentes souches d'influenza 

porcin n'ont pas subi ou ont peu subi de pression immunitaire(Sheerar et al., 1989; Noble et 

al., 1993; Bikour et al., 1995). L'hypothèse émise par Olsen et al. (1993) suggérant qu'une 

souche virale peut être présente pendant un an dans un endroit géogaphique restreint (une 

seule fenre ou une partie de continent) ainsi que la démonstration faite par Bikour et al. 

(1995) de l'existence de plusieurs de ces souches virales au Québec, toutes difrerentes et 

circulant durant la même période, pourraient expliquer les di.:f:ferences génomiques observées 

entre les souches SwQc81 et SwQ<.91. 

On pourrait é~ment tenter d'e}(}Jliquer les difrerences génomiques entre les deux 

souches par l'action de la polymérasevirale. Il est biencomru que la polymérase à ARN, qui 

est impliquée dans la réplication virale, est incapable de corriger ses errwrs de lecture, donc 

elle pourrait contribuer à l'apparition de nouveaux mutants génomiquement stables (Rocha et 

al., 1991; Domingo et al., 1993). Cependant, puisque les mutations répertoriées, à la fois 

pour la protéine M 1 et la protéine M2, ne sont pas aléatoires car toutes les séquences 

obtenues pour les di.:f:ferents clones de la souche SwQc81 montrent les mêmes mutations aux 

mêmes positions, la mêmeobservations'appliquepourla souche SwQ<.91 (Fig.rres #7 et #8). 
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Les erreurs possibles commises par la polymérase ne semblent donc pas expliquer les 

dif:terences génomiques obsavées entre les deux somhes. Des études réalisées sur la fidélité 

de cette enzyme in vitro ont démontré que le tauxd'erreurs est estimé entre 1 erreur par 300 

nucléotides incorporés et 1 erreur par environ 30 000 nucléotides incorporés (Roberts et al., 

1989). L'introduction de ces mutations par l'errzyme transcriptœe inverse, lors de l'étape de 

synthèse de l'ADNe de la protéine M, ne semble pas non plus expliquer les résultats 

obtenus, puisque les manipulations ont été effectuées à trois reprises et que les résultats ont 

été reproductibles pour les trois réactions de tramcriptim inverse, les mêmes mutations 

ayant été répertoriées pour les trois clones des deuxsomhes virales. 

Les mutations auraient pu éga}ement se produire lors de l'étape d'amplification de 

l'ADNe. En effet, les paramètres exp&imentaux co~ le nombre de cycles utilisés, les 

températures d'hybridatim et d'é1ongation ainsi que le mifuu réactionnel auraient pu affecter 

la transcription de l'ADNe au cours de l'amplification. De plus, l'utilisation d'une ADN 

polymérase au cours de la réaction aurait pu être responsable des mutations observées, 

puisque tout co~ la tramcriptœe inverse cette enzyme peut engendrer un taux d'erreurs 

estimé à plus d'une erreur par 5000 nucléotides (Kunkel, 1985), tout co~ l'errzyme Taq 

polymérasedont le taux d'erreurs par cycle de PCR est estimé à 115000 (Saiki et al., 1988). 

Cependant, ceci ne semble pas être le cas dans cette expmence. Les modifications des 

séquences génomiques du gène de la protéine M ainsi que l'altération des carcctéristiques 

biodùmiques des aa qui ont été obsavées pourraient être attribuables à la pression exercée 

par la celh.de hôte lors des passages du virus dans les oeuffi embzyonnés, ce qui aurait pour 

effet de favoriser l'apparition de variants antigéniques (Roberston et al., 1987; Wood et al., 

1989). Cependant, des études génomiques réalisées pour les souches IAF-Klop et SwQc91, 

dans le laboratoire du docteur Arora, avec la protéine NA provenant des virus inoa.dés dans 

des oeufS embzy onnés ainsi que sur un feuillet confluent de celliles M DCK, ont démontré 

que les mutations obtenues pour chaque souche étaient les mêmes. 

Les études réalisées sur la protéine HA (Rekik et al., 1994; Arma et al., 1997a) et sur 

la protéine NA (Arora et al., 1997b) jumelées aux résultats obtenus dans la présente étude, 

concernant la protéine M2 démontrent que les gènes de ces trois protéines, provenant de la 
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soU<:he SwQc91 assœiée à une nouvelle pathologie (Dea et al., 1992b), ont tous subi des 

changements génomiques considérables, lorsque comparés avec les gènes des souches 

classiques d'influenza porcin. Ces observations sont en accord avec une étude réalisée par 

Rekik et al. (1994) sur l'empreinte de l'ARN génomique. Il a démontré qu'ù existait des 

divergences génomiques considérables entre SwQc91 et d'autres souches classiques 

d'influenza porcin, incluant SwQc81, pouvant impliquer plus d'un gène. 

Le rôle essentiel de la protéine HA dans le contrôle de la virulence ainsi que dans la 

pathogénicité (Shaw et al., 1992) a bien été démontré tout collUlle le fait que la virulence est 

déterminée par plus d'un gène. En fait, la virulence dépend d'une constellation de gènes 

(Sweet et Smith, 1980). Il est intéressant de constater que la protéine M2, qui est 

responsable de la maturation de la protéine HA (Sugue et al., 1990), a non seulement subi 

des changements génomiques considérab~ mais qu'elle a un taux de mutation comparable à 

celui observé pour la protéine HA, lorsque comparée avec SwQc81. Il se pourrait que la 

protéine M2 soit impliquée dans la pathogénicité assœiée au variant SwQc91. Cependant, 

ceci n'est qu'tme hypothèse qu'ù faudrait démontrer. 

Le second objectif visait à produire la PMR de la souche SwQc91 dans un vecteur 

d'e:xpression procaryotique. Les résultats ont démontré que l'e:xpression de la PMR 

dépendait de la température à laquelle s'effectuait les manipulations, puisqu'elle n'a pu être 

détectée qu'à partir de 33oC et de 37oC (Fi81fe 12A). De plus, même si la PMR a pu être 

produite avec une quantité de 0,5 mM d'IPfG il a été possible de noter que la production 

optimale de PMRpouvait être obtenue en utilisant 1 mM d'IPfG, ce qui semble démontrer 

que l'e:xpression de la protéine recombinante est également dépendante de la quantité d'IPfG 

utilisée (Fi81fe 12B). L'e:xpression n'a pas été induite avec une quantité plus élevée d'IPfG 

car dans le guide fourni par le manufactur~r il était recommandé d'utiliser une quantité 

maximale de 1 mM, puisque ce produit dev~nt toxiJ.ue pour la cellule lorsqu'il est utilisé en 

trop grande quantité (Novagen, 1992). L'e:xpression de la PMR dépend également du temps 

d'i.Ixluction Cette production peut être détectée après 30 min d'i.Ixluction et il a été possible 

de noter que la protéine dev~nt une composante majwre de la suspension bactérienne après 

4 heures d'i.Ixluction et cette production semble atteindre un plateau après 12 heures 
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d'iniuction (Fig.rres 13A et 13B). 

Suite à l'iniuction, il a été possible d'orserver que la PMR était, en partie, enfermée 

dans les corps d'inclusion de la bactérie (Fig.rre 1 0), tout COllllre c'était le cas dans les 

expmences réalisées par Watanabe et al. (1996) qui ont utilisé le même vecteur parental et 

les mêmes celhùes compétentes. Afin de tenter de récupérer une plus grande quantité de 

PM R des corps d'inclusion de la bactérie, certains traitements impliquant l'urée, le 

thiocyanatede guanidine et le SDS ont été appliqués, suite à la sonication de la suspension 

bactérienne. En ce qui concerne l'étude effectuée par Watanabe et al. (1996), l'utilisatbn de 

l'urée a permis la solubilisation des corps d'inclusion de la bactérie et la récupération 

d'environ la moitié de la quantité de protéine produite. Dans la présente étude, le seul résultat 

qui soit présenté est relié à l'utilisatbn du SDStel que su~ré parCardamone et al. (1995) et 

Rudolph et Lille (1996), puisqu'il il est le seul quise soit avére en partie effiCace, car environ 

30% de la PMR a pu être libérée des corps d'inclusion (Fig.rre 11). En comparant le 

rendement obtenu suite à la sonication (Fig.rre 1 0) à celui obtenu avec le SDS, précédé d'une 

sonication (Fig.rre 11), il semble que la conœntratbn de SDS utilisée n'ait pas permis de 

récupérer une plus grande quantité de PMR. Bien que le traitement impliquant le SDS 

devrait être amélioré, il semble que celui-ci ne dénature pas la protéine car suite à la 

solubilisation et à la purification il est possible de noter la présence d'une bande ayant une 

Mr estimée à 28 kDa, à l'aide d'un gel de polyacrylamide de 12% en présence de SDS 

(Fig.rres 11 et 14). De plus, l'électroéhltion suivie d'une conœntratbn a permis d'obtenir une 

quantité appreciable de PMR de 2,5 mg/ml par 200 ml de suspension bactérienne. Lors de 

cette étude, il a été possible d'obtenir une conœntratbn de 9,6 mg/ml de protéines virales 

purifiées et concentrées par 2,5litres de liquide allantoïque infecté avec le virus influenza et 

recœilli à partir de 300 oeufS embzyonnés. Au total, si l'on considère que la protéine M 1 

represente entre 30 et 46% du contenu en protéines virales, Schulze (1973) tel que rapporté 

par Bucher et al. (1987), cela represente entre 2,88 et 4,4 mg/ml de protéine M 1 purifiée. Il 

est donc possible de recœillir une quantité de PMR similaire, suite à l'électroéhltion, en ne 

récupérant que 30% de la production. Ceci pel'Iœt de constater l'efficacité de l'électroéhltion, 

démontrée dans d'autres expériences notamment celle impliquant la protéine M 1 du virus 

influenza réalisée par Donofrio et al. (1996). L'électroéhltion devient une teclmique 
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avantageuse compte tenu des coûts peu élevés qui lui sont associés comparativement à une 

production de virus dans des oeufS embzyonnés. 

Le troisième objectif visait tout d'abord à vérifier l'antigénici.té amSI que 

l'innnunogénicité de la PMR. Un immunobuvanlage à l'aide d'un sénnn polyclonal anti

SwQdJ1 a été effectué. Les résultats obtenus ont permis de noter la présence d'une bande 

ayant une Mr de 28 kDa dans les puits correspondants à la PMR libérée des corps 

d'iœlusionainsi que dans celui contenant la PMRélectroéluée (Figrre 15). Il ne semble pas y 

avoir de protéine bactérienne de Mr identique à laPMRpuisqu'aucune bande à 28 kDan'est 

apparue dans le puit contenant la suspension bactérienne induite à l'IPTG (Figrre 15). Ces 

résultats semblent démontrer que bien que la PMR ait été traitée avec du SDS, considéré 

COllllre un puissant détergent, et soumise à des températures élevées lors de la solubilisation 

des corps d'iœlusion, elle a conservé son antigénicité. Ceci vient corroborer les résultats 

obtenus par le groupe de Bucher et al. (1987) qui démontraient la grande stabilité de la 

protéine M 1, même lorsqu'elle était soumise à des températures élevées Gusqu'à 1 OOoC) 

pendant 2 heures ou qu'elle était traitée avec des détergents colll.Ire le SDS. Il est possible de 

constater que l'e}(}Jérienœ a été réalisée en utilisant le plasmide recombinant pET lM induit 

pendant 2, 4 et 8 heures (Figrre 15)et non celui induit pendant 12 heures, correspondant aux 

conditions optimales évahlées précédemment. Le plasmide pET/M contenu dans la 

suspension bactérienne induite 12 heures, a été conservé pour les expériences reliées à 

l'innnunisation des souris et le test ÉLISA indirect et ce afm d'utiliser la même production de 

PMR. 

Les expériences réalisées jusqu'à maintenant ne pei"Irettent pas de tirer de 

conclusions quant à l'intégrité des épitopes de la PMR. Afm d'y parvenir un 

immunobuvanlage, réalisé à l'aide de 5 AcMo utilisés au préalable par Ye et al. (1987 et 

1989) afm de car~tériser les 4 épitopes de la protéines M 1 de la souche d'influenza 

WSN/.33, a été effectué. Les figures 16A à 16E représentent les différents résultats obtenus 

pour chaque épitope. L'étude de ces résultats a permis de constater dans tous les cas 

l'apparition d'une bande de 28 kDa dans les puits contenant respectiverœnt la PMR 

solubilisé~ la PMN électroéluée et la PMR électroéluée. Dans les puits contenant la 
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suspension bactérienne exprimée à l'aide d'IPTG, et contenant ou non le vecteur parental 

p ET21 (a), aucune bande de 28 kDa n'a pu être révélée suite à la réaction avec chaa.m des 5 

AcM o (Figrres 16A à 16E), ce qui semble démontrer que la bande de 28 kDa représente bien 

la protéine M 1. Puisque les 5 A cM o ont réag à la fois avec la PMN et avec la PM R et que 

la migration sur le gel de polyacry lamide est similaire pour les deux protéines (Figrres 16A à 

16E), il est possible de supposer que les quatre épitopes sont demeurés intègres, même 

après les diffërents traitements auquels a été soumise la PMR. Tout coll1Iœ 

l'innnunobuvardage réalisé avec le sénm polyclonal et pour les mêmes raisons, le plasmide 

recombinant pET lM utilisé n'est pas celui ayant été induit pendant 12 heures. 

Certaines fonctions sont associées à certains épitopes de la protéine M 1. Les 

résultats obtenus au cours de l'étude réalisée à l'aide des 5 AcMo perrœttent de supposer 

que dans le cas de la PMR ces fonctions ne sont pas affectées. Ce qui implique que, tout 

coll1Iœ pour la PMN, l'épitope #1 de la PMR serait associé avec un site responsable de la 

li~on de la protéine avec la membrane lipidique, alors que l'épitope #2 serait impliqué dans 

l'activité d'inhibition de la transcription du complexe de la RNP lors de la li~on de la 

protéine M 1 à ce dernier. Il se pourrait également qu'une région correspondant à une partie 

de l'épitope #4 (aa 80-109) soit également impliquée dans l'activité d'inhibition de la 

transcription (Ye et al., 1989). Deplus, le fait que les résultats obtenus pour la séquence en 

aa de la protéine M 1 de la souche SwQc91 ne démontrent aucun changement dans les régions 

représentant les differents épitopes (épitope #1: aa 46-89; épitope #2: aa 129-164; épitopes 

#3 et #4: aa 45-119), (Figrre 7) constitue une preuve supplémentaire qui tend à démontrer 

l'intégrité des épitopes de la protéine M 1 et le maintien proooble de leurs fonctions. 

Le troisième objectif de cette étude visait également à vérifier l'innnunogénicité de la 

PMR en évaluant la réponse humorale engendrée par celle-ci. Pour ce faire, le titre en Ac 

obtenu pour chaque groupe de souris, immunisées respectiverœnt avec du PBS, la PMN, la 

PM Ret le virus complet SwQc91, a étéévahlé à l'aide du test ÉLISA indirect et ce 12 jours 

après chaque immunisation. Les résultats obtenus ont permis de noter des diffërences entre 

les titres en Ac obtenus pour chaque groupe selon que l'Ag adsorbé ait été le virus complet 

SwQc91 purifié ou la PMRélectroéluée (Figrres 17Aet 17B). En effet, ce n'est que suite au 
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troisième prélèvement que des titres en Ac anti-PMN (128 000) et anti-PMR (64 000) 

relativement élevés ont pu être détœtés, alms que pour les Ac anti-SwQc91 un titre de 32 

000 a pu être détœté dès le premier prélèvement lorsque l'Ag utilisé était le virus complet 

(Figrre 17A). En ce qui concerne les résultats obtenus lorsque l'Ag utilisé était la PMR, des 

titres élevés en Ac anti-PMR (128 000) et anti-PMN (256 000) ont pu être détœtés dès le 

second et le troisième préJèvement (Figrre 17B). 

Ces diftèrences peuvent s'expliquer par le fait que la protéine M 1 est sittée à 

l'intérieur de la membrane bilipidique (Lamb et Choppin, 1983) et que cette membrane doit 

être traitée avec des détergents afm d'exposer les sites antigéniques de la protéine pouvant 

réagr avec les Ac présents dans le sérum; contrairement à la PMR purifiée qui est 

susceptible d'exposer plus facilement ses sites antigéniques, en autant que sa production 

dans le système procaryote ainsi que les diffèrents traitements auxquels elle a été soumise 

n'aient pas trop changé la conformatioo des épitopes (Ausebel et al, 1995). En effet, il est 

possible de constater que les Ac, pour les groupes de souris immtmisées avec la PMR 

purifiée et la PMN purifiée, en plus d'être détœtés plus rapidement dans le sénnn avaient 

des titres plus élevés lorsque la PMR était utilisée co1.lllœ Ag (Figrre 17B). Cependant, le 

contraire a pu être observé lorsque c'était le virus qui était l'Agutilisé. Le fait que les titres en 

Ac du groupe immtmisé avec le virus SwQc91 soient plus élevés lorsque le virus est adsorbé 

peut s'expliquer par la présence de la majorité des protéines virales lors de l'inmunisation et 

ce contrairement aux autres groupes (Figrre 17 A). Ceci peut égfllement expliquer que les 

titres en Ac soient plus faibles pour le groupe immtmisé avec le virus lorsque c'est la PMR 

qui est adsorbée dans le fond des puits (Figu-e 16B), parce que cette dernière ne pourra 

détœter que la présence de la protéine M 1 dans le sénnn. Le fait que le titre obtenu pour le 

groupe immtmisé avec le PBS soit presque nul après chaque immtmisation, que ce soit le 

virus ou la PM R qui soit adsorbé dans le fond des puits (F igrres 17 A et 1 7B ), confirme que 

les Ac détœtés dans le sénnn des groupes de souris immtmisées sont spécifiques à l'Ag 

utilisé lors de l'inmunisation. 

En plus de démontrer que la PMR est un bon immunogène, ces expériences 

démontrent égfllement la grande sensibilité de la PMR co1.lllœ Ag puisqu'en utilisant une 
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concentration de 1 J.lg/ml, il a été possible de détocter rapidement des titres élevés en Ac. 

Ceci vient corroborer les résultats obtenus par Bucœr et al. (1987), qui en utilisant 

diftërentes concentrations de protéine M 1 inchlant 1 J.lg/ml, a été en mesure de détocter des 

titres en Ac anti-M 1 et anti-virus s'élevant jusqu'à 40 000. Sa stabilité et sa sensibilité 

feraient de la PMR un outil int&essant à utiliser dans les tests de détoction du virus 

influenza, d'autant plus que les propriétés hydrophobiques de la protéine M 1 facilitent son 

adsorption aux plaques de polystyrène et ce même en présence de d'autres protéines (Bucher 

et al, 1987). 



6. CONCLUSION 
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L'apparition de malooies respiratoires chroniques chez les porcs a mené à 

l'identification d'uœ nouvelle souche d'influenza porcin (HlNl) au Québec, noiillllée 

A/Sw/Québed5393J91 (SwQc91). Les études réalisées, dans le laboratoire du docteur Arora, 

sur les protéines externes HA et NA ont démontré que ces dernières subissent plusieurs 

changements au niveau génomique. Il existe une troËième protéine transmembranaire, la 

protéine M2 codée par le gène de la protéine M, qui possède une partie extm1e. De plus, 

une seconde protéine, la protéine M 1 située à l'intérieur du virion est é~ment codée par le 

gène de la protéine M. L'étude de la protéine M pel'll:ettait donc de comparer à la fois les 

changements génomiques internes et externes associés à la nouvelle souche SwQdJl. De 

plus, une revue de la littérature sur la production des protéines dans des systèmes 

d'expression procaryotiques et eucaryotiques pel'll:ettait d'envisager l'utilisation de la PMR 

dans le but d'induire une immmùté chez l'hôte. 

Cette étude visait l'atteinte des objectifs suivants: 1) Comparer les séquences 

génomiques des protéines Ml et M2 pour les souches SwQc81 et SwQdJ1; 2) Produire la 

PMR dans un vecteur d'expression procaryote; 3) Évahler l'ant:igénici.té et l'inmunogénicité 

de laPMR. 

Suite à l'étude des séquences en aa, il a été possible de conclure que la protéine M2 de 

la souche SwQdJ 1 est celli qui a subi les changements génomiques les plus considérab1es, 

comparativement à la protéine M 1 qui a subi elle peu de changements. Lorsque comparée 

avec la protéine M2 de la souche SwQc81, il a été possible d'oooerver que le taux de 

mutation de la protéine M2 de la souche SwQdJl était comparable à celui de la protéine la 

plus variable du virus influenza; la protéine HA. 

En ce qui concerne l'expression de la protéine M 1 dans un vecteur procaryote, les 

réstùtats ont démontré qu'il était possible d'exprimer la protéine et que l'expression de cette 

dernière semblait dépendante de la températur~ de la quantité d'IPTG utilisée ainsi que du 

temps. Il a é~ment été possible d'ob;erver que la PMR était présente en majarre partie 

dans les corps d'inclusion de la bactérie. Bien que les corps d'inclusion aient été traités avec 

du SDS, il n'a pas été possible de libérer une plus grande quant:ié de PMR sous fol'll:e 
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soluble, ce qui su~re que ce traitement doit être amélioré. 

Les résultats obtenus suite à l'étude sur l'antigénici.té de la PM R ont démontré que les 

differents traitements impœés à la PMR ne semblent pas avoir affœté l'intégrité de ses 

quatre épitopes. Ce qui semble démontrer que la PMR demarre stable même après 

traitement avec le SDS. 

Les résultats obtenus suite à l'ÉliSA indirect penœttent de conclure que la PMR est 

un bon immtm.ogène puisqu'elle semble engendrer chez la souris une réponse immtm.itaire 

humorale qui est similaire à celle engendrée par la protéine M native. Ces expériences 

démontrent également la grande spécificité de la PMR cornrœ Ag puisqu'en utilisant une 

concentration de 1 J.lglm1, il a été possible de détœter rapidement des titres élevés en Ac. 

Les differents résultats obtenus suite à cette étude semblent indituer que la PMR 

produite est similaire à la protéine M native. Puisqu'il a été démontré que la PMR engendre 

une réponse humorale, il serait également intéressant de vérifier si elle peut engendrer une 

réponse immtm.itaire celh.daire comparable à celJe engendrée par la protéine M native. Il serait 

aussi intéressant de comparer la protection fournie par chacune des protéines suite à 

l'imnunisation. La PMRpurifiée pourrait également servir au développement d'une trousse 

diagtostique penœttant de détœter la présence du virus influenza de type A chez les 

populations porcines. 

La grande variation génomique observée pour la protéine M2 de la souche SwQdJ1 

ne peut être banalisée. En effet, puisque cette protéine est responsable de la maturation de la 

protéine HA, ell~même liée à la pathogénicité ainsi qu'à la virulence, et puisque que le taux 

de mutation obtenu pour la protéine M 2 de la souche SwQdJ 1 est comparable à celui de la 

protéine HA, il serait intéressant d'entreprendre des études qui penœttraient de vérifier si la 

protéine M2 a un rôle à jouer dans la nouvelle pathologie associée au variant SwQdJI. 

Finalement, il serait intéressant de chercher à élargir davantage les connaissances, qui sont à 

l'heure actuelle bien minces, sur les differents épitopes identifiés pour la protéine M2. 
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ANNEXES 



Annexe 1 

Prépuation des tampons et des solutions 

1.0 Tampm physiologi(fle stérile, 10 mM PBS, pH 7,2-7,4 

Le tampon 0,01 M PBS pH7,2-7,4 est préparé en dissolvant 8 g de NaCl (Baker 
Chemical Company); 0,2 gde KO(Fisher); 1,15 gde Na2Hpo4(Baker) et 0,21 gde KH2P04 
(Fisher), dans 800 ml d'eau distillée (H20). Le pH est ensuite ajusté à 7,2-7,4 avec une 
solution dibasique 0,1 M de Na2HP04 ou avec une solution monobasique 0,1 M de 
KH2PÜ4. Le volume est complété à 1 litre avec de l'H20 distillée. 

2.0 Solutions pour la purification des soudles virales 

A) NaN3 10% (p/v) 

Dissoudre 10 g deN aN 3 dans 100 ml d'H20 distillée, filtrer sur memlrane M illex G V 
de 0,22 J.lg. 

B) Solution de saccharose50%(p/p) dans 10 mM de PBSpH7,2-7,4 

Dissoudre 50 g de saccharose ultmpure (Canadian Scientillc Products) dans 50 g de 
10 mM PBSpH7,2-7,4, et ajouter 0,02"/o (v/v) de concentration finale de NaNJ. Le principe 
est le même pour les solutions de 26% et de 22%. 

3.0 Solutions pourle dosage protéique (DCA) 

A) Réactif A 

Ajouter 10 g d'acide bicinchoninique (BCA; Pierce), 20 g de carl:xmate de sodium 
hydmté (Na2C03. H20; Baker), 1,84 g de tartrate de sodium (Fisher), 4 g d'hydroxyde de 
sodium (NaOH; Fisher) et 9,5 g de bicarbonate de sodium anhydre (NaHC03; Fisher) dans 
900 ml d'H20 distillée. Le pH est ajusté à 11,25 avec 5 M de NaOH et le volume est 
complété à 1 litre avec de l'H20 distillée. 

B) Solution de 4% (plv) CuS04 . 5H20 

Dissoudre 1 g de sulfàte de cuivre (BDH) dans 25 ml d'H20 distillée et fùtrer sur 
memlrane Millex GV 0,22 J.lm 



C) Solution-stock BSA à 1 mg'ml 

Dissoudre 1 0 mg d'albumine sérique bovine (BSA; RIA Grade, Sigtm.) dans 10 ml 
d'H20 distillée et filtrer sur membrane Millex GV 0,22 Jlm. Déterminer la concentration de la 
solution par absorbance à 280 nm en utilisant le coefficient d'extinction molaire du BSA pour 
une solution de 1% = 6,6667. 

4.0 Solutions pourSDS-PAGE 

A) Solution-stock de polyacrylamide 30% T, 2,61'/o C 

Dissoudre 29,2 g d'acrylamide ultm-pure (Bio-Rad) et 0,8 g de N'N'-bis-methyleœ
acrylamide (bisa;ry lamide; Bio-Rad) dans 100 ml d'H20 distillée. Filtrer la solution et 
conserver à la noiiceur à 4oC. 

B) Solution-stock 10% (p/v) de SDS 

Dissoudre 10 g de sodium dodecyl sulfàte ultm-pure (SDS; Bio-Rad) dans 100 ml 
d'H20 distillée. Filtrer la solution sur membrane Millex HA 0,45 Jlm (Millipore, Bedford, 
USA). 

C) Tampon de séparation 1,5 M Tris-HCl pH8,8 

Dissoudre 18,15 g de Tris base (Bio-Rad) et 0,02 g de NaNJ dans 80 ml d'H20 
distillée, ajuster le pH à 8,8 avec du HClconœntré (Baker) et compléter le volume à 100 ml 
avec de l'H20 distillée. Filtrer la solution sur memlrane MilJex HA 0,45 Jlm (Millipore) et 
conserver à 4oC. 

D) Tampon de tassement 0,5 M Tris-HCl pH6,8 

Dissoudre 6,05 g de Tris base et 0,02 g deN aN 3 dans 80 ml d'H20 distillée, ajuster le 
pH à 6,8 avec du HCl concentré (Baker) et compléter le volume à 100 ml avec de l'H20 
distillée. Filtrer la solution sur membrane MillexHA 0,45 Jlm (Millipore) et conserver à 4oC. 

E) Solution persulfate d'ammonium 10% (p/v) 

Dissoudre 0,1 g de persulfate d'ammonium (Bio-Rad) dans 1 ml d'H20 distillée 
(préparer cette solution le jour même car elle est plus effJCace lorsqu'elle est frai::he ). 



F) Préparation des gels de polyacry larnide de séparation 12% et de tassement 4% 

4% 12% 

Solution-stock d'acylamide 30,0% (ml) 1,3 4 

Tampon 1,5 M Tris-HCl pH8,8 (ml) 2,5 

Tampon 0,5 M Tris-HCl pH6,8 (ml) 2,5 

Solution 10% SDS (ml) 0,1 0,1 

H20 distillée (ml) 5,99 3,29 

TEMED (Bio-Rad) (ml) 0,01 0,01 

Persulfate d'ammonium 10% (ml) 0,1 0,1 

Volume cummulatif (ml) 10 10 

G) Tampon dénaturant et réducteur 2X (Tampon échantillon) 

Ajouter 4 ml de 10% (p/v) SDS; 2 ml de glycérol (Fisher); 0,5 ml de ~

mercaptoéthanol (Bio-Rad); 0,2 ml de bleu de brom>phénol (Signa) et 2,5 ml de tampon 0,5 
M Tris-HCl pH6,8. Compléter le vohme à 10 ml avec de l'H20 distillée, fùtrer sur 
memlrane Millex 0,45 Jlm et conserver à la température de la pièce. Si on veut le tampon 
sans agent réducteur, le ~-mercaptoéthanol est remplacé par un voltnne équivalent d'H20 
distillée. 

H) Tampon d'é1ectrophorèse0,1% SDS;0,192 M glycine et 0,025 M Tris pH 8,3 

Dissoudre 3,03 gde Tris base, 14,41 gde glycine (Bio-Rad) et 1 g de SDS ultm-pure 
dans 1 litre d'H20 distillée. 

1) Solution 0,4% coornassie bleu brillant R250, 40% (v/v) méthanol et 10% (v/v) acide 
acétique glacial 

Dissoudre 2 g de bleu de coornassie R250 (Bio-Rad) dans 200 ml de méthanol. 
Compléter le voltnne avec 250 ml d'H20 distillée et 50 ml d'acide acétique glacial (BDH). 

5.0 Solutions pour le test d'ihibition de l'activité hémagglutinante (lliA). 

A) Solution d'Alsever pour la préparation des érythrocytes de coq 

Dans 900 ml d'H20 distillée, dissoudre 20,5 g de dextrose (BDH); 8,0 g de sodium 
citmte dihydraté (NaJC6Hs07 . 2H20; Fisher); 4,2 g NaCl (BDH); 0,55 g d'acide citrique 



(C6Hs07; Fisher). Ajuster le pH à 6,1 avec 1 N de NaOH ou 1 N de HCI. Compléter le 
volume à 11itre avec de l'H20 distillée. Consetver à 4oC. Pour préparer les globules rou~s de 
coq, centrifuger le tube contenant 10 ml de sang frais à 1000 r.pm. pendant 10 minutes à 
4oC. Remplacer le volume de sérum par un volume équivalent de solution d'Alsever froid et 
inverser délicatement le tube plusieurs fois pour resuspendre les globules rou~s. Centrifuger 
à 1000r.pm. pendant 10 minutes à4oC. Reprendre 2 fois le lavage, suite au troisième lavage 
décanter le surnageant et conserver le culot de globules rou~s à 4oC. 

B) Suspension des globules rou~s de coq à 0,5%dans du PBSpH7,2-7,4 

Suspendre 0,5 ml d'ézythrocytes de coq citmtés dans 99,5 ml de 10 mM de PBS 
pH7 ,2-7 ,4 froid. Conserver la suspension à 4oC jusqu'à utilisation 

6.0 Solutions pour l'extraction d'ARNv 

A) Préparation de l'H20 distillée traitée au DEPC 0,1% (v/v) 

Dans une hotte chimique, ajouter par litre d'H20 distillée 1 ml de 
diéthylpyrocarbonate (Signa). Incuber à 37oC pendant 2 heures ou 18 heures à la 
température de la pièce. Autoclaver 30 minutes à 15 lbs/po2 afm d'éliminer les traces de 
DEPC pouvant modifier les rési:lus purines dans l'ARN par caboxyméthylation Conserver à 
4oC. 

B) Solution de sarkosyl10%(p/v) 

Dissoudre 5 gde srukosyl (CisH2&ÜJNNa;Fisher Biotech) dans45 ml d'H20 distillée 
traitée au DEPC (chauffer pour dissoudre) et compléter le volume è 50 ml. Conserver à la 
température de la pièce. 

C) Solution sodium citmte 0,75 M pH7,0 

Dissoudre dans 40 ml d'H20 distillée traitée au DEPC 11,03 g de citmte de sodium 
(Fisher). Ajuster le pH à 7,0 avec 1 N de HCl et compléter le volume à 50 ml. Conserver à la 
température de la pièce. 

D) Solution dénaturante(D): 4 M thiocyanate de guanidine; 0,5% (p/v) de sarkosyl; 0,1 M 
de ~-meœaptoéthanol; 0,025 M de citmte de sodium pH 7,0 

Dans un tube de 50 ml, dissoudre 23,63 g de guanidium thiocyanate dans 30 ml 
d'H20 distillée traitée au D EPC (chauffer dans un bain-marie pour dissoudre). Ajouter 1,6 ml 
de la solution 0, 75 M de citmte de sodium (en C) et 2,5 ml de la solution 10% sarkosy 1 (voir 
en B). Agiter dé1icatement par inversion et compléter le volume à 50 ml avec de l'H20 
distillée traitée au DEPC. Cette solution se conserve au moins 3 mois à la température de la 
pièce. Pour l'e}[raction d'ARNv, ajouter 360 J.ll de ~-meiCaptoéthanol14 M (Signa) dans 50 
ml de la solution dénaturante (D). 



E) Solution de phénol: H20 satmé 

Ajouter 650 Jll d'H20 distillée traitée au DEPC à 5 ml de phénol: H20 (3,75 : 1 v/v) 
(GibcoBRL). Agiter par inversion jusqu'à ce que les phases disparaissent. Conserver à 4oC à 
la noiiceur. 

F) Solution de chloroforme : isoamy 1 alcool (24 : 1) 

Ajouter 24 ml de chloroforme (Si~) et 1 ml d'isoamy 1 alcool (Si~) dans une 
bouteille et conserver à 4oC à la noiiceur. 

7.0Tampms et solutions pour l'électrophorèse surgel d'agarose 

A) Solution EDT A 0,5 M pH8,0 

Dissoudre 3 7,22 g d'éthy lenediamine tetraacetic acid dihydraté (EDT A . 2H20; 
Sigm1) dans 150 ml d'H20 distillée. Ajuster le pH à 8,0 avec 1 N de NaOH et compléter le 
volume à 200 ml avec de l'H20 distillée. Stériliserparfiltrationsurmeml:rane de 0,22 Jlm. 

B) Tampon T AE: 0,04 M Tris-acétate; 1 mM EDT A pH8,0 

Dissoudre 4,84 g de Tris base dans 900 ml d'H20 distillée, ajouter 1,14 ml d'acide 
acétique glacial et 2 ml de 0,5 M EDT A pH8,0. Compléter le volume à 1 litre avec de l'H20 
distillée. Stériliserparautoclavage30 minutes à 15lbs/po2. 

C) Tampon échantillon 6X : 0,25% (p/v) bleu de bronnphéno~ 0,25% (p/v) xyline-cyanol 
et 30% (v/v) glycérol 

Dissoudre 0,025 g de bleu de bronnphénol (Si~); 0,025 g de xy lène-cy anol (Signa) 
dans 7 ml d'H20 distillée. Ajouter 3 ml de glycérol (Fisher) et filtrer sur membrane de 0,45 
Jlm. 

D) Préparation d'un gel d'agu-ose 0,8% (p/v) 

Dans un erlenmeyer de 200 ml, déposer 0,8 g d'agu-ose LE SeaK.em (FMC 
BioProducts) et ajouter 100 ml de tampon TAE pH8,0. Faire fondre l'agu-ose au four à 
micro-ondes ou sur une plaque chauffante. Faire couler l'agrrose liquide dans un moule 
lorsque la température de la solution est environ à 60oC et laisser durcir à la température de 
la p ièœ sur un plateau à niveau. 

E) Solution de bronme d'éthidium0,01 mg/ml 

Ajouter 500 Jll d'une solution-stock de bronme d'éthidium 1,0 mg/ml dans 500 ml 
d'H20 distillée. Conserver la solution à la noin::eur dans une hotte chimique. 



8.0 Solutions pour la purification d'ADN plasmidique par la méthode "Bolling 
plasmid miniprep" 

A) Solution STET: 8% (p/v) de saccharose; 5% (v/v) Triton X-100; 50 mM EDTA et 50 
mM Tris-HCI pH8,0 

Dissoudre 80 g de saccharose ultm-pure et 6,06 g Tris base dans 900 ml d'H20 
distillée. Ajouter 50 ml de Triton X -100 (Si~) et 100 ml de 0,5 M EDT A p H8,0. Ajuster 
le pH si nécessaire à 8,0 avec 1 N de HCl et compléter le voh.nne à 1 litre avec de l'H20 
distillée. 

B) Solution 75% (v/v) isopropano~ 2,5 M d'anmoniumacétate 

Préparer une solution d'acétate d'anmonium 10 M (CH3COONH4; Fisher) en 
dissolvant 77,08 g dans un voh.nne final de 100 ml avec de l'H20 distillée (chauffer à 37oC 
dans un bain-marie si nécessaire pour dissoudre complètement). Ajouter 25 ml de cette 
solution à 75 ml d'isopropanol (Si~). Conserver à la température de la pièce. 

C) Solution de lysozyme 10 mg/ml 

Dissoudre 100 mg de lysozyme (Worthington Biochemical Co.) dans 10 ml d'H20 
distillée. Filtrer surmemlrane de 0,22 J.Lm et distribuer dans des tubes eppendorf de 1,5 ml. 
Conserver à -20oC. 

D) Solution d'ARNase 1 mg/ml 

Dissoudre 10 mg de ribonucléase I "A" (PharmaciaBiotech inc) dans 10 ml d'H20 
distillée. Filtrer sur membrane de 0,22 J.Lm et distribuer dans des tubes eppendorf de 1,5 ml. 
Conserver à -20oC. 

9.0 Solutions utilisées pour la purification de l'ADN plasmidique à séquencer 

A) Solution de resuspension (ceH resuspension solution): 50 mM Tris-HCl à pH7,5; 10 mM 
EDT A et 100 J.Lglml de RNAse A, dans 50 ml d'H20 distillée. 

Tris-HC150 mM: Dissoudre 0,3 gdans 30 ml d'H20 distillée et ajuster le pH à 7,5 
avecduHCl. 

EDT A 10 mM: Préparation au préalable d'une solution stock de 0,5 M à pH8,0 et 
prélever 1 ml de cette solution que l'on ajoute au Tris-HCI. 

RNAse A: Peser 5 mg et ajouter au bécher contenant le Tris-HCl et le EDT A et 
compléter le volmne à 50 ml avec de l'H20 distillée. 



B) Solution de lyse(cell lysis solution): 0,2 M NaOH et 1% SDSdans 50 ml d'H20 distillée. 

NaOH 0,2 M: Peser 0,4 g et ajouter dans 45 ml d'H20 distillée. 

SDS 1%: Préparation au préalable d'une solution de 10% et prélever 5 ml de cette 
solution et ajouter au 45 ml contenant le NaOH 

C) Solution de neutralisation: 1,32 M d'acétate de potassium à pH5,11 

Peser 6,48 g d'acétate de potassium et ajouter dans 30 ml d'H20 distillée et ajuster le 
pH à 5,11 avec de l'acide acétique glacial. Compléter le volume à 50 ml avec de l'H20 
distillée. 

D) Column Wash solution: Préptrer les solutions ayant une conœntration finale dans 
120 ml de: 80 mM acétate de potassium, 8,3 mM Tris-HCl pH7,5, 40 J..LM EDTA et 
55% éthanol, mais préptrer dans 50 ml. 

A) Acétate de potassium: 80 mM dans 120 ml mais 192 mM dans 50 ml 
Peser 0,942 g d'acétate de potassium 

B) Tris-HCl: 8,3 mM dans 120ml mais 19,26 mM dans 50 ml 
Peser 0,12 g de Tris, ajouter à l'acétate de potassium et ajuster le pH à 7,5 avec du 

HCl 

C) EDTA: 40 J..LM dans 120ml mais 96 J..LM dans 50 ml 
Prélever 9,6 J..ll d'une solution de 0,5 M et ajouter au Tris-HCl et à l'acétate de 

potassium. Compléter le volume à 50 ml. 

Avant l'uôlisation ajouter 70 ml d'éthanol 95%,, ce qui représente 55% 
d'éthanol final dans 120 ml. 

10.0 Solutions et milieux de culture pourle clonage et l'expression de la protéine 
recombinante 

A) Miœu 2xYf: 1,6% (p/v) tryptone; 1% (plv) extrait de levure; 0,5% (p/v) de NaC~ 
pH7,0 

Dissoudre 16 g de bactotryptone (Difèo), 10 g d'e}[rait de levure (Difèo) et 5 g de 
NaCl dans 900 ml d'H20 distillée. Ajuster le pH à 7,0 avec 1 N de NaOH et compléter le 
volume à 1litre avec de l'H20 distillée. Stériliserparautœlavage30 minutes à 15lbslpo

2
. 

B) Milieu solide 2XYf avec 1,5% (p/v) d'agu-

Ajouter 0, 75 g d'agu- noble (Difco) dans une bouteille de 500 ml et ajouter 500 ml du 
milieu 2xYf en A. Stériliser par autœlavage 30 minutes à 15 lbs/po

2
. 



C) Milieu SOC:2% (p/v) tryptone; 0,5%(p/v) extmit de levure; 10 mM NaC~ 2,5 mM de 
KCl; 10 mM MgCh et 20 mM de glucose,pH7,0 

Dissoudre 16 g de bactotryptone (Difco ), 10 g d'e}[rait de levure (Difco) et 5 g de 
NaCldans 950 ml d'H20 distillée. Préparer une solution de 250 mM de KCl en dissolvant 
1,86 gde KCl(Fisher) dans 100ml d'H20 distillée et ajouter 10 ml de cette solution dans le 
950ml de ~u ci-dessus. Ajuster le pH du mélange à 7,0 avec 1 N de NaOH et compléter 
le vohnne à 980 ml avec de l'H20 distillée. Préparer une solution de 1 M de MgCh en 
dissolvant 20,3 g de MgCh . 6H20 (Baker) dans 100 ml d'H20 distillée. Stériliser les deux 
solutions à l'autoclave 30 minutes à 15 lbs/po2. Préparer une troisième solution-stock de 2 M 
de glucose en dissolvant 36 g de glucose (BDH) dans 100 ml d'H20 distillée et filtrer avec 
une membrane de 0,22 Jlm. Finalement, ajouter 10 ml des solutions stock 2 M glucose et 1 
M M gCh au 980 ml de ~u préparé plus haut. Conserver à la température de la p ièœ. 

D) Solution d'IPTG à 100mM 

Dissoudre 500 mg d'isopropyl-p-thiogalactoside (IPTG; GibcoBRL) dans 20 ml 
d'H20 distillée. Filtrer sur membrane de 0,22 Jlm, aliquoter 500 Jll dans des tubes eppendorf 
de 1,5 ml et entreposer à -20oC. 

E) Solution-stock d'amp icilline à 10 mg'ml 

Dissoudre 1 00 mg d'amp icilline (Bodlringer M anheim) dans 10 ml d'H20 distillée. 
Filtrer sur membrane de 0,22 Jlm, aliquoter 500 Jll dans des tubes eppendorf de 1,5 ml et 
entreposer à -20oC. 

F) Solution-stock de carreniciline à 10 mg'ml 

Dissoudre 100 mg de carreniciline (Calbiochem, Novabiochem) dans 10 ml d'H20 
distillée. Filtrer sur membrane de 0,22 Jlm, aliquoter 500 Jll dans des tubes eppendorf de 1,5 
ml et entreposer à -20oC. 

G) Solution de 0,1 M de CaCh pour la transformation des celh.ùes procaryotes 

Dissoudre 7,5 g de CaCh . 2H20 (Baker) dans 500 ml d'H20 distillée. Stériliser à 
l'autoclave 30 minutes à 15 lbslpo2 et conserver à 4oC. 

H) Solution de PM SF à 100 mM 

Dissoudre 400 mg de phenyl-methyl-sulfonyl-fuoride (PMSF, Sigrm) dans 20 ml 
d'H20 distillée. Filtrer sur membrane de 0,22 Jlm, aliquoter 500 Jll dans des tubes eppendorf 
de 1,5 ml et entreposer à -20oC. 



11.0 Traitement appliqué pour solubiliser les COrpi d'inclusion de la bactérie 

A) Tampon dénaturant et réducteur 2X (Tampon échantillon) 

Ajouter 4 ml de 10% (p/v) SDS; 2 ml de glycérol (Fisher); 0,5 ml de ~

mercaptoéthanol (Bio-Rad); 0,2 ml de bleu de brmrophénol (Signa) et 2,5 ml de tampon 0,5 
M Tris-HCl pH6,8. Compléter le voh.nne à 10 ml avec de l'H20 distillée, filtrer sur 
memlrane Millex 0,45 Jlm et conserver à la température de la pièce. 

B) Préparation d'une solution-stock de 1 M de Tris-HCl pH7 ,5 

Dissoudre 12,11 gde Tris base dans 90 ml d'H20 distillée et ajuster le pH à 7,5 avec 
1 N de HCI. Compléter le volmne à 100ml avec de l'H20 distillée. 

Pour le traitement ajouter au culot bactérien 100 Jll du tampon échantillon2X (en A) 
et 10 Jll de la solution-stock de Tris-HCl pH7,5 (concentration fmale de 100 mM). Chauffer 
le tube contenant les solutions et le culot bactérien à 50 oC pendant 30 minutes. Centrifuger à 
10 000 x g pendant 5 minutes et analyser chaque fraction sur un gel de polyacrylamide de 
12%. 

12.0 Solutions pour la purification de la protéine recombinanre 

A) Tampon pour l'électroélution: 0,1% SDS; 0,192 M glycine et 0,025 M Tris pH 8,3 

Dissoudre 3,03 gde Tris hast; 14,41 gde glycine (Bio-Rad) et 1 g de SDS ultra-pure 
dans 1 litre d'H20 distillée. 

B) Tampons pour la dialyse: 0,05 M Tris-HCl pH 7,5 et 0,008 M Tris-HCl pH7 ,5 

Pour le tampon: 0,05 M Tris-HCI pH 7,5 

Dissoudre 24,22 g de Tris base dans 3,9litres d'H20 distillée et ajuster le pH à 7,5 
avec 10 N de HCI. Compléter le volmne à 4 litres et conserver à 4oC jusqu'à utilisation 

Pour le tampon : 0,008 M Tris-HCl pH 7,5 

Dissoudre 3,87 g de Tris base dans 3,9 litres d'H20 distillée et ajuster le pH à 7,5 
avec 10 N de HCI. Compléter le volmne à 4 litres et conserver à 4oC jusqu'à utilisation 

C) Traitement de la membrane à dialyse 

Couper la memlrane à dialyse (Spectra/Por 12 kDa-14 kDa) à la long.~eur désirée et 
faire bouillir 5 minutes dans 100 ml d'H20 distillée contenant 100 Jll de 0,5 M EDT A à pH 
8,0. 



13.0Tampms et solutions pour le transfert élertrophorétique et l'immunobuvardage 

A) Tampon de transfert 20% (v/v) méthanol; 0,192 M glycine; 0,025 M Tris pH 8,3 et 
0,02.0/o (p/v) NaN3 

Dans 1,6litres d'H20 distillée, dissoudre 28,82 gde glycine, 6,06 gTris base, 0,4 g de 
NaN 3 et ajouter 400 ml de méthanol 100%. Conserver à 4oC. 

B) Tampon TBS lOX: 20 mM Tris; 500mM NaC~ pH 7,5 

Dissoudre 2,42 g de Tris base et 29,24 g de NaCl dans 900 ml d'H20 distillée. 
Ajuster le pH à 7,5 avec5 N de HClet compléter à llitre avec de l'H20 distillée. 

C) Solution-stock de Tween-20 10%(v/v) dans du TBS lX, pH 7,5 

Solubiliser 10 ml de Tween-20 dans 90 ml de tampon TBS lX pH 7,5. Filtrer la 
solution sur membrane 0,45 J..lm et conserver à la température de la pièce. 

D) Solution de lavage 0,05% (v/v) Tween-20; TBS lX pH 7,5 

Ajouter 10 ml de la solution-stock 10% de Tween-20 dans 1,9~ litres de tampon 
TBS lX pH 7,5. On peut conserver la solution à 4oC pendant 1 semaine. 

E) Solution de blocage 2% (p/v) BSA; 0,2% (v/v) Tween-20; TBS lX pH 7,5 

Dissoudre 2 g de BSA dans 98 ml de tampon TBS lX pH 7,5. Ajouter 2 ml de la 
solution-stock 10%de Tween-20 et filtrer sur membrane de 0,45 J..lm. Conserver à4oC. 

F) Solution de dilution pour les ant:i:orps et les conjugués à la peroxydase: 1% (p/v) BSA; 
0,1% (p/v) de Tween-20; TBS lX pH7 ,5 

Dans un bécher de 100 ml, ajouter 50 ml de tampon TBS lX pH 7,5 à 50 ml de la 
solution de blocage (en E). 

G) Solution de révélation : 0,06% (p/v) 4-chloro-1-naphthol (4CN); 0,015% (v/v) de 
peroxyde d'hydrogène; 20%(v/v) de méthanol et 80%(v/v) de tampon TBS lX pH 7,5 

Dissoudre 60 mg de 4CN (Bio-Rad) dans 20 ml de méthanol 100%, entreposer à -
20oC et protéger la solution contre la lumière. Immédiatement avant l'utilisation de la 
solution, ajouter 50 J..ll de H2Ü2 30%et 80 ml de tampon TBSlX pH 7,5 à la température de 
la pièce. Utiliser immédiatement, ce mélange ne se conserve pas. Stopper la réaction en 
plaçant la membrane dans de l'H20 distillée. 



14.0 Solutions pour test ÉIJSA indirect 

A) Tampon 0,05 M NaCDJ . H20, pH 9,6 

Dissoudre 1,59 g de carbonate de sodiumhydraté (NaCDJ . H20; Baker); 2,93 g de 
bicarbonate de sodium anhydre (NaHC03; Fisher) et 0,2 g de NaNJ dans 900 ml d'H20 
distillée. Ajuster le pH à 9,6 avec une solution de 0,1 M de Na2C03 ou avec 0,1 M de 
NaHCOJ. Le volmne est complété à 1litre avec de l'H20 distillée et la solution est conservée 
à4oC. 

B) Solution-stock de Tween-20 10%(v/v) dans 10 mM PBSpH7,2-7,4 

Solubiliser 10 ml de Tween-20 (Bio-Rad) dans 90 ml de tampon 10 mM PBS pH 
7,2-7,4, et conserver à la températurede la pièce. 

C) Solution de lavage 0,05% (v/v) Tween-20 dans 10 mM PBSpH7,2-7,4 

Ajouter 10 ml de la solution-stock 10% Tween-20 dans 1,99 litres de tampon 10 
mM PBS pH7 ,2-7 ,4. On peut conserver la solution à 4oC jusqu'à une semaine. 

D) Solution de blocage 2% (p/v) BSA;0,1%(p/v) Tween-20 et 10 mM PBSpH7,2-7,4 

Dissoudre 2 g de BSA dans 99 ml de tampon 10 mM PBSpH 7,2-7,4. Ajouter 1 ml 
de la solution-stock 10% Tween-20. 

E) Solution de dilution pour les anti;orps et les conjugués à la peroxydase 1% (p/v) BSA; 
0,05% (p/v) Tween-20 et 10 mM PBSpH7,2-7,4 

Ajouter 50 ml de tampon 10 mM PBSpH7,2-7,4 à 50 ml d'une solution de blocage 
(voir enD). 

F) Solution de révélation 0,4% (p/v) OPD; 0,012% (v/v) H202 et 0,05 M acide citrique-
0,1M Na2HP04, pH 5,0 

Le tampon citraté se prépare en dissolvant 10 gd'acide citrique (C6Hs0?; Fisher); 14 
g de phosphate de sodium dibasique (Na2HP04; Baker) dans 900 ml d'H20 distillée. Le pH 
est ajusté à 5,0 avec 1 N de HCl et le volmne est complété à 1 litre avec de l'H20 distillée. 

Pour la solution de révélation: 0,04 g d'hypochlorure d'orthophénylène diamine 
(OPD; Sigrm) est dissout dans 100 ml de tampon citraté à pH 5,0. Un volmne de 40 Jll d'une 
solution de peroxyde d'hydrogène à 30% (H202; Fisher) est ajouté juste avant l'utilisation. La 
solution est conservée à la noitœur et à la température de la pièce avant l'addition du H202. 



Annexe 2 

1. Méthode de quantification d'ARN viral par densité optique 

Si 1 unité de densité optique à 260 nm (D026o) équivaut à 40 Jlg d'ARN par ml, alors 
à partir d'une dilution d'ARN génomique 1 : 200 on aura: 

ARN (J.LWJ.Ll) = (D026o X 40 X 200)/ 1000= D026o X 8 

40 : transforme la DO obtenue en Jlg'ml 

200 : correspond au facteur de dilution 

1 000 : p enret de transformer les ml en Jll 

2. Méthode de quantification d'ADN plasmidique par densité optique 

Si 1 unité de densité optique à 260 nm (D026o) équivaut à 50 Jlg d'ADN par ml, 
alors à partir d'une dilution d'ADN plasmidique 1 : 200 on aura: 

50 : transforme la DO obtenue en Jlg'ml 

200: correspond au facteur de dilution 

1000 : p enret de transformer les ml en Jll 

3. Détermination du facœur de purification de la préJilration d'ARN ou d'ADN 

On évalue le facteur de purification d'une préparation d'acides nuc1éiques par le 

rapport des densités optiques observées à 260 nm et à 280 nm collllre suit: 

Facteur de purification : (D0260 1 D02so) 

Nonmlement on doit obtenir un facteur d'environ 2, plus la valarr du facteur de purification 

se rapproche de 1, plus notre préparation contient de protéines contaminantes qui ont un 

maximum d'absorption à 280mn. 



4. Détermination du taux de mutation des protéines Ml et M2 

Le tauxde mutation représente le nombre de changements en acide a.tniœ observé par 
résidu par année. 

Premns collll'œ exemple la protéine M2: 

Si on observe 5 changements en aa pour une soud:J.e comparativement à une autre, le 
taux de mutation se calwle de la façon suivante: 

(_5 
97 

= _x_) 
100 

5 : # de changements observé 

1 # d'années qui sépare les soud:J.es 

97 : # d'aa au total que contient la protéine M 2 

100: facteur de conversion (aa) puisque les deux protéines (M 1 et M2) ne possèdent pas le 
même nombre d'aa 

X : # de changements observé pour 1 OOœ 

Pour avor le résultat en poUiœntage (%) de variation il ne reste qu'à multiplier le chiffre 
obtenu par 100 



Annexe 3 

Liste d'abréviatims des acides aminés (aa) 

Acides aminés Abréviations 

Alanine Al a A 

Cystéine Cys c 
Acide aspartique Asp D 

Acide glummique Glu E 

Phénylalanine Phe F 

Glydne Gly G 

Histidine His H 

Isoleucine De 1 

Lysine Lys K 

I..eudne Leu L 

Méthionine Met M 

Asparagine Asn N 

Pro li ne Pro p 

Glummine Gin Q 

Arginine Arg R 

Serine Ser s 
Thréonine Thr T 

Valine Val v 
Try(Xophane Trp w 

Tyrosine Tyr y 



Annexe 4 

Une partie de cette étude a été présentée à: 

1. M. Welman et D.J.S. Arm-a. 1998. Genomic analy sis ofthe rnatrix protein gene of swine 
influenza viroses (H 1 NI) associated with respiratory disease in p igs. American Society for 
Virology, 17th annual meeting. University of British Columbia, July 11-15. 



Annexe 5 

Utilisationd'ùmges digitalisées. 

Toutes les figures, représentant les gels de polyacrylarnide et les profils 
d'inmunobuvarda.ge, proviennent d'hmges digitalisée; ou de photographies de ces gels. Pour 
la consultation des ori8naux, vous pouvez vous adresser à M. J. Arma, professeur à 
l'Institut Arma1d-Frappier, Université du Québec. 
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