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Une étude réalisée avec la protéine de la matrice (M) d'un variant antigénique
d'influenza porcin (HIN1), nommé A/Sw/Québec/5393P91 (SwQc91), associé & la
pneumonie proliférative et nécrosante a été effectuée. Les séquences nuckotidiques et en
acides aminés (aa) obtenues pour les protéines M 1 et M2, codées par le géne de la protéine
M, du variant SwQc91, ont permis de comparer les changements génomiques internes
associés a la protéine M1 et externes, associés a la protéine M2, observés pour SwQc91
comparativement a une souche classique d'influenza porcin nommeée A/Sw/Québec/192/81
(SwQc81). Des études portant sur l'expression de la protéine M 1 dans le vecteur procaryote
pET21(a), sur l'antigénicité ainsi que sur I'immunogénicité de la protéine M 1 recombinante

(PMR) ont également été effectuées.

L'étude génomique a permis de constater que la protéine M1 a un taux de mutation
de 0,08% alors que la protéine M2 a un tauxde 0,51% ce quiest comparable a la protéine la
plus variable du virus; la protéine hémagglutinine (HA) (0,4%-0,48%). La production de la
PMR dans 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 étre obtenue en induisant la suspension
bactériennea 37-C avec 1 mM d'isopropy 1-|3-D-thiogalactoside (IPTG) pendant 12 heures
et le rendement obtenu, suite a la purification et a la concentration de la PMR, a été évalué a
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, méme apres
tratement avec du SDS. La PMR semble étre un bon immunogéne puisque des titres €levés
en anticorps (Ac) anti-PMR (64 000) lorsque le virus était utilisé comme antigéne (Ag) et
256 000 lorsque la PMR était utilisée comme Ag ont été détectés par ELISA indirect. Cette
exp érience démontre également la grande sensiilité de la PM R comme Ag puisqu'en utilisant

une concentration de 1 ugmj, il a été possiblke de détecter rapidement des titres élevés en Ac.

/é/zz/ﬁ/e el ppar)



1. INTRODUCTION



Le virus influenza, communément appelé virus de la grippe, cause une maladie des
voies respiratoires qui est trés contagieuse. A cause de sa virulence et de son instabilité
antigénique, le virus influenza de type A est a l'origine de plusieurs épidémies plus ou moins
sévéres (Webster ef 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 er al., 1997). Les sous-types HIN1, 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 grande variabilité avec
l'apparition & Hong Kong d'un nouveau sous-type (H5N1) responsable de la grippe du
poulket (Cohen, 1997). Ce sous-type foumissait une preuve conaeéte de la transmission
directe du virus d'un animal a 'homme, puisque seules les personnes ayant €té en contact
avec les poukets infectés ont été malades (Cohen, 1997). Ceci met en évidence l'importance
de la surweillance de I'évolution du virus autant chez les animaux que chez I'homme (Webster
etal, 1992).

L'influenzade type A est non seulement le plus pathogene et le plus répandu chez
I'homme, il est également le plus fréquemment isok chez d'autres types de mammiféres
(Hinshaw et al., 1978) ainsi que chez plusieurs espéces aviaires, notamment le canard qui est
un vecteur naturel du virus (Slemons et al., 1978; Webster et al., 1992; Suss et al., 1994). En
Amérique du Nord, l'influenzade type A est reconnu comme étant un des principaux agents
impliqués dans les affectations respiratoires touchant le porc (Hinshaw er al, 1978;
Easterday, 1986). Les pertes économiques attribuables au virus influenza porcin sont de ce
fait trés importantes (Conseil canadien du porc, 1995). Au Québec notamment, la
production de porcs représente 31% de la production nationale et 30% de cette production
est exportée vers d'autres pays. Selon le Conseil Canadien du porc (1995), l'industrie porcine
a généré en 1995 des revenus se chiffrant a environ un milliard de dollars pour I'ensemble des

producteurs de porcs au Canada.

L'influenza de type A aurait été isok chez le porc pour la premicre fois aux Etats-



Unis en 1930 par Richard Shope (Shope, 1931) ou il aurait probablement €té introduit suite
a la pandémie de 1918 (Neumeier et al., 1994). Le virus influenza porcin A (HIN1) est le
virus animal faisant le plus I'objet de surveillance de la part de I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMYS) au niveau de la santé publique, puisqu'il a été démontré qu'l se transmet a
I'homme et auxespéces aviares (Webster ef al,, 1992). Tout comme le canard, le porc est un
réservoir pour le virus et il serait également un héte intermédiaire potentiel pour 'émergence
de nouveaux virus recombinants (Castrucci ef al, 1993) pouvant étre a l'origine d'une
nouvelle pandémie (Donatelli et al, 1991). Une étude réalisée a travers le monde sur
linfluenza porcdn A (HIN1) a permis d'identifier deux variants antigéniques dont la
distribution géographique différait considérablement. Le premier, désigné "US", est
apparenté aux souches porcnes circulant en Amérique du Nord alors que le second nomme
"Europe" s'apparente plus aux souches d'influenza de type A (HIN1) isokes chez les
espéces aviaires présentes dans plusieurs pays européens (Hinshaw et al., 1984). Bien quele
sous-type HINI1 soit le grand responsable des infections grippales touchant le porc, un
second sous-type (H3N2) responsable de la grippe porcine a récemment été identifié a la
fois en Amérique de Nord et en Europe (Chambers et al., 1991; Webster et al.,1992; Browm
etal., 1997). En Amérique du Nord, depuis 1965, le virus influenza porcin A (HIN1) s'est
avéré assez stable tant au niveau antigénique (Sheerar et al., 1989; Nobk et al,1993) que
génétique (Luoh ef al., 1992) et ce, malgé I'émergence de nouveaux variants aux Etats-Unis
(Olsen et al., 1993) et au Canada (Deaet al., 1992b).

Au Québec, en 1981, une souche d'influenza porcin A (HIN1) causant les
symptémes classiques associés au virus de la grippe a été identifiée chez les populations
porcines et elle a été nommeée; A/Swine/Québec/192/81 (SwQc81) (Morin ef al., 1981). En
1990, l'apparition de maladies respiratoires chroniques chez le porc (Morin ef al., 1990) a
mené a lidentification d'une seconde souche d'influenza porcin A (HIN1) nommee
A/Swine/Québec/5393/91 (SwQc91) (Deaet al., 1992b). Ce nouveau variant a par la suite été
associé a la pneumonie proliférative nécrosante (PPN) diagnostiquée chez les porcelets en
bas 4ges et responsable d'un haut taux de mortalité chez les nouveaux-nés. Ce type de

pneumonie trés contagieuse cause des symptomes externes comparables a ceux de la grippe



porcine classique et est souvent accompagnée d'infections secondaires multiples. De plus, les
poumons des porcs infectés présentent des lésions a la fois macroscopiques et

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

Des études antérieures ont permis de démontrer, & l'aide de test d'inhibition de
I'hémagglutination (IHA), que la protéine hémagglutinine (HA), du variant SwQc91 associé a
la PPN, était antigéniquement apparentée mais distincte de celle des souches pordnes
américaines et québécoises de référence: 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 anticorps
monoclonal (AcMo) dirigé spécifiquement contre un déterminant antigénique de la souche
variante SWQc91, ce qui a permis de la différencier des autres souches nord-américaines
responsables d'épidémies de grippe porcine classique. La production de cet AcMo a
également permis de développerun test ELISA de compétition pouvant servir au dépistage
d'anticorps spédifiques, produits contre le variant SwQc91, chez les porcs présentant les

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

Une étude génomique comparative, réalisée par cartographie des oligonucléotides des
ARN viraux totaux (ARNvV), a démontré qu'l 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 aminés (aa) dans la portion HA 1 de la protéine HA
du nouveau variant, et deux de ces substitutions sont localisées plus précisément dans les
deuxsites antigéniques majeurs Sb et Ca. Cette différence se traduit égalkement par l'absence
d'unsite potentiel de gly cosylation pour le variant SwQc91 (Rekik ez al., 1994). De plus, les
études effectuées sur le géne viral qui code pour la protéine neuraminidase (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 entrainer le déplacement d'un site
potentiel de glycosylation situé sur la portion de la tige de la protéine NA de la souche
SwQd1 (Arora et al., 1997b).



11 existe une troisiéme protéine transmembranaire, la protéine M2, qui posséde une
partie externe (Lamb et al., 1985; Zebedee et Lamb, 1988). La protéine M2 tout comne la
protéine M 1, qui elle est située a l'intérieur du virus, est codée & partir du géne de la protéine
de la matrice, représenté par le segment #7 de 'ARNv (Briedis et al., 1982). L'étude de la
protéine de la matrice (M) permettrait donc de comparer a la fois les changements internes et
externes associés a la nouvelle souche (SwQc91). Egalement, cette étude est la premiére
réalisée sur les protéines M1 et M2 de la souche SWQc91. De plus, 'avénement de la
biologie moléculaire, quia permis le clonage rapide de génes viraux ainsi que l'expression de
protéines dans des sy stémes d'expression procary otes et eucary otes, permettrait d'envisager
l'utilisation de la protéine M 1 recombinante (PM R) dans le but d'induire une immunité chez

I'héte.

La présente étude a été menée avec comme objectifs principaux:
1) De comparer les séquences génomiques des protéines M1 et M2 pour les souches
SwQc81 et SwQc91.
2) De produire la PMR dans un vecteur d'expression procaryote et de la purifier.
3) D'évaluer l'antigénicité et I'immunogénicité de la PMR.



2. REVUE LITTERAIRE



2.1 Caractéristiques générales du virus influenza
2.1.1 Taxonomie

Le virus influenza appartient a la famille des Orthomyxoviridae, du genre influenza
virus quia été récemment divisé en quatre types; les types A et B, le type C et un dernier
moins connu qui est associé au virus Thogoto. Les propriétés antigéniques de la protéine M 1
et de la nucKoprotéine (NP) permettent de différencier les trois types sérologiques
répertoriés, soit A, B et C (Murphy et Webster, 1990). Le virus de type A infecte les
hommes, plusieurs espéces de mammiféres tels que le porg, le cheval et la baleine ainsi qu'une
grande variété d'espéces aviaires, alors que le type B infecte seulement I'homme (Kilbourne,
1987). Quant au virus de type C, bien qu'l infecte principalement I'homme il est également
responsable des infections chez le porc en Chine (Guo et al., 1983; Yuanji et Desselberger,
1984). Le virus influenza de type A peut étre divisé en sous-types selon les propriétés
antigéniques des gly coprotéines de surface; I'hémagglutinine (HA) et la neuraminidase (NA).
A ce jour 15 sous-types de HA (Rohm et al., 1996) et 9 sous-types de NA (Lin et al., 1994)
ont étérépertoriés. Les sous-types HIN1, H2N2 et H3N2 sont présents chez I'homme lors
d'infections causées par le virus influenza de type A (Air et al., 1987, Shaw et al., 1992),
alors que les sous-types HIN1, principalement, et H3N2 sont impliqués lors d'infections
causées par le virus chez le porc (Webster et al., 1992).

2.12 Propriétés phy sico-chimiques

Les Orthomy xoviridae sont composés de 0,8-1% d'ARN, de 70% de protéines, de
20% de lipides et entre 5-8% d'hydrates de carbone (Choppin et Compans, 1975; Kilbourne,
1987). La taille des virions des types A et B se situe entre 80 et 120 nanométres (nm) de
diamétre (Lamb et Choppin, 1983; Zuckerman, 1996) et leur masse moléculaire est d'environ
250 X 10° kilodaltons (kDa) (Kilbourne, 1987). La densité du virus sur un gradient de
saccharose est 1,19 grammes/centimetre cube (g/am’) et son coefficient de sédimentation (s)
se situe entre 700 et 800s. L'infectivité du virus diminue lorsqu'il est soumis a des pH acides

ou qu'il est mis en présence de ray ons ultraviolets (UV). Il est également possible d'inactiver



rapidement le virus a des températures supérieures a 560C (Klenk et al., 1991).

2.13 Morphologie

Le virus grippal isok a partir de souches adaptées pour le laboratoire est composé de
particules virales sphériques (Zuckerman, 1996), alors qu'il est pléomorphe lorsqu'il provient
d'isolats frais (Murphy et Webster, 1990). La particule virale sphérique présente a sa surface
les glycoprotémes HA et NA représentées sous forme de spicules. Une couche de
lipoprotéines provenant de la cellule hote enveloppe la particule virde et sous cette
enveloppe lipidique se retrouve la protéine de la matrice M1 qui forme une couche
renfermant la nuckocapside (Kilbourne, 1987). Cette derniére contient huit segments d'’ARN
a polarité négative ayant des extrémités 5' et 3' conservées (Klenk et al, 1991). Les
complexes ribonucléoprotéiques (RNP) hélicoidaux sont formés par l'association des
segments d'ARN codant pour la NP et les polymérases virales basiques 1 et 2 (PB1, PB2) et
la polymérase acide (PA) (Lamb et Choppin, 1983) (Figire 1).

2.14 Protéines

Le génome du virus influenza de type A est constitué de huit segments d'ARN
codant pour 10 polypeptides (Figire 1). Les segments 1 & 6 codent respectivement pour les
protéines structurales PB2,PB1, PA, HA,NP et NA. Le segment 7 code pour 2 protéines;
la protéine structurale M1 située a l'intérieur de la membrane lipidique et la protéine non-
structurale M2 située a la surface du virion. Le segment 8, quant a lui, code pour deux

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

Les polymérases 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 liaison de la transcriptase avec la coiffe
des ARN messagers (ARNm) cellulaires utilisés pour la synthése des ARNm viraux
(Ulmanen et al.,1981; Beaton et Krug 1986). La protéine PB1, constituée de 757 aa, est

impliquée dans certaines activités catalytiques, elle joue notamment un role dans la



enveloppe
bilipidique

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 a
polarité négative qui forment, en association avec les polymérases (PB1,
PB2 et PA) et la nucléoprotéine (NP), les complexes ribonucléoprotéiques
(RNP). Sur l'enveloppe bilipidique provenant de I'h6te cellulaire sont ancrées
les glycoprotéines de surface; HA et NA ainsi que la protéine M2. Sous
l'enveloppe, on trouve la protéine matricielle M1. Les protéines NS1 et NS2
sont des protéines non structurales. La représentation schématique du virus a
été réalisée a l'aide d'un logiciel de présentation.



10

polymérisation et I'élongation de la chame de nuckotides et elle est impliquée dans la
réplication de 'ARN (Huang ef al., 1990). La protéine PA (716 aa), dont le rble n'est pas
encore bien défini, semble aussi impliquée dans la réplication de ' ARN (Barcena et al., 1994).
Le nombre de molécules présentes dans le virion pour chacune des trois protéines se situe
entre 30 et 60 (Lamb, 1989).

Le 4° segment code pour la protéine hémagglutinine (HA). Cette gly coprotéine est
constituée de 566 aa et une particule virale contient environ 500 molécules de HA (Lamb et
Choppin, 1983). La protéine HA joue plusieurs roles. En plus d'étre une composante
majeure de la surface du virion elle est impliquée dans l'infection du virus influenza. En effet,
la protéine HA se lie au récepteur de l'adde sialique, présent a la surface cellulaire, rendant
ainsi possible I'attachement d'une particule virale a la cellule (Marsh et Helenius, 1989). En
médiant la fusion de la membrane de la particule virale endocytosée avec la membrane
endosomale de la cellule, elle permet la pénération de la nuckocapside virale dans le
cytoplasme de la cellule (Wiley et Skehel, 1987, Wilson et Cox, 1990). La protéine HA est
l'antigéne majeur du virus et par conséquent elle est la cibk des anticorps neutralisants
produits contre le virus (Wilson et Cox, 1990). Le virus influenza est a l'origine d'épidémies
qui sont associées aux changements de la structure antigénique de la protéine HA (Wiley et
Skehel, 1987).

La protéine HA est présente a la surface de la cellule sous d'un trimere de 225 kDa
composé de trois monomeres identiques de 75 kDa, liés de fagon non covalente. Cette
derniére est synthétisée en un polypeptide simple (HAO0) dans le réticulum endoplasmique
(Wilson et Cox, 1990). Tout dépendant de la souche virae, du type de cellule hote et des
conditions de croissance, la protéine HA peut étre clivée ou non. La formation de 2 chaines
liées par des ponts disulfure, représentées par les régions HA1 (47 kDa) et HA2 (29 kDa),
résulte du clivage de la protéine HA (Lamb, 1989). L'infectivité du virus dépend du clivage de
la protéine HA quidevient un déteminant important dans la pathogénicité 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 derniére est impliquée dans les activités
de fusion réalisées par la protéine HA (Lamb et Krug 1996). Tout dépendant du sous-type,
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le nombre de résidus perdus lors du clivage protéolytique entre HA1 et HA2 se situe entre 1
et 6. Par conséquent, la région HA 1 contient entre 319 et 326 aa alors que la région HA2 en
contient soit 221 ou 222 aa. La perte unique d'un résidu argnine (R) lors du clivage
protéoly tique de la protéine HA est cataly sée par une enzyme cellulaire soit I'exopeptidase
de la carboxy peptidase de ty pe B, alors qu'une seconde enzyme, la try psine, est responsable
de l'initiation du clivage de la protéine (Lamb, 1989).

Des études comparatives au niveau des séquences nuckotidiques, réalisées a l'aide
d'isolats recueillis 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 ef al., 1981; Concannon et al., 1984).
L'existence d'un cinqui¢me site, E, est probable (Wiley ef al., 1981). Quant a la protéine HA
du virus influenza de sous-ty pe HIN1, quatre sites antigéniques ont également été identifiés,
soient Ca et Cb, communs a plusieurs souches et Sb et Sa qui eux sont spécifiques a chaque
souche (Lubeck et Gerhard, 1981; Wilson et Cox, 1990). Les anticorps utilisés neutralisent

l'infectivité du virus pour chacun des cinq sites antigéniques.

L'exposition de la HA a de faibles pH engendre des changements conformationnels
irréversibles qui entrainent la fusion du virus avec la membrane cellulaire (Bullough ef al,
1994). Le clivage de la protéine HAO en HA1 et HA2 est un pré—requis au changement de
conformation observé en présence de pH faibles et clest égalment un prérequis a
l'infectivité du virus (Klenk et al., 1975; Lazarowitz et Choppin, 1975). Les protéines HA
contenant la séquence RXRRR sont clivées a l'intérieur de la cellule par une protéase
présente dans le réseau trans-golgien (Stieneke-Grober et al., 1992). Cependant, les protéines
HA qui possédent uniquement un résidu argmnine (R), ce qui est le cas pour les souches
humaines, sont imp ossibles a cliver en culture cellulaire. Ce probleme peut étrerésolu grace a
l'ajout de la trypsine qui clive la protéine. De plus, il semble 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 possédent plus d'un résidu R (Nestorowicz er al., 1987,
Kawaoka et Webster, 1988).
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Le segment 5 d'ARN viral code pour la nuckoprotéine (NP). La NP est une protéine
structurale majeure qui interagit avec les segments d'ARN pour former le complexe de la
ribonucléoprotéine (RNP). La NP est également un antigéne spécifique qui permet
l'identification des différents types du virus influenza (Boer et al., 1990). Son géne contient
1565 nuckKotides codant pour une protéine de 498 aa riche en argnine. Elle a une masse
moléculaire d'environ 56 kDa et elle est phosphorylée (Shaw et al, 1992). Suite & sa
synthése dans le cy toplasme, la nuckoprotéine se dirige vers le noyau. Le ciblage du noyau
est une propriété intrinséque de la NP (Lin et Lai, 1983; Ryan et al., 1986) et une analyse
moléculaire a permis d'identifier les résidus 327 a 345 comme étant suffisants et nécessaires
au transport de la NP vers le noyau (Davey et al., 1985). 1l existe peu d'informations sur le
mécanisme d'assemblage de la NP. Cependant, il est rapporté dans la littérature qu'elle initie
la transcription (Barcena et al., 1994) ainsi que I'élongation de la chaine d'ARN (Shapiro et
Krug 1988) et on lui attribue également un role d'anti-terminaison lors de la synthése de
I'ARNm (Beaton et Krug 1986).

La neuraminidase est la seconde gly coprotéine membranaire du virion de l'influenza
quidiffere selon les sous-types. Son importance vient du fait que son activité biologique lui
permet d'enlever l'acide sialique des gly coprotéines (Gottschalk, 1957) et du fait qu'elle est
un déterminant antigénique majeur qui subit des variations antigéniques. Son rdle dans le
cyck viral du virus influenza demeure inconnu. La protéine NA poumait permetire le
transport du virus a travers la couche de mucine, présente dans le tractus respiratoire,
permettant ainsi au virus d'infecter les cellules épithéliales cibles (Palese et al., 1974). La
protéine NA est un homotétramére de 240 kDa qui peut étre détaché de la membrane du
virion a l'aide de protéases (Lamb, 1989). En microscopie électronique cette protéine a la
forme d'un champignon munie d'une téte et d'une queve. Le géne de la protéine représenté
parle segment 6 d'ARN viral contient 1413 nuckotides et il code pour une protéine de 453
aa (Laver et Valentine, 1969). La neuraminidase posséde un seul domaine hy drophobique qui
agit a la fois comme signal pour empécher le clivage et comme domaine d'ancrage, ce qui
permet a la protéine d'étre bombardée sur la membrane du réticulum endoplasmique et d'y
étre attachée 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-typesdu type A et des virus de type B partagent la
propriété d'hy drophobicité mais leurs séquences different. La tige est trés variable entre les
différents sous-types (Colman et al, 1983). La protéine NA posséde quatre sites
antigéniques identifiés pour le type A (Colman et Ward, 1985). Contrairement aux Ac dirigés
contre la protéine HA, les Ac dirigés contre la protéine NA ne sont pas neutralisants
(Kilbourne et al., 1968; Rott et al., 1974). Le segment 7 code pour la protéine de la matrice

dont les propriétés seront résumées a la section 2.2.

Le segment d'ARN #8 du virus influenza de type A contient 890 nuckotides et il
posséde un large cadre de lecture. Ce segment code pour les deux protéines non-structurales,
NSI1 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 abondamment présente dans les cellules infectées par le virus. NS1 est une protéine
phosphorylée qui est exprimée surtout durant la phase préococe de l'infection (Enami et al.,
1994). Le role exact de cette protéine n'est pas bien connu, cependant des expériences
réalisées avec des mutants themmosensibles ayant une protéine NS1 défective, démontrent
une réduction de l'expression de la protéine M1 durant la phase tardive Koemecke et al.,
1981; Wolstenholme et al., 1980). Ce qui semble démontrer que la protéine NS1 stimulerait
la traduction de la protéine M 1. De plus, il a été démontré par Alonso-Caplkn et al. (1992),
tel que rapporté par Qiu et Krug (1994) que: NS1 est un régulateur post-transcriptionnel de
l'expression des genes et qu'elle régule également l'exportation de ' ARNm viral épissé de la
protéine NS2, en inhibant la sortie du noyau des ARNm possédant une queue poly (A) grace
a la liaison de la NS1 a la queue poly (A) (Qiuet Krug 1994).

La protéine NS2, quant a elle est codée par un ARNm épissé et elle a une Mr
d'environ 14 kDaet contrairement 4 NS1, la protéine NS2 est synthétisée seulement lors de
la phase tardive de l'infection. Elle est surtout présente dans le noy au des cellules infectées et
tout comme NSI, sonrdle exact n'est pas conmu. Les expériences d'Odagiri et Tobita (1992)
ont démontré qu'une mutation dans NS2 méne a une réplication aberante des genes de la
polymérase viradle. Pendant longemps la protéine NS2 était considérée comme étant non-

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

molécules de NS2 présentes a l'intérieur du virion se situait entre 130 et 200.

2.1.5 Cycle de réplication du virus influenza

La réplication du virus influenza débute avec l'adsorption du virus a la surface de la
cellule, via les sites de liaison des récepteurs présents a l'extrémité de la protéine HA et qui
se lient auxrésidus d'acide sialique (o 2,6 ou ¢ 2,3 galactose) présents sur les gly coprotéines
ou les gly colipides situés a la surface des cellules (Rodgers et al., 1983; Marsh et Helenius,
1989). Le virus pénétre a l'intérieur de la cellule par un phénomene d'endocytose qui
implique l'internalisation du virus dans des vésicules de clathrine formées par I'invagination
de la membrane plasmique. Suite a l'internalisation, la clathrine est libéée afin de permettre la
fusion des vésicules avec I'endosome. L'acidification de I'endosome permet la décapsidation
du virus. Lorsqu'elle est soumise & des pH acides, la protéine HA adopte une forme qui rend
la fusion entre la membrane virale et la membrane cellulaire possible, ce qui permet au
complexe ribonucléoprotéique (RNP) du virus de traverser la membrane du virion et de
l'endosome et de pénétrer dans ke cytosol (Carr et Kim, 1994). Le canal ionique de la protéine
M2 est également impliqué dans la décapsidation. En effet, le fait que le pH soit faible
permet l'activation du canal ionique ce qui permet le passage des ions de l'endosome a
l'intérieur du virus. L'addification de 'endosome modifie les interactions protéine-protéine et
permet la libération de la protéine M1 du complexe de la RNP. Par conséquent, le bloquage
du canal empécherait la dissociation de la protéine M1 du complexe de la RNP qui ne

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

Suite & sa libération dans le cytoplasme, la nucKocapside migre vers le noyau ou
débute la réplication du génome viral qui s'effectue en trois phases (Marsh et Helenius,
1989). La premiére phase est indépendante de la synthése protéique et elle implique la
transcription primaire qui conduit 4 la synthése de deuxtypes d'ARN. Le premier type étant
les ARN messagers (ARNm) qui sont coiffés et polyadénylés et qui pourront étre traduits

en protéines alors que le second type comprend les ARN complémentaires (ARNc), ne
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possédant ni coiffe ni séquence polyadény Iée, qui serviront de matrice pour les ARN viraux
(ARNv) (M cCauley et Mahy, 1983). Chacun des huit segments d'’ARN de polarité négative
participe a la production des deuxtypes d'ARN et ce a l'aide de fragments d'ARN méthylés
qui dérivent des transcrits de 'ARN polymérase II de la cellule-hte ainsi que des trois
protéines virales PB1, PB2 et PA (Shapiro et Krug 1988).

Durant la seconde phase, la transcription secondaire précoce s'effectue et elle dépend
de la synthése protéique. Les phases d'expression des génes du virus influenza surviennent
lors de changements quartitatifs au niveau de la transcription individuelle des segments
d'ARN. La synthése d'ARNc atteint son maximum 30 a 90 minutes aprés l'infection, et elle
est accompagnée d'une synthése amplifiée des ARNm et des ARNv des segments 5 et 8
correspondant respectivement aux protéines NP et NS (Lamb et Choppin, 1983; McCauley
et Mahi, 1983). Lors de la derniére phase, 13 ou s'effectue la transcription secondaire tardive,
la synthése des ARNm et des ARNvV des segments 4, 6 et 7 correspondant aux protéines
HA, NA et M est augmentée alors que celle des ARNm, ARNc et ARNv du segment 8
dimmnue. La synthése des ARNm ainsi que des ARNv du segment 5, représentant la NP,
demeure élevée tout au longde la transcription secondaire alors que celle des segments 1 a 3
correspondant respectivement auxtrois polymérases virales PB2, PB1 et PA demeure faible
(McCauley et Mahi, 1983).

La synthése 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 segments génomiques pour former le complexe ribonucléoprotéique (RNP).
La liaison du complexe de la RNP a la protéine M 1 assure le transfert de celui-ci du noyau au
cytoplasme. La derniére étape comprend l'assemblage du virus et elle implique la liaison du
complexe RNP-M 1 a la membrane plasmique sur laquelle viendront se greffer par la suite les
deuxprotéines de surface; HA et NA. La particule nouvellement formée devra contenir une
copie de chacun des 8 segments d'ARN afin de permettre la poursuite du cycle de réplication
(Lamb et Choppin, 1983).
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2.2 Protéine de la matrice

Le géne de la protéine de la matrice (M), représenté par le segment #7 d'ARNyv,
contient 1 027 nuckotides et code pour deuxprotéines, la protéine intene M1 et la protéine
externe M2 et pour un petit peptide de 9 aa nommé M3 (Figire 2A) identifié par les
groupes d'Inglis et Brown (1981) ainsi que Lamb et collaborateurs (1981) tel que rapporté
par Valcarcel et al. (1993). Différentes études réalisées sur les séquences nuckotidiques de la
protéine M ont démontré que celle-ci est grandement conservée, et ce d'un sous-type a
l'autre. En effet, les séquences nuckotidiques de souches humaines de sous-types HINI,
H2N2 et H3N2 isokes durant les 43 derniéres années suggerent que le segment d'ARN #7
serait demeuré le méme malgé les changements antigéniques des protéines HA et NA (Hal
et Air, 1976).

L’expression des protéines M1 et M2 du virus influenza est complexe puisqu’elle
implique la transcription différentielle de génes bicistroniques. La synthése de ’ARNm du
virus influenza se fait dans le noyau de la cellule. Ceci permet au virus d’utiliser la
machinerie cellulaire afin de réaliser ’épissage et de générer plusieurs transcrits a partir de
genes individuels. La transcription de la protéine M du virus influenza est particuliére
puisqu’a partir d’un seul ARNm sont traduites les protéines M 1 et M2. La protéine M 1 est
colinéaire et elle est le produit majeur du segment d’ARNv #7. Elle posséde un cadre de
lecture ouvert qui est continu et qui débute a 25 nuckotides de I’extrémité 5’ de ’ARNm
pour se terminer au nuckotide #844 (Hiebert ef al., 1986). La protéine M2, quant a elle
posséde un cadre de lecture en deux parties. La premiére débute au méme endroit, a
I’extrémité, que la protéine M1 et elle composée de 51 nuckKotides. Par la suite, les 689
nuckotides suivants sont épisés du géne ce qui ramene les 51 nuckotides a coté du
nuckotide #740. La deuxiéme partie du cadre de lecture, située a environ 700 nuckotides de
I’extrémité 3’ de I’ ARNm, code pour la majorité de la protéine M2 (Hiebert et al., 1986).

On retrouve le méme sy stéme d’épissage pour la protéine M de I'influenza de type
B, cependant aucune protéine M2 n’a encore été identifiée (Briedis ef al., 1982). En ce qui

concerne I’influenza de type C, la protéine M est codée par le segment d’ARNv #6. Tout
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Figure 2: Représentation schématique du segment 7 de I'ARN viral, codant pour les
protéines M1, M2 et M3, ainsi que du canal ionique de la protéine M2.

Le géne de la protéine de la matrice (M), représenté par le segment 7 de 'ARNv,
contient 1027 nucléotides et code pour 2 protéines, la protéine M1 (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 posséde une extrémité N-terminale de 23 résidus en aa, le domaine
transmembranaire posséde 19 aa alors que le domaine cytoplasmique est composé de 54
résidus en aa.
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comne lestypes A et B ’ARNm du type C est épissé, cependant aucune protéine telle la

protéine M 1 destypes A et B n’aété identifiée pourle type C (Yamashita et al., 1988).

2.3 Protéine M 1

2.3.1 Caractéristiques générales

La protéine M 1 est constituée de 252 aa et a une Mr d'environ 28 kDa. L'ARNv qui
représente la protéine M 1 est transait en ARNm qui est lui-méme traduit, au tout début de
l'infection, en protéine M1 (Lamb et Choppin, 1983). La protéine M 1 représente 30 a 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 molécules par particule
virale. Cette protéine est également la plus stable du virus influenza et la plus conservée
parmi les différents sous-ty pes de type A identifiés. Elle permet également de différencier 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 M1 est également considérée comme un
antigéne (Ag) particuliérement stable. En effet, elle peut étre bouillie et traitée avec de forts
détergent, tel le SDS, et garder son potentiel antigénique. De plus, la protéine M1 est
qualifiée d'excellent immunogeéne (Bucher et al., 1987).

2.32 Structure

La protéine M 1 est une protéine structurale, qui a cause de sa présence marquée dans
le virion, forme un genre de carapace sous la couche bilipidique de l'enveloppe ce qui lui
confére sa rigidité (Lamb et Choppin, 1983). En coloration négative, les protéines M 1 sont
alignées les unes a coté des autres de telle sorte qu'elles ressemblent & une empreinte digitale
(Ruigrok et al., 1989). La protéine contient un motif de liaison au zinc et ce domaine est
conservé parmi les protéines M1 des virus de types A et B. La fonction de ce motif sera
discutée a la section 2.34. La séquence de ce domaine, contrairement a ce qui avait déja été
proposé (Wakefield et Brownlee, 1989), n'est pas impliquée dans la liaison de la protéine

M1 avec I'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 celan'empéche pas pour autant la liaison entre
la protéine et IARN (Elster et al., 1997).

2.3.3 Sites antigéniques

Les sites antigéniques sont définis comme étant des régions immunodominantes qui
peuvent réagr avec des anticorps. Il a été possible d'identifier quatre sites antigéniques et
fonctionnek pour la protéine M 1. Ces épitopes ont été localisés a différentes régions de la
protéine. En effet, 'épitope 1 semble situé au tiers de l'extrémité N-terminale de la protéine,
plus prédsément entre les aa 46-89 alors que l'épitope 2 serait situé au deux tiers de
l'extrémité C-terminale de la protéine entre les aa 129-164. Les épitopes 3 et 4, quant & eux,
sont situés entre les aa 45-119 (Ye et al., 1987, Ye et al. 1989).

Certains roles ont été attribués a deuxdes 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
I'épitope 2 serait impliqué dans l'activité d'inhibition de la transcription du complexe de la
RNP lors de la liaison de la protéine M1 a ce complexe (Ye et al., 1989). D'autres études,
également réalisées par Ye et collaborateurs (1989), semblent démontrer l'existence d'un
deuxieme site antigénique, associé au site de liaison & 'ARN responsable de I'inhibition de la
transcription. La région située entre les aa 80-109 correspondrait probablement a I'épitope 4,
et il semblerait qu'elle soit impliquée dans l'activité d'inhibition de la transcription tout

comme la région correspondant a I'épitope 2.

2.34 Fonctions

En plus de procurer une certaine rigidité & la membrane bilipidique du virus, la
protéine M 1 est multifonctionnelle et elle peut interagir avec d'autres protéines virales. Emr
effet, la protéine M1 joue un rdle dans l'assemblags du virus ainsi que dans le
bourgeonnement viral en interagissant avec les queues cytoplasmiques des protéines HA,
NA et M2 et avec les segments du complexe de la RNP virale (RNPv) (Zhang et Lamb,

1996). Une des particularités du virus influenza est qu'i se réplique dans le noyau mais qu'l
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bourgeonne a partir de la membrane cytoplasmique. Une série d'importation et d'exportation
a travers les pores nuckaires est donc nécessaire (Zhang et Lamb, 1996). La protéine M1 est
impliquée dans le transport de la RNPv a l'intérieur ainsi qu'a I'extérieur du noyau via les
pores nuckaires (M artin et Helenius, 1991), selon que la protéine soit liée ou non a la RNPv.
Il existe une région située entre les aa 101 et 105 de la protéine M1 qui promouvoit la
migration de la protéine du cytoplasme au noyau (Ye e al., 1995) et qui permet a la protéine
M1 de se liera 'ARN (Elster et al., 1997). 11 a été rapporté qu'un faible pH & l'intérieur de
I'endosome provoque la dissociation de la protéine M1 de la RNPv permettant ainsi l'entrée
de la RNPv dans le noyau. Plus tard au cours de l'infection, la protéine M 1 doit se réassocier

avec la RNPv afin de permettre l'assemblage de la particule virale (Buiet al., 1996).

La protéine M1 est égakment impliquée dans la régulation de la transcription de
I'ARNv. Des expériences réalisées par Hankins et al. (1990) ont corroboré ce qui avait déja
été énoncé par certains, au sujet du role de la protéine M 1 dans l'inhibition de la transcription
(Ye et al., 1987, Zvonarjev et Ghendon, 1980). Ces derniers ont démontré que la protéine
M1 inhibe les étapes de linitiation et de la réinitiation de la transcription de 'ARNv de
mangre plus efficace que I'étape de I'élongation de la chaine d'ARN. De plus, l'implication de
la protéine NP dans ce processus d'inhibition semble essentielle car dans le cas ou elle est
retirée du complexe de la RNP, il a été noté que l'impact de la protéine M1 sur la
transcription est négligeable. Ceci implique également que la NP posséde un site de liaison
permettant de lier la protéine M1 et que c'est cette liaison qui semble interférer avec les
fonctions de 'ARN polymérase (Hankins et al., 1990). Ceci semble indiquer que la protéine
M1 joueun réle de régulation dans la maturation du virus, puisqu'elle contréle le passage de
la réplication de ' ARN & l'assemblage du virus (Yasuda 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 111
est essentielle pour l'inhibition de la synthése de 'ARN ainsi que pour la liaison de la
protéine M1 a 'ARN (Watanabe et al., 1996). La protéine M1 semble également jouer un
role au niveau du tauxde croissance du virus (Yasuda et al., 1993) ainsi que dans le contrdle
de la virulence de souches d'influenza adaptées, in vitro, a la sours (Smeenk et Brown,
1994).

La protéine M 1 jouerait également un rdle d'agent antiviral qui serait assumé par le
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motif de doig de zinc (Nasser ef al., 1996). 11 a déjaété démontré, par Judd et al. (1992) tel
que rapporté par Nasser ef al. (1996), qu'un peptide synthétique formé de la région située
entre 'aa 152 et 166 de la protéine M 1, serait responsable de I'inhibition de la transcription
du virus. Si I'on rajoute 4 aa & cette séquence (aa 148-166), ce nouveau peptide représente
maintenant le motif du doig de zinc et l'inhibition de la transcription est 1000 fois plus
efficace que celle observée avec le peptide formé des aa 152-166. Ceci suggere 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 influenza de type A et de type B (Nasser et al., 1996).

2.3.5 Réponse immunitaire

Des expériences ont démontré que la protéine M1 est capable d'engendrer une
immunité a la fois humorale et cellulaire. Cependant, bien qu'il soit possible d'obtenir, suite a
une immunisation, des anticorps dirigés contre la protéine M1 ces anticorps ne protégent
pas contre une seconde infection aux virus. Il semble que I'immunité & médiation cellulaire
soit la plus efficace pour protéger contre une infection virale (Webster et Hinshaw, 1977,
Reay et al., 1989). Des expériences réalisées chez le furet ont démontré qu'll était possible
d'obtenir une protection contre différentes souches d'influenza suite & I'immunisation avec

I'ADN codant pour la protéine M1 (Donrelly ef al, 1997).

2.4 Protéine M2

2.4.1 Caractéristiques générales

L'ARNm transcrit a partir du segment 7 de ' ARNv subit un épissage alternatifet est
traduit plus tard au cours de l'infection en une protéine de 97 aa qui correspond a la protéine
M2 (Valcarcel et al., 1993) (Figire 2A). Ellea une Mr d'environ 14 kDa et, contrairement a
la protéine M 1, elle est présente en grande quartité a la surface des cellules infectées. Comme
il est possible de retrouver une petite quartité de molécules (environ 23-60) exprimées a la
surface du virion, la désignation de protéine non-structurale qui jusqu'a présent qualifiait la

protéine M2 a été remise en question (Zebedee et Lamb, 1988). Contrairement aux autres
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protéines de surface, HA et NA, la protéine M2 n'est pas glycosylée mais elle est
phosphorylée (Sugue et al, 1990). Elle est une des plus petites protéines

transmembranaires conmies (Hughey et al., 1992).

2.42 Structure

La protéine M2 est un canal ionique qui est composé de trois domaines (Figire 2B).
Le premier domaine, extracellulire, posséde une extrémité N-terminale composée de 23
résidus en aa. Le second domaine est transmembranaire et il posséde 19 résidus en aa, alors
que le dernier est un domaine intracy toplasmique représenté par une queue cytoplasmique
composée de 54 aa tel que décrit par plusieurs auteurs et rapporté par Holsinger ef al.
(1995). Le canal ionique de la protéine M2 forme un homotétrameére représenté soit par une
paire de diméres qui possédent des liens disulfures ou par un tétrameére lié par des liens
disulfures (Holsinger et Lamb, 1991; Sugrue et Hay, 1991; Zebedee et Lamb, 1985).

2.43 Sites antigéniques

La fabrication de huit peptides sy nthétiques représentant la séquence entiére en aa de
la protéine M2 a permis d'identifier trois épitopes présents sur la protéine. Le premier
épitope serait situé a l'extrémité N-terminale entre les aa 2-18 alors que les épitopes 2 et 3
seralent situés a l'extrémité C-terminale de la protéine entre les aa 68-84 et 79-97
respectivement (Slepushkin et al, 1995). Certains rdles ont pu étre attribués aux sites
antigéniques de la protéine M2 et bien qu'ils doivent étre précisés, ils seront discutés a la

section 2.4 4.

2.44 Fonctions

La production d'un anticorps monoclonal (AcM o) 14C2 dirigé contre I'épitope 1 (aa
2-18) de la protéine M2 a permis de lui attribuer certains rles. En effet, grice a cet AcMo il
a été possible d'observer que la protéine M2 semble jouer le méme role que la protéine NA

au niveau de la réplication virale. La présence des anticorps dirigés contre la protéine M2
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seraient capables d'inhiber la réplication du virus de type A, sans toutefois neutraliser
l'infectivité de celui-ci, comme peuvent le faire les anticorps dirigés contre la protéine HA. Il
a égakement été observé que la présence d'anticorps dirigés contre la protéine M2 permettait
de réduire le temps de relargage de la particule virale et diminuait la charge virale présente
suite & l'infection. Cependant ceci ne peut étre attribué aux anticorps exclusivement ni 4 un
ou a tous les sites antigéniques de la protéine M2, car le rble joué par chacun reste a
déterminer (Slepushkin ef al., 1995). L'assemblage de la particule virale est également affecté
parla présence de ' AcMo 14C2, tel que démontré par Hughey et al. (1995).

Le canal ionique de la protéine M 2 permet 'entrée des ions a l'intérieur de la particule
virale lors de la décapsidation du virus, ce qui a pour effet de moduler le pH des
compartiments intracellulaires. De plus, la protéine M2 joue un rdle dans la maturation de la
protéine HA (Sugrue et al., 1990) puisque suite a I'exposition du virion au pH acide présent a
l'intérieur de la vésicule endosomale, la protéine HA, soumise 4 ce faible pH, subit un
changement conformationnel qui entraine la libération d'un peptide de fusion et permet la
fusion entre la membrane virale et celk de la vésicule endosomale. Cette fusion permet au
complexe de la RNP d'étre libéré dans le cytoplasme puisque les ions ont pu pénérer a
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 détecter des anticorps dirigés contre la protéine M2 dans le sérum de patients
convalescents infectés par un virus influenza de sous-type H3N2 (Black et al., 1993a). Les
études Slepushkin ef al. (1995) ont démontré que, lorsqu'elle est injectée chez la sours, la
protéine M2 protége contre une infection par le méme virus ou par un virus hétéologue. De
plus, les anticorps dirigés contre celle-ci pourraient étre impliqués dans le phénoméne de
cytotoxicité cellulaire dépendante d'anticorps (ADCC) mais ceci reste & démontrer. Une
diminution rapide de la charge virale chez des souris préalablement immunisées avec la

protéine M2 et infectées, ainsi que la capacité de celle-ci & protéger contre des virus
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hétérologues a permis de supposer l'implication d'une immunité & médiation cellulaire. La
protéine M2 devient un bon candidat pour cibler les lymphocytes T cytotoxiques (CTL)

spédfiques suite & une infection au virus influenza, d'autant plus qu'dle est abondamment
présente a la surface des cellules infectées (Slepushkin et al., 1995).

2.5 Le virus influenza et le porc
2.5.1 Différents sous-ty pes répertoriés

Le virus influenza de sous-ty pe HIN1 est & l'origine d'épidémies affectant 'homme.
Depuis son apparition en 1918, malgé une période d'accalmie entre les années 1957 et 1977,
il est toujours responsable d'infections chez I'homme (Raymond et al., 1986). Le sous-type
HINI serait apparu simultanément chez les porcs en 1918 et il aurait été isok pour la
premiére fois en 1930. Jusqu'en 1938 les porcs ne semblaient pas étre affectés par le virus
influenza HIN1 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 a l'identification de souches
antigéniquement et génétiquement reliéées au virus influenza humain de sous-type HIN1
(Neumeier ef al., 1994). Depuis, il a été possible d'isoler chez le porc deuxautres sous-types
du virus influenza de type A, le sous-type HIN2 et H3N2 (Castrucci et al, 1993).
Cependant, le sous-type le plus fréquemment associé aux problémes respiratoires chez les
populations porcines, du centre et du nord des Etats-Unis (Chambers ef al., 1991) ainsi que
chez les populations porcines présentes au Québec (Gagnon ef al., 1974), demeure le sous-
type HIN1. En ce qui concerne I'Europe, le sous-type HIN1 a été isok pour la premiere
fois chez les porcs en Italie (Donatelli ef al., 1991) et tout comme au Canada (Morin ef al,
1981) et en Angleterre (Brown et al., 1993) il y est responsable d'épidémies sévéres de
grippe porcine (Donatelli ef al., 1991).

Il existe principalement deux variants antigéniques, pour le sous-type HINI,
présents chez les populations pordines. Le variant nommé "US" est présent en Amérique de
Nord alors que le second variant, nommé "Europe”, ciraule dans différents pays européens.

Leur origine respective est probablement ce qui permet de différencier ces deux variants. En
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effet, le variant "US" origne d'une souche porcine alors que le variant "Europe" est plut6t
d'origine aviaire (Neumeier et M eier-Ewert, 1992). En ce qui concerne le sous-type H3N2, il
semble qu'll soit également représenté par deux variants antigéniquement différents, dont I'un
est d'origine humaine alors que l'autre origine d'espéces aviaires (Webster et al., 1993). Bien
qu'on le retrouve en plus faible proportion que le sous-type HIN1, le sous-type H3N2 est
présent aux Etats-Unis (Chambers et al., 1991), au Canada (Gagnon ef al., 1974) ainsi qu'en
Asie(Kidaer al., 1988). Le sous-type HIN2 serait apparu au Japon chez les porcs suite a
une infection mixte par deux souches virales humanes de sous-type HINI1 et H3N2
Cependant, la transmission de ce virus recombinant d'un porc a l'autre n'afait & ce jour l'objet

d'aucun rapport (Sugimura ef al., 1980).
2.52 Hoéte intermédiaire

Plusieurs facteurs permettent de comprendre le role déterminant joué par les espéces
porcines dans la transmission du virus influenza. Parmis ceux-ci il est possible d'inclure: la
grande susceptibilité du porc auxinfections par des souches d'influenza humaines et aviaires,
la transmission directe du virus influenza d'un porc aux humains et aux espéces aviaires
(Webster et al., 1993) et le fait que seul le porc posséde les deux récepteurs (NeuAc 2,3Gal
et 2,6Gal) requis a l'attachement du virus auxcellules épithéliales (Campitelli et al., 1997).

L'isolation, en 1976, d'ure souche d'influenza porcin (HIN1) présente chez des
recrues de l'atmmée américaine cantonnées a Fort Dix dans le New Jersey, a démontré la
transmission possible du virus d'un porca I'homme (Kendal et al., 1977). Depuis, plusieurs
autres cas d'infection chez I'homme due au virus influenza porcin ont été répertoriés. Un
virus influenza pordn antigéniquement et génétiquement identique a celui isok a Fort Dixa
également été isolé chez des porcs et des hommes habitant la méme ferme au Wisconsin
(Hinshaw et al., 1978). De plus, la mort d'une femme enceinte infectée par une souche
d'influenza porcin a mis I'emphase sur I'apparition de souches plus virulentes & mesure que le
virus traverse la barriére entre les espéces (Rota et al., 1989). Plus récemment, en 1997, un
autre cas de transmission du virus influenza porcin & I'homme a été répertorié. Il s'agssait de

la contamination des membres du personnel technique ayant été en contact avec des porcs
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infectés exp érimentalement avec une souche d'influenza porcin (Wentworth et al., 1997).

Le virus influenza porcin (H1N1) se transmet également aux espéces aviares par un
mécanisme qui demeure jusqu'a maintenant inconnu. La présence du virus porcin a été mise
en évidence suite a son isolement chez les canards sauvages au Canada (Hinshaw et al,
1978), a HongKong(Butterfield et al., 1978) et en Europe (Ottis et Bachmann, 1980). Bien
que la localisation naturelle du virus se situe dans le tube digestif, sa présence dans le tractus
respiratoire a également été démontrée de fagon expérimentale. La transmission & I'homme
d'une souche virale présente chez les dindes, suite a une infection par une souche pordne, a

également été démontrée par Hinshaw et ses collaborateurs (1983).

La transmission naturelle aux porcs de souches d'influenza isoEes chez les hommes
et chez les espéces aviaires a également été démontrée. Ceci peut entrainer de facheuses
conséquences puisqu'en permettant un réassortiment entre deux virus suite & une double
infection chez le porc, cette espéce devient un bon candidat en servant d'hdte intermédiaire,
pour la génération de virus recombinant pouvant étre a l'origine de nouvelles pandémies
(Donatelli ef al., 1991). Des études réalisées par Castrucci ef al. (1993) ont démontré que la
souche porcine A/Swine/Hong Kong126/82 de sous-type H3N2 est une souche
recombinante provenant d'un réassortiment chez le porc entre les génes codant pour les
protéines PB1 et PA d'une souche aviaire H3N2 et ceux d'un variant humain de sous-type
H3N2.

2.5.3 Stabilité antigénique du virus inflienza porcin

Malgé sa transmission chez plusieurs espéces et le role possible du porc comme
héte intermédiaire du virus, des études réalisées chez des souches isokes entre 1965 et 1988
(Sheerar et al., 1989) tout comme celles réalisées entre 1986 et 1991 (Noble ef al., 1993) ont
permis depuis 1965 de démontrer la grande stabilité du virus influenza porcin tant au niveau
antigénique que généique. Ceci étant en grande partie attribuable a la préservation des
propriétés antigéniques de la protéine HA au cours de ces années. Plusieurs chercheurs sont

a la recherche d'une explication valable concernant la stabilité du virus. Cest ainsi que
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certains l'expliquent par I'absence de sites de gly cosy lation dans la partie distale globulaire de
la régon HA1 a proximité du site antirécepteur. En effet, l'apparition de sites de
glycosylation suite & la pression sélective subie par la cellule-hdte pourrait modifier les
propriétés antigéniques de la protéine HA en cachant des déterminants antigéniques localisés
dans cette région (Inskter et al., 1993). De plus, les porcs vivent en promiscuité et ont une
courte espérance de vie ce qui implique que le cyck de réplication virale est assuré par le
transfert du virus parmi une population porcine trés grande et composée surtout de jeunes
porcs, chez qui l'immunité n'est pas trés développée (Hinshaw et al., 1978), ce qui peut

favoriser la stabilité du virus.

2.6 Souches retrouvées au Québec

2.6.1 A/Sw/Québec/192/81

En 1981, il a étépossible d'identifier chez les populations porcines une souche virale
d'influenza de sous-type HIN1, A/Sw/Québec/192/81 (SwQc81), causant les symptdmes
associés au virus de la grippe classique. Cliniquement, la grippe porcine se caractérise par
une baisse d'appétit, une forte fievre (42oC), une respiration saccadée accompagnée d'une
toux, un écoulement nasal et lacrymal ainsi qu'une perte de poids. La convalescence des
porcs infectés par la souche SwQc81 est relativement rapide, entre 5 et 7 jours, et le tauxde

mortalité relié a I'infection est trés bas et peu significatif (Morin et al., 1981).

2.62 A/Sw/Québec/539351

L'apparition en 1988 de maladies respiratoires chroniques a mené a l'identification
d'ure seconde souche d'influenza (H1N1) chez les populations porcines au Québec. Cette
souche, nommée A/Sw/Québec/5393P1 (SwQc91), a par la suite été associée a la pneumonie
proliférative et nécrosante (PPN) (Morin ef al., 1990; Deaet al., 1992b). Suite a sonisolation
au Québec, la PPN est apparue en Ontario (Thomson et Carman, 1991) et au Manitoba
(Austin et Bystrom, 1991). Plusieurs études ont démontré qu'il existe plus d'un facteur
pouvant étre responsable de la PPN. En effet, le groupe de Deaer al. a démontré en 1992(b)
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la présence du virus responsable de sy ndrome respiratoire et reproducteur (SRRP) chez les
porcs affectés parla PPN. Ces études ont été corroborées par le groupe de Magar et al. qui
rapportait, en 1993, l'isolation du virus SRRP a partir des poumons de porcs atteints par la
PPN. En 1994, il a été possible d'isoler un variant de sous-ty pe H3N2 du virus influenza de
type A chez des porcs démontrant des signes d'infections a la PPN (Bikour ef al., 1994) et
depuis l'isolation de variant SwQc91, plusieurs variants du virus influenza A de sous-type
HIN1 ont étéisoks au Québec (Bikour et al., 1995; Arora 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
a la maladie en inoculant, de fagon intranasale, la souche du nouveau variant SwQc91 chez

des porcelets gnotobiotes (Deaet al., 1992a).

Au niveau clinique, la PPN est trés contagieuse et elle serait transmise dans un
troupeau suite au contact entre un porc infecté et des individus sains. Cette maladie a comme
principale cible les porcelets agés de moins de 4 mois présents dans les pouponnicres et les
endroits réservés a l'engraissement (Girard ef al., 1992). Les signes cliniques associés a la
PPN sont principalement, une fiévre prolongée, 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 a 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 parasitaire qui accompagnent la PPN suggrent qu'elle affecte

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

Présentement il y a un manque a combler au Canada au niveau de l'immunisation des
porcs contre les souches variantes associées 4 la PPN. Il n'existe aucun vaccn, qu'il soit
conventionel ou recombinant, breveté pour la protection des porcs contre la PPN (Conseil
Canadien du Porc, 1995).
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2.7 L'immunité

Le virus influenza, lorsqu'il infecte I'héte, déclenche des mécanismes de défense basés
sur une réponse immunitaire non-spécifique et spécifique. Afin de pouvoir infecter I'héte, le
virus doit affronter la premiére ligne de défense présente sur et sous la surface de I'épithélium
du tractus respiratoire durant les premiers jours, suivant l'infection. Cette ligne de défense est
composée des macrophages, des leucocytes polymorphomicléaires (PMNL) et des cellules
"natural killer" (NK) (Sweet et Smith, 1980; Fujisawa et al., 1987). Des études réalisées chez
la sourns ont démontré, suite a I'administration d'un virus influenza inactivé ou traité avec un
détergent, qu'il était possible de stimuler les composantes de la premiere ligne de défense et
d'engendrer une protection contre le virus influenza (Arora, 1993). Le virus influenza est
également responsable de la production de réactifs oxyginés par les macrophages et les
PMNL ainsi que de l'amplification de l'activité cytotoxique des cellules NK (Arora et
Henrichon, 1994; Arora et Houde, 1991; Arora et al., 1984).

L'immunité spécifique constitue le second mécanisme de défense et comprend la
réponse immunitaire humorale et 4 médiation cellulaire. Une infection a l'influenza induit un
titre élevé en Ac neutralisants dirigés contre la glycoprotéine de surface, HA, qui représente
la cible majeure de la rép onse humorale protectrice (Ghendon, 1990). Les Ac neutralisants se
lient au virus et préviennent l'attachement de ce dernier a la cellule et leur présence est liée a
la résistance des animaux et des hommes au virus. De plus, les Ac dirigés contre la protéine
NA peuvent, non pas neutraliser l'infectivité du virus, mais plutot ralentir le bourgeonnement
de la particule virale, tout comme les Ac dirigés contre la protéine M2 (Zebedee et Lamb,
1988). Les Ac dirigés contre la protéine M 2 recombinante peuvent également 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 antigéniques aux cellules T, par les
cellules présentatrices d'Ag, ce qui provoque la prolifération des cellules T auxiliaires. Ces
cellules, en aidant les cellules B, contribuent a la formation de 'Ac (Abbas et al., 1994). Les
lymphocytes T cytotoxiques (CTL), activées par les cytokines libérées par les cellules
auxiliaires, sont imp liquées dans l'immunité a médiation cellulaire ce qui constitue un autre

mécanisme de défense spécifique contre le virus influenza (Abbas ef al., 1994). Chez des
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patients souffrant d'agammaglobulinémie et qui pouvaient récupérer d'une infection a
l'influenza, ce qui laissait supposer queles Ac n'étaient les seuls a protéger contre le virus, on
a pour la premiére fois soupconné la présence d'une immunité cellulaire (Ghendon, 1990). 11
a été démontré que les régions HA1 et HA2 de la protéine HA engendrent une immunité
cellulaire cy totoxique responsable de la ly se des cellules infectées par le virus (Gould et al.,
1987), tout comme le fait la protéine NA et les protéines internes M1 et NP (Wysockam et
al., 1994; Matsui et al., 1995).

2.8 Protéines recombinantes

Le développement des techniques de biologie moléculaire a permis le clonage rapide
des génes du virus influenza dans des vecteurs plasmidiques. L'expression du produit de ces
génes peut se faire dans des sy stémes procaryotes, ainsi que dans des sy stémes d'expression
eucaryotiques. Généralement, la protéine recombinante produite, par I'un ou l'autre de ces
systémes d'expression, 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 a certains déterminants
antigéniques, ainsi qu'une immunité 4 médiation cellulaire, qui implique la prolifération des

CTL, chez les modéles animaux et humains vaccnés avec cette derniére.

2.8.1 Systéme d'expression procaryote

Les différents systémes utilisés pour exprimer une protéine présentent tous des
avantages ainsi que des désavantages. La technique la plus populaire et la plus simple a
appliquer est celle qui requiert l'utilisation de cellules compétentes provenant de souches
d'E.coli De plus, le temps nécessaire pour générer une surexpression de la protéine
recombinante est relativement court. Le systéme d'expression procaryote est peu
dispendieux et puisque la généique de la bactérie E. coli est bien connue, il devient facile de
modifier celle-ci 4 notre avantage. Le grand désavantage des systémes procaryotes, lors de
l'expression de glycoprotéines virales, se traduit par l'absence de modifications post-

traductionnelles ce qui peut mener & l'expression d'antigénes dépourvus d'épitopes de
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neutralisation (Ausebel et al., 1995). De plus, il arrive que les protéines, qui sont produites
en trés grandes quantités dans ces systémes, précpitent sous forme d'aggrégats insolubles
dans les cellules d'E.coli, nommés corps d'inclusion (Rudolph et Lilie, 1996). Le probléme
des corps d'inclusion se traduit par le fait que pour les solubiliser il faut recourir a 'utilisation
d'agents dénaturants, ce qui implique que la protéine dénaturée et libérée doit étre renaturée
afin d'étre biologiquement active. Il est possible de tirer profit de la présence des corps
d'inclusion dans le cas ou la protéine produite sert d'antigéne, au cours d'une immunisation.
En effet, puisque les corps d'inclusion, contenant la protéine d'intérét ont une masse plus
élevée, il est possible de les purifier par centrifugation différentielle. Par la suite, il devient
possible d'isoler, en conditions dénaturantes, la bande correspondant a la protéine d'intérét
sur un gel de polyacrylamide, et de la purifier avant de l'injecter & I'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 M1 dans

un vecteur d'expression procary ote.

2.8.2 Systéme d'expression eucary ote

L'avantage d'utiliser un systéme eucaryote réside dans le fait qu'i respecte les
changements post-traductionnels des gly coprotéines. Bien que les techniques utilisées pour
exprimer les protéines soient plus laborieuses et engendrent des coiits plus élevés, plusieurs
études ont été réalisées sur le clonage des génes du virus influenza dans des vecteurs
d'expression viraux et sur l'expression du produit de ces genes dans des cellules
eucaryotiques (Ausebel et al., 1995). Parmi ces travaux il est possible de retrouver des
exemples relatant I'expression de la protéine M2 dans des cellules d'insectes et impliquant
l'utilisation du baculovirus comme vecteur d'expression eucaryotes (Black et al, 1993a). De
plus, trois nouvelles applications, dans le domaine de la prophylaxie contre le virus
influenza, ont pu étre développées suite a ces études. Ces applications seront discutées a la

section 2.9.
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La levwre, tellke Saccharomyces cerevisiae, est également considérée comme un
systéme d'expression eucaryotique avec lequel il est relativement facile de produire une
protéine (Kurtz et al., 1995). 1l est possible de produire la protéine M2 du virus influenza
chez la levure, cependant une trop grande production de protéine M2 entraine un
relentissement de la croissance de levure. Ce ralentissement s'observe également chez les
cellules d'insectes (Black et al., 1993b) ainsi que chez les bactéries (Guinea et Carrasco,
1994) et il serait probablement dfi & la toxicité du canal ionique, pour les cellules, qui
augmente plus la quantité de protéine M2 est élevée (Kurtz et al., 1995).

2.9 Vacadns

Présentement, la protection contre le virus influenza est acquise suite & 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 compléte suite a la

vaccination avec le virus inactivé, d'autres outils ont di étre développés.

2.9.1 Vaccins sous-unitaires

Les vaccns sous-unitaires tout comme ceux fabriqués avec des virus inactivés
protegent contre une infection au virus influenza. Le principe du vacdn sous-unitaire repose
sur l'utilisation des sous-unités recombinantes HA et NA purifi€es, provenant du virus, afin
d'induire une réponse humorale anti-influenza tout en éliminant les inconvénients
généralement associés & l'utilisation du virus complet. L'avantage des vaccins sous-unitaires
repose sur le fait qu'ils peuvent induire une immunité cellulaire cytotoxique offrant une
protection contre plusieurs souches qui sont hétérologues a la souche dont on a injecté les
protéines, et ce contrairement auxanticorps neutralisants dirigés contre la protéine HA. Ceci,
en plus de limiter la progression de la maladie et de complémenter I'activité des vaccins
traditionnels, permet la production d'un vaccn sans qu'l soit essentiel de prévoir
annuellement de quelles souches il sera composé (Fries et al, 1993). Des expériences

réalisées avec l'aide d'adultes consentants ont démontré qu'il était possible d'obtenir une
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protection contre une dose du virus influenza de type A (HIN1), suite & l'immunisation avec
une protéine recombinante du virus influenza, bien qu'aucun Ac neutralisant n'ait été détecté
(Fries et al., 1993). Ces vaccins sont sécuritaires, cependant ils sont relativement dispendieux
a produire, ce qui peut devenir un obstacle & une campagne de vaccination a grande échelle ou
dans les pays sous-développés. C'est d'ailleurs le probléme majeur que pose la vaccination

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

2.92 Virus vivant atténué

Le principe visant a atténuer une souche virale a été développé, en 1796, par Edward
Jenrer en utilisant le virus de la vaccine présent chez les espéces bovines afin de protéger les
humains contre le virus de la variole. Il a ainsi démontré qu'il était possible d'engendrer une
réponse immunitaire suite a la vaccination avec un agent, similaire, mais moins pathogéne que
celui contre lequel on veut protéger (Jemer, 1798), tel que rapporté par Liu (1998). Plus
récemment, ce principe a €té appliqué pour le développement d'un vaccn impliquant
l'utilisation de souches virales adaptées au froid, c'est-a-dire qui ont la capacité de se
répliquer a des températures inférieures & 37-C. Ceci implique qu'elles se répliquent plus
facilement dans les voies nasales, puisque la température ambiante y est plus fraiche, que
dans le tractus respiratoire inférieur ou elles n'auront plus la capacité de causer la maladie.
Ceci permet de stimuler l'immunité mucosale et sy stémique sans qu'll y ait de risque d'étre
infecté suite & la vaccination (Maassab et DeBorde, 1985) et il semble que ce mode de

vaccination soit efficace chez les enfants (Liu, 1998).

Une autre approche, basée sur l'utilisation de souches adaptées au froid, a été utilisée
par le groupe de Palese (1997). Elle implique le développement d'un vaccin dans lequel ont
été inclues des souches adaptées au froid et qui possédent les génes des protéines HA et NA
provenant des souches circulant dans l'environnement, et contre lesquelles on veut

immuniser les individus.



35

2.9.3 Vecteurs viraux

Les virus atténués et les bactéries, modifiés au préalable, peuvent étre utilisés comme
plasmides dans lesquels il est possible d'insérer des geénes codant pour des protéines
présentes chez différents agents pathogénes. Ces vecteurs permettent de stimuler le systéme
immunitaire en utilisant seulement les génes de I'agent pathogene, p lutdt que 'agent en entier,
ce qui en fait des outils de vacdnation plus sécuritaires que le vaccin fabriqué avec une
souche virale atténuée. Le virus de la vaccine et le virus de la variole "avipox", présents chez
les espéces aviaires, sont deuxexemples de vecteurs viraux couramment utilisés. L'utilisation
en laboratoire du virus de la vaccne, comme vecteur viral, est trés populaire puisqu'il
possede plusieurs génes qui ne sont pas essentiels a la réplication du virus (Andrew ez al,,
1987), il est donc possible de les remplacer et d'insérer des fragments d'ADN qui peuvent
contenir jusqu'a 25 000 paires de base (pb) (Smith et Moss, 1983). De plus, il peut induire
une réponse immunitaire similaire a celle induite par le pathogéne dont il porte les génes.
Bien que l'immunité induite chez les individus qui ont déja été vaccinés avec le virus de la
variole soit plus faible, les médecins hésitent a utiliser ce virus comme vecteur viral et ce
méme si ces individus peuvent développer une immunité contre un autre agent pathogéne

dont le géne 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 géne de la protéine M2, inséé dans ce vecteur, ont démontré qu'l était
possible de détecter des anticorps dirigés contre la protéine M2 dans le sérum des souris
immunisées (Black et al., 1993b). Par la suite, les expériences réalis€ées 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 & l'immunisation avec le

baculovirus exprimant la protéine M 2.

Le virus de l'encéphalite équine vénézuélienne (VEE) recombinant est également
utilisé comme vecteur viral. Des études réalisées chez la sourns, suite a linjection sous-
cutanée du vecteur contenant la protéine HA du virus influenza, ont démontré qu'il était

possible d'obtenir des Ac spécifiques 4 la protéine HA qui protégent contre une infection par
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le virus influenza (Davis et al., 1996). Ce vecteur est inté&essant puisque le VEE n'est
pratiquement pas rencontré chez I'homme donc contrairement au virus de la varble,
I'absence d'une immunité pré-existante permettrait une bonne expression de l'antigene (Ag).
De plus, le VEE ne se réplique que dans les tissus lymphoides ce qui stimulerait de fagon

efficace le sy stéme immunitaire (Davis ef al., 1996).
2.94 Peptides synthétiques

L'utilisation 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 chaines d'aa impliquées dans la
réaction Ag-Ac et ils peuvent étre difficiles a générer si leurs épitopes sont conformationnels
et non linéaires, comme c'est le cas pour la protéine HA du virus influenza (Wiley et al,
1981). Administrés seuls, les peptides synthétiques ont un faible pouvoir immunogene, ils
doivent donc étre jumelés a des adjuvants qui ont pour rdle de stimuler la réponse
immunitaire. Présentement, bien qu'il y ait une grande quantité d'adjuvants disponibles,
I'hydroxyde d'aluminium est le seul adjuvant dont l'ajout est permis dans les vaccins
administrés chez 'homme (Liu, 1998). Récemment, des études sur le développement de
nouveaux adjuvants inoffensifs pour 'homme ont mené a l'utilisation de protéosomes. Les
protéosomes sont des protéines membranaires trés hydrophobes présentes chez le
méningocoque. Lorsque jumelés a des peptides synthétiques correspondant a 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 peptides synthétiques présente plusieurs avantages. Elle est
sécuritaire et contrairement aux vaccins traditionnels, il est possible d'inclure des peptides de
plusieurs pathogenes dans un seul vaccin et la période d'entreposage est plus longie (Levi et
al., 1995).
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2.9.5 Acides nuckiques

L'immunisation a l'aide de 'ADN, ou immunisation généique, implique l'induction
d'ure réponse immunitaire dirigée contre une protéine antigénique s'exprimant in vivo dans
une cellule, suite au clonage dans un vecteur plasmidique de I'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'expression de la protéine peut étre influencée par le nombre de copies du vecteur qui a été
transfecté dans une cellule, par le nombre d'introns présents dans le vecteur d'expression
ainsi que par la distance quisépare le promoteur, qui dirige I'expression, du géne a exprimer.
Les promoteurs les plus populaires sont les promoteurs viraux et les plus couramment
utilisés sont ceuxdu cy tomégalovirus (CM V) et du virus du sarcome de Rous (Ertl et Xiang,
1996; Norman et al., 1997). Des expériences réalisées chez plusieurs modéles animaux, par
exemple chez la souris (Rota ef al., 1990; Montgomery et al., 1993) et le furet (Donrelly et
al., 1995), ont démontré qu'il était possible, suite a 'immunisation génétique, d'engendrer une
immunité protégeant contre un grand nombre de maladies. De plus, les vaccns a 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 &8 ADN avec des adjuvants ne semble pas nécessaire
puisque I'ADN agirait lui-méme a titre d'adjuvant (Liu, 1998). L'immunisation génétique se
fait surtout, en injectant intramusculaire le vecteur contenant 'ADN. Le mécanisme par
lequel I'ADN injecté est pris en charge par les cellules musculaires est peu connu, cependant
il semble que ce dernier demeure sous forme épisomale sans s'intégrer au génome de la cellule
et sans se répliquer (Pardoll et Beckerleg, 1995). Son intégration possible au génome de la
cellule représente tout de méme un désavantage. De plus, bien que l'immunité semble de
longie durée elle est longie a se développer (Ertl et Xiang, 1996). Cependant, des
expériences réalisées sur le virus de 'hépatite B ont démontré qu'i était possible d'optimiser
chez la souris la réponse humorale en co-injectant un vecteur exprimant des cytokines et un
contenant I'ADN. En plus d'étre efficace, le recours & l'immunisation génétique contre
I'hépatite B s'avére moins dispendieux que la vaccination avec le vaccin sous-unitaire (Davis
etal., 1997).
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Des expériences, portant sur l'immunisation génétique contre le virus influenza, 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 'ADN codant pour la NP. De plus, les CTL produits pouvaient lyser les cellules
cibles infectées avec une souche qui est hétérologue a la souche d'ou provient la NP injectée
(Ulmer et al., 1993). D'autres expériences, portant sur l'immunisation génétique chez la
souris et impliquant la protéine HA, ont démontré que des Ac dirigés contre cette protéine
sont produits et qu'ls protégent contre une seconde infection de la souche homologue
(Ulmer et al., 1994; Justewicz et al., 1995; Deck et al., 1997).



3. APPROCHE EXPERIMENTALE
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3.1 Virus

3.2 Souches virales

Les souches de sous-type HIN1 utilisées, A/Sw/Québec/192/81 (SwQc81) et
A/Sw/Québec/539301 (SwQc91), ont été obtenues du laboratoire du Docteur Serge Dea,
professeur-chercheur au Centre de recherche en virologie de I'TAF. La souche SwQc81 a été
isok¥e en 1981 dans les fermes porcines du Québec au cours d'une épidémie d'influenza, chez
les porcs présentant les sy mptomes classiques de la grippe (Morin ef al., 1981). Quant a la
souche SWQ1, elle a été isoke chez des porcelets et des porcs dont les poumons

présentaient des lésions caractéristiques de la PPN (Deaet al., 1992b).

3.3 Culture et purification des souches virales

3.3.1 Culture

Les souches SwQc81 et SwWQc91 ont été cultivées dans des oeufs embryonnés de 11
jours provenant du couvoir Simetin (St-Canut, Québec, Canada). L'inoculum de chaque
souche a été diluée a 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 chorioallantoidienne
a l'aide d'ure seringue 3 centimétres cubes (cc) munie d'une aiguille 23G (Fisher, M ontréal,
Québec, Canada), le tout réalisé sous conditions stériles. Les oeufs ont été incubés a 33°C
pendant 48 heures en atmosphére humide puis transférés 4 4°C pendant 18 heures. Le

liquide allantoique infecté par chacune des souches a été récolté sous conditions stériles.

3.32 Purification

La purification du liquide allantoidien est réalisée en deux étapes comprenant: une
phase de concentration sur gradient discontinu de saccharose et une phase de purification qui

se subdivise également en deux étapes requérant aussi un gradient discontinu de saccharose
(Arora et al,, 1985).
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Lors de la concentration, les débris cellulaires sont €éliminés du liquide allantoique de
l'oeuf par filtration a l'aide de laine de verre (Pyrex Fiber Glass, Corning, New York, USA).
Le gradient discontinu 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 ultrapure (Canadian
Scientific Products, London, Ontario, Canada) dissout dans du tampon PBS contenant
0,02% de l'azide de sodum (NaN3), puis déposé dans un tube de pollyallomére de 30 ml
(Beckman, Toronto, Ontario, Canada) et congelé 30 secondes (sec) dans de I'azote liquide. A
ce premier coussin a été ajouté un deuxieme coussin de saccharose composé de 2 ml d'une
solution contenant 22% de saccharose (p/p) dissout dans un tampon PBS, le tout conglé
une seconde fois dans de l'azote liquide pendant 30 sec. Par la suite, un volume de 25 ml de
liquide allantoique infecté et clarifié a été ajouté dans chaque tube contenant le gradient
discontinu et ultracentrifugé a 100 000 X g pendant 60 mimtes (min) & 4°C dans une
ultracentrifugeuse de marque Beckmann. Suite & l'ultracentrifugation le liquide allantoique a
été enlevé en laissant toutefois 1 ml au dessus du gradient afin d'éviter de perturber a 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 allantoique
infecté a été ajouté et le tout a été centrifugé de nouveau, tel que décrit précédemment. Les
différentes manipulations ont été répétées jusqu'a l'épuisement du liquide infecté. Les
gradients contenant les culots de virus concentré pour chaque souche virale ont été

rassemblés et conservés jusqu'a I'étape de purification.

Préalablement a I'étape de purification, les culots ont été rassemblés et dispersés trois
fois a l'aide d'un sonicateur (Sonic, dismembrator, Fisher Scientific, Farmingdale, New York,
USA) utilisé a une intensité de 30 megahertzs (MHz) par seconde et clarifiés par
centrifugation (centrifugeuse PR-6, IEC, Needham, Mass. USA)a 1 000 x g pendant 10 min
a 4°C. La purification débute lorsque la concentration en saccharose de l'échantillon a été
ajustée a 50% (p/p) avec du saccharose solide. La suspension a été ultracentrifugée a 100 000
x g pendant 90 min 4 4°C. Les différentes 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 a 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 inférieure & celle des particules virales qui se sont retrouvées dans le
surnageant puis les différents culots contenant les particules ont ensuite été resuspendus a
l'aide de tampon PBS. Puis le dosage protéique et le titre hémagglutinant ont été effectués. Le

virus a également étéaliquoté et entreposé a -80°C jusqu'a son utilisation ultérieure.

3.4 Titre de l'activité hémagglutinante

La méthode du "WHO collaborating center for reference and research on influenza
(1982)" a été utilisée afin d'évaluer le titre de l'activité hémagglutinante de chaque souche
virale. Un volume de 0,05ml de PBS a été déposé dans tous les puits d'une plaque de 96
puits & fond rond Linbro/Titertek (ICN Biomedicals, Aurora, Ohio, USA), sauf dans ceux de
la premiére rangie dans lesquels a été déposé 0,1ml de chaque suspension virale. Des
dilutions en série logarithmique en base deux ont été effectuées et un volume de 0,05mi
d'érythrocytes de coq (0,5% dans du PBS) (Centre de biologie expéimentale de 1TAF)
fraichement préparés a par la suite été ajouté dans tous les puits. Le titre a été évalué apres
45 min d'incubation a la température de la piéce, selon la réciproque de la plus haute dilution
virale ou l'on retrouve 100% d'hémagglutination. L'hémagglutination est caractérisée par la
présence d'un tapis, formé par l'agglutination des globules rouges par le virus dans le fond du
puit, alors que l'absence d’hémagglutination est caractérisée par la présence d'un bouton de

globules rouges dans le fond du puit.

3.5 Dosage protéique

La concentration protéique des deux suspensions virales a été déterminée a 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 (Annexe 1, Section 3.0) a été ajouté 4 0,1 ml des
différents échantillons a tester qui ont par la suite été incubés 30 min & 60-C, dans un bain,
sous agitation constante. Parallélement, une courbe étalon a été établie avec des quarntités

d'albumine sérique bovine ("bovine serum albumin", BSA, RIA Grade, Sigma, Anachemia,
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Montréal, Québec, Canada) variant entre 0 et 10 microgrammes (ng)' L'absorbance des
différents échantillons a été lue & une longieur d'onde de 562 nanométres (nm) a l'aide du
spectrophotométre Carry 1E, U.V-Visible (Varian, Australie). La concentration protéique de
chaque souche virale a été déterminée a l'aide de l'extrapolation sur la courbe étalon de la

longreur d'onde de chacune.
3.6 Analy se de la pureté de chaque souche virale purifiée

La pureté de chaque suspension virale a été démontrée a l'aide d'un gel de
polyacrylamide en condition dénaturante, en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS),
selon la technique de Laemmli (1970). Le systéme électrophorétique "M ini-Protean II Dual
Slab Electrophoresis" (Bio-Rad laboratoratories, Ltd., Richmond, Califomie, USA) a été
utilisé selon le guide foumi par le manufacturier. Le gel d'un millimétre (mm) d'épaisseur
composé d'un gel de séparation de 12% de polyacrylamide (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% polyacry lamide et 0,1% SDS préparé dans du tampon 0,125 M Tris-HCl
pH 6,8 (Annexe 1, Section 4.0) a été couk entre deux plaques de verre. Un peigne de 10
puits (Bio-Rad) a été inséré entre les deuxplaques. Les échantillons du virus purifié (20 ng) a
analy ser ont été ajoutés a la solution dénaturante et réductrice concentrée 2 fois et composée
de 0,125 M Tris-HCI (Sigma) pH 6,8, 4% poids/volume (p/v) SDS (Bio-Rad), 20%
volume/volume (v/v) gly cérol (Fisher), 5% (v/v) B-memaptoe’thanol (Bio-Rad) et 0,01% de
bleu de bromophénol (Signa). Le tout a été chauffé & 100oC pendant 5 min afin d'accélérer la
dénaturation des protéines, puis déposé dans les différents puits du gel de tassement a l'aide
d'un embout "Prot/Elec" (Bio-Rad). La migration a été réalisée a la température de la piéce
pendant 45 min en appliquant une tension de 200 volts (V) a l'aide d'un générateur de
courant Bio-Rad et d'un réservoir contenant un tampon d'électrophorése composé de 0,025
M Tris (Signa) pH 8,3,0,192 M glycine (Bio-Rad) et 0,1% SDS.

Suite & I'ékectrophorése les protéines ont été visualisées en incubant le gel 4 la
température de la pitce, pendant 30 min sous agjtation constante, dans une solution

contenant 40% (v/v) de méthanol, 10% (v/v) d'adde acétique glacial (BDH Chemicals,
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Toronto, Ontario, Canada) et 0,4% (p/v) de bleu de coomassie brillant R250 (Bio-Rad), ce
qui a permis de fixer et de colorer les protéines. Le gel a par la suite été décoloré & l'aide de
plusieurs lavages successifs dans une solution composée de 40% (v/v) de méthanol et de
10% (v/v) d'adide 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
obtenues avec un marqueur composé de différentes protéines ayant des Mr se situant entre
100 et 10 kilodaltons (kDa) ("SDS-PAGE Molecular Weight Markers, low range") (Bio-
Rad) et traité en conditions réductrices et dénaturantes, tel que décrit pour le virus purifié. Le
marqueur était composé de la phosphorylase B provenant des muscles de lapin (974 kDa),
de la BSA (66,2 kDa), de l'ovalbumine de l'oeuf (45 kDa), de l'anhy drase carbonique bovine
(31 kDa), de I'inhibiteur de trypsine de la féve de soya (21,5 kDa) et du lysosyme de l'oeuf
(144 kDa).

3.7 Extraction de I'acide ribonucléique viral (ARNV) pour chaque souche
3.7.1 A partir du virus purifié

L'extraction de 'ARNv de chaque souche a effectuée selon la technique employ ée par
Chomezynski et Sacchi (1987) impliquant une extraction a l'isothiocyanate de guanidine
(Sigma) : phénol (BDH) : chloroforme (Signa). Tout le matériel servant a l'extraction a été
traité au préalable avec une solution inhibitrice de 'activité des ribonucléases composée de
0,1% de diéthy Ipyrocarbonate (DEPC) (Signa). L'ARNvV de la souche SwQc81 a été extrait a
partir d'un volume 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, auquel a été ajouté 1
microlitre (lll) de RNAsine (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suisse), 0,5 ml de solution
dénaturante (Solution D) composée de 4 M d'isothiocyanate de guanidine (Sigma), 0,5%
(p/v) de sarkosyl (Signa), 0,1 M de B-memaptoéthanol préparé dans du citrate de sodium
ajusté a pH 7,0 (Signa), 50 pl d'acétate de sodium 2 M a pH 4,0 (Signa), 0,5ml de phénol
saturé avec de I'ean (BDH) (Annexe 1, Section 6.0). Aprés avoir mélangé vigoureusement le
tout, 0,1 ml d'un mélange de chloroforme : isoamy! 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 & 10 000 x g, dans une centrifugeuse de tabke pour tube
eppendorf (Eppendorf model 5415C; Brinkmann), pendant 20 min & 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'isopropanol (Sigma) a été ajouté et aprés avoir été mélangé vigoureusement, le mélange a
été incubé au minimum une heure a -20oC afin de permettre la précipitation de I'ARN
génomique. Suite & l'incubation, le mélange a été centrifugéa 10 000 x g pendant 20 min & 40C
et le culot d'ARN a été resuspendu avec 0,2 ml de solution D et 1,2 ml d'isopropanol, puis
incubé pendant une heure & -20-C et centrifugé une seconde fois & 10 000 x g pendant 20 min
a40C. Le culot a étélavé avec 1 ml d'éthanol 70% (v/v) et centrifugéa 10 000 x g pendant 10
min a 4oC. L'excédent d'éthanol a été éliminé en asséchant le tube sous une hotte chimique a
ventilation, a la température de la piéce pendant 15 min et le culot a par la suite été
resuspendu dans 20 ul d'eau distillée traitée au DEPC, et un volume de 1 lll de RNAsine a
été ajouté aprés avor analysé la quantité et la pureté de I'ARN. Pour ce faire 'ARN a été
dilué 1 : 200 dans de l'ean distillée traitée au DEPC et une lecture de la densité optique a été
effectuée a des longieurs d'onde de 260 nm et 280 nm 4 l'aide du spectrophotomeétre (Annexe
2).

3.72 A partir du liquide allantoique

Pour ce quiest de la souche SwQc91, la méme procédure a été suivie sauf en ce qui
concerne les premiéres étapes. En effet, un volume de 3 ml de liquide allantoique ayant un
titre hémagglutinant de 512 HA/ml a été ultracentrifugé a 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'ean distillée traitée au DEPC a été ajouté ainsi que 0,3
ml de solution D afin 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 : isoamy]l alcool. Les

étapes suivantes ont été effectuées tel que décrit a la section 3.7.1.
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3.8 Synthese et amplification du géne codant pour la protéine de la matrice.
3.8.1 Amorces oligonucléotidiques

Les amorces oligonucléotidiques utilisées, lors de la transcription inverse (RT) et de
la réaction d'amplification par polymérisation en chaine (PCR), ont été sélectionnées a partir
d'ure banque de séquences de différentes protéines de la matrice du virus influenza porcn,
disponibles sur une banque de données (Genebank) et synthétisées au service de synthése
d'oligonuckotides de I'1AF. La premiére amorce sens, nommée M /F(26-40), a été sy nthétisée
de fagon a correspondre a la partie de séquence comprise entre les nuckotides 26 et 40 (5'-
GCCTCT AGA GAA TTC GAC ATG AGT/C CTT CT/CA ACC-3') alors que l'amorce
anti-sens M/R(981-994) qui a été sy nthétisée, de fagon a étre l'inverse et la complémentaire
de la séquence nuckotidique, s'étend de la région 981 a4 994 (5'-CGG CGT ACG GAC CTC
CTA TGT TGA CAA AAT-3"). Le site de restriction correspondant a l'enzyme de
restriction EcoRI (10 unités (U)) (GibcoBRL) a été ajouté a l'extrémité 5' de l'amorce
M/F(26-40) de méme que celui de l'enzyme de restriction Xhol (10U) (GibcoBRL) a été
ajouté a l'extrémité 3' de 'amorce M/R(981-994), afin de faciliter l'insertion du produit de
PCR purifié représentant le géne de la protéine de la matrice dans le vecteur d'expression

procary ote pET21(a) (Novagen, Madison, WI, USA) décrit a la section 3.11.
3.82 Réaction de transcription inverse

L'ARN génomique du segment 7 a été transcrit en acide désoxyribonucléique
complémentaire (ADNCc), a l'aide de la transcriptase inverse, a partir de ' ARNv isolé selon la
technique décrite a la section 3.7, et ce pour chaque souche. Environ 3 pg d'ARNv ont été
ajoutés, pour chaque souche, dans un eppendorf de 0,5 ml (Fisher) traité au DEPC et
contenant 1 lll de RNAsine (Pharmacia). Par la suite 1 Lll de l'amorce M/R(981-994) (50
picomoles/ul (pmol/ul)) ainsi qu'un volume variant d'eau distillée traitée au DEPC ont été
ajoutés afin d'obtenir un volume final de 12 pl- Le mélange a été incubé & 70-C 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. Aprés une centrifugation de 10 seca 10000x g a 4oC, 7 ;1 d'un mélange contenant 4

pl du tampon 5X composé: de 250 millimoles (mM ) Tris-HCI pH 8,3, de 375 mM KCl et
de 15 mM MgCh (GibcoBRL) ainsi que de 2 ) de 0,1 M de dithiothrétol (DTT)
(GibcoBRL) et 1 l»ll de 10 mM d'un mélange de quatre déoxynucléctides triphosphates
(dANTP) (GibcoBRL), ont été ajoutés. Une incubation de deuxminutes & 420C a été effectuce
et 1 1de Sup erscript’ 11 (200U) (GibcoBRL) a été ajouté. Le mélange a été incubé pendant
50 min & 42-C et l'enzyme a par la suite été inactivée en incubant le tubea 70oC pendant 15
min. Le tube a été centrifugé a 10 000 x g pendant 10 sec suite & une incubation sur glace
durant 15 min. L'ADNCc produit pour chaque souche a été utilisé pour la réaction de PCR. La

réaction de RT a étérépétée a trois reprises.
3.8.3 Amplification par PCR de I'ADNCc de la protéine de la matrice

Les produits requis ont été ajoutés dans l'ordre suivant: 77,5 Hl d'eau distillée, 10 ul
de tampon PCR 10X contenant 200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI (Boeringher
Mannheim), 3 ;1 de MgCh 50 mM (GibcoBRL), 2 ;1 d'un mélange de 10 mM dNTP, 2,5 )1
de chaque amorce M/F(26-40) et M/R(981-994), 2 ;1 de 'ADNc de chaque souche, et de
chacune des réactions de RT et 0,5 ;1 d'ADN Taq polymérase (5U/]) (GibcoBRL). Au 100
pl de volume réactionnel a été ajouté un volume de 100 1 d'huile minerale légere (Signa) afin
de prévenir I'évaporation de l'échantillon. Les différents tubes ont été placés dans un
themocy cleur (M iniCy cler, Perkins) afin de subir 35 cycles d'amplification comprenant une
étape de dénaturation de 45 sec a 950C, une hy bridation de 1 min & 55-C, une extension de 1
min & 72oC et une étape d'extension finale au dernier cycle de 10 min & 720C. Les
échantillons ont été refroidis & 4oC avant d'étre analy sés par électrophorese sur gel d'agarose.
Au total, un volume de 10 I»ll de chaque échantillon a été dilué dans 2 pl du tampon
échantillon 6X et ajouté dans un puit d'un gel de 0,8% (p/v) d'agarose ultrapure dissout dans
du tampon TAE 1X (Annexe 1, Section 7.0). Puis afin d'identifier les bandes des fragments
d'ADN obtenues et d'en estimer la longieur, un marqueur (1 kilobase (Kb) DNA ladder)
(GibcoBRL) contenant plusieurs fragnents de longieurs différentes a été ajouté. Les
échantillons ont migé pendant 40 min en appliquant une tension de 90 V a l'aide d'un
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générateur de courant Bio-Rad et le gela par la suite été coloré dans une solution de bromure
d'éthidium (0,5 mg/ml) (Annexe 1, Section 7.0) (Signa) pendant 40 min, sur une plaque
rotative. Le gel a ensuite été exposé aux rayons ultraviolets (UV) a lade d'un

transilluminateur FBTIV (Fisher) permettant de visualiser les bandes.
3.9 Clonage du géne de la protéine de la matrice
3.9.1 Purification des produits d'amplification

Les produits d'amplification décrits a la section 3.83 ont été purifiés a l'aide de la
trousse "Geneclean kit" (BiolO1, Vista, CA, USA). La méthode employée a été celle
suggérée par le manufacturier. Briévement, un volume de 30 l»ll du produit d'amplification,
auquel un volume de 6 u1 du tampon échantillon 6X a été ajouté, a été déposé dans le puit
d'un gel d'agarose de 0,8% (p/p) et a été soumis aux conditions électrophorétiques décrites a
la section 3.8.3. Suite & une coloration de 60 min au bromure d'éthidium, le gel a été visualisé
auxUV a 254 nm. Le fragment correspondant & 'ADNCc de la protéine de la matrice (M) a
par la suite été excisé du gel d'agarose 0,8% a l'aide d'un scalpel et transféré dans un tube
eppendorf de 1,5 ml pré-pesé. Par la suite, 3 volumes (uD) d'ure solution stock d'iodure de
sodium (Nal) ont été ajoutés au tubeet celui-ci a été incubé a 550C pendant 5 min ou jusqu'a
dissolution compléte de I'agarose (entre 5 et 7 min). Un volume de 5 Hl de billes de silice
(Glassmilk) a été ajouté et incubé 5 min a la température de la piéce tout en mélangeant a
chaque min. Le tube a par la suite été centrifugé pendant 10 sec 4 10 000 x g, apreés
décantation les billes ont été resuspendues dans 0,3 ml d'une solution de lavage (New Wash)
maintenue a une température de -20oC. Le tube a de nouveau été centrifugé 10 seca 10 000 x
g et deuxautres lavages ont été effectués. Le fragnent d'ADNCc a été élué en resuspendant les
billes dans 5 Hl d'eau distillée & 55°C et en incubant le tubea 550C pendant 2 4 3 min. Suite a
une centrifugation de 30 sec a 10 000 x g, le surnageant contenant 'ADNc a été transféré
dans un tube eppendorf de 0,5 ml. L'ADNCc a été élué une seconde fois avec un autre volume

de S l»ll pourun total de 10 !»ll'
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3.92 Clonage du géne 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 (Invitrogen, Co, San Diego, CA). Ce vecteur présentait aux
extrémités 5' des bases thymidines libres ce qui a facilité le clonage, puisque les produits
d'anplification contenaient une adénosine supplémentaire a I'extrémité 3' ajoutée par 'ADN
Taq polymérase lors de la réaction de PCR. La réaction de ligation a été réalisée en ajoutant,
dans un tube eppendorf de 0,5 ml, 50 nanogrammes (ng) du vecteur pCR21,
approximativement 50 ng du fragnent d'ADNc purifié, 1 pl de tampon de ligation 10X (60
mM TrissHCI pH 7,5; 60 mM MgCh; 50 mM NaCl 1 mgml de BSA; 70 mM B-
mercaptoéthanol; 1 mM d'adénosine triphosphate (ATP); 20 mM DDT et 10 mM de
spemnidine), 1 Hl (8U Weiss) de I'enzyme ligase 8 ADN du phage T4 et un volume d'eau
distillée stérile requis pour compléter le volume & 10 1. Le tubea ensuite été incubé pendant
16 heures & 140C. Les produits de ligation ont par la suite été conservés a -20oC jusqu'a leur

transformation.
3.9.3 Transformation dans les bactéries compétentes InvF

La transformation des produits ligués dans le vecteur pCR2.1 a été réalisée en
utilisant des bactéries compétentes d'E. coli (InvgF One ShotTM) (Invitrogen, Co, San
Diego, CA). Le protocole utilisé a été celui foumi par le manufacturier. Dans un tube
contenant 50 l»ll de cellules compétentes "One Shot e (InvyF) et conservé sur glace a été
ajouté 2 I—ll de 0,5 M B-mercaptoéthanol ainsi que 2 lll du produit de ligation. Suite & une
incubation de 30 min, le tube a été transféré dans un bain & 42C pendant 30 sec, afin de
causer un choc themique, puis incubé rapidement sur glace pendant 2 min. Un volume de
450 l»ll d'un milieu SOC (2% (p/p) try ptone (Difco), 0,5% (p/p) extrait de levure (Difco), 10
mM NaCl, 2,5mM de KCl, 10 mM de MgCk . 6H,0 (BDH), 20 mM de glucose (BDH)
pH 7,0), décongelé au préalable et maintenu a la températurede la piéce, a ensuite été ajouté
au tube. Le tube a par la suite été incubé a I'horizontal, et sous agitation constante (250

rotations par min (rpm)), pendant 90 min dans un incubateur 4 37-C. Des volumes de 100 !»ll
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et 200 1 du produit de transformation ont été étaks sur des boites de pétri contenant 20 ml
d'un milieu 2xYT (1,6% (p/v) de tryptone, 1% d'extrait de levure, 0,5% (p/v) de NaCl pH
7,0) supplémenté de 1,5% (p/v) d'agar noble (Difco) (Annexe 1, Section 9.0) et de 100 ugml
d'ampicilline (GibcoBRL) et solidifié. Les cellules transformées ont été sélectionnées aprés

une croissance de 18 heures dans un incubateur a 37-C.
3.9.4 Criblage des colonies possédant le plasmide et I'insert

Les cellules transformées ayant résisté a l'antibiotique ont étérepiquées dans 2 ml de
milieu 2xXYT contenant de l'ampicilline et elles ont été mises en culture pendant 18 heures a
37-C, sous agitation constante. Par la suite, la technique du "boiling miniprep", telle que
décrite dans "Short protocols in Molecular Biology (1992)", a été utilisée afin d'isoker les
plasmides. En résumé, la suspension bactérienne a été centrifugée pendant 2 mina 10 000x g
et le culot a été resuspendu 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 1 de
ly sozyme (10 mg/ml dans 50 mM Tris-HCI pH 8,3) et 3 l—ll de RNase (1 mg/ml dans de l'ean
stérile) (Annexe 1, Section 8.0). Le tout a été incubé 5 min a la température de la piece puis
bouilli pendant 2 min & 100-C dans un bain-marie. Aprés une centrifugation de 5 min a 10
000 x g, le culot a immédiatement été enlevé a l'aide d'un cure-dent et le surnageant a été
précipité avec 0,3 ml d'isopropanol 75%/2,5 M d'acétate d'ammonium. Le surnageant a par la
suite été aspiré aprés une centrifugation de 5 mina 10 000 x g puis le culot a été lavé avec de
I'éthanol 70% froid (-200C) et centrifugé de nouveau pendant 5 mina 10 000 x g. Une fois le
surnageant enlevé, l'excédent d'éthanol a été évaporé sous une hotte chimique a ventilation
pendant 20 min puis le culot a été resuspendu dans 50 pl d'ean distiliée. L'ADN plasmidique
isok a été dig&é avec l'enzyme de restriction EcoRI afin de vérifier la présence de l'insert.
Dans ce but, 2 )1 d'ADN plasmidique et 8 1 d'eau distillée ont été déposés dans un tube
eppendorf de 0,5 ml auquel ont été ajoutés 2 lll de tampon "React 3" 10X (0,5 M Tris-HCI
pH 8,0; 0,1 M MgCh; 1 M NaCl) (GibcoBRL), 1 pl (10U) d'enzyme EcoRI (GibcoBRL)
ainsi que 7 Hl d'eau distillée, afin de compléter le volume a 20 lll' Ce mélange a été incubé

pendant 60 min & 37-C puis les colonies positives ont été sélectionnées suite a la migration
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électrophorétique, selon la technique décrite a la section 3.8.3.
3.10 Séquencage

Pour chaque souche virale, trois colonies positives (C5, C11 et C17), provenant de
trois clonages différents, ont été choisies au hasard pour séquencer le géne correspondant a la
protéine M. L'ADN plasmidique de ces sixcolonies a été purifié par lyse alcaline a l'aide de
la trousse "Wizard  Plus Minipreps DNA Purification System" (Promega, Madison, WI,
USA) selon la technique décrite par le manufacturier, mais a laquelle quelques modifications
ont été apportées. Les six colonies ont été mises en culture dans 10 ml de milieu 2xYT
supplémenté de 100 ug/ml d'anpicilline puis elles ont été incubées 18 heures & 37-C, sous
agjtation constante. Par la suite les suspensions bactériennes ont été transférées dans 6 tubes
eppendorfs de 1,5 ml puis centrifugées pendant 2 mina 10 000 x g. Cette étape a été répétée
jusqu'a 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-HCI pH 7,5,
10 mM EDTA et de 100 ug/ml RNase 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'a ce que la suspension devienne claire. Immédiatement apres, 0,4 ml
d'ure 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 mina 10 000x g
a la température de la piéce. 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 a la fois) afin
de permettre l'adsorption de 'ADN plasmidique. Aprés avoir mélangé a une ou deux reprises
le contenu des tubes, a l'ade d'une pipette automatique (Gilson) de 1 ml, le tout a été
transféré dans une seringue de 3 ml (Fisher) a laquelle était rattachée une mini-colonne
foumie 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 (HM) dEDTA, de 8,3
mM de Tris-HCI pH 7,5 et de 55% (v/v) d'éthanol (Annexe 1, Section 9.0). Les mini-
colonnes ont ensuite été placées surun tube eppendorf de 1,5 ml puis centrifugées pendant 2

min & 10 000 x g & la température de la piéce, afin d'éliminer l'excédent de la solution de
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lavage. Finalement, un volume de 50 |1 d'ean distillée chauffée a 55-C a été ajoutée dans la
mini-colonne afin d'éluer 'ADN plasmidique. Ce dernier a par la suite été récolté, dans un
nouveau tube eppendorf de 1,5 ml, aprés une centrifugation de 30 seca 10 000 x g a la
température de la piéce. Suite aux manipulations précédentes, un volume final d'environ 0,3
ml contenant 'ADN plasmidique a été obtenu pour chaque colonie. L'ADN plasmidique
(ugm]) a été quantifié par dosage 4 une longueur d'onde de 260 nm (Annexe 2) et sa pureté a
été analysée sur un gel d'agarose de 0,8 % (p/v) (voir section 3.83 pour les conditions

électrophorétiques).

L'ADN plasmidique purifié provenant des colonies a été séquencé par le service de
séquencage de I'1AF. Le séquencage a été réalisé avec un séquenceur automatique "ALF"
(Automated Laser Fluorescent DN A sequencer; Phammacia Biotech) a l'aide de la méthode de
Sanger, basée sur I'ajout, a l'aide de l'enzyme T7 DNA polymérase (Pharmacia Biotech), de
didéoxinuckotides permettant la synthése de la chaine d'ADN. L'amorce universelle sens du
phage M 13 située en amont des sites de restriction EcoRI du vecteur et 'amorce anti-sens du
promoteur SP6, située en aval, ont été utilisées. Une amorce supplémentaire anti-sens a
également été utilisée afin de compléter la séquence du géne de la protéine M. Cette amorce a
été synthétisée selon la méme approche que les amorces qui ont servi pour les réactions de
RT et de PCR décrites auxsections 3.82 et 3.8.3. Cette amorce nommée M/R (721-742): 5'-
GGC CTG TAA ATT TTC C/AA GAA GA-3 a été synthétisée par le service
d'oligonuckotides de I'1AF. L'analy se et la traduction de la séquence nucEotidique en acides
aminés ont été possibles grace au proglamme Geneworks 2.2 (Intelligenetics Inc., M ountain
View, CA, USA). Les différences observées, entre SwQc81 et SwQc91, au niveau des

séquences nuckotidiques et au niveau des acides aminés ont été comparées.
3.11 Sous-clonage du gene de la protéine de la matrice dans le vecteur d'expression pET21(a)

L'insert d'ADNCc (vorr section 3.92) correspondant au géne de la protéine M, pour la
souche SwWQd91, a été digéré a l'aide des enzymes de restriction EcoRI et Xhol et sous-cloné
dans le vecteur d'expression procaryote pET21(a) afin de produire la protéine M1
recombinante (PMR).
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3.11.1 Digestion et purification de l'insert et du vecteur

Le vecteur pET21(a) ainsi que trois plasmides recombinants, pCR2.1-M91 (C5,
C11, C17) ont été digérés a l'aide des enzymes de restriction EcoRI (10U) (GibcoBRL) et
Xhol (10U) (GibcoBRL). Dans ce but, 20 lll d'ADN plasmidique ont été ajoutés dans un
eppendorf de 0,5 ml ainsi que 2 l»ll de tampon 10X réactif 2 (0,5M Tris-HCI pH 8,0; 0,1 M
MgCh; 0,5 M NaCl) (GibcoBRL), puis 6 lll d'eau distillée et 1 Hl de chaque enzyme de
restriction. Les réactifs ont été incubés pendant 60 min & 37-C et par la suite, un volume de 6
IJ-l de tampon échantillon 6X a été ajouté auxdifférents eppendorfs. Ce mélange a par la suite
été soumis aux mémes conditions électrophorétiques décrites a la section 3.8.3. Apres
coloration au bromure d'éthidium, les fragments d'ADN linéarisés, correspondant au géne de
la protéine M (1027 paires de bases (pb)) et au vecteur pET21(a) (5443pb), ont été excisés

du gel et purifiés a l'aide de la trousse Geneclean, selon les indications du manufacturier.
3.11.2 Clonage du fragment M 91 dans le vecteur pET21(a)

La réaction de ligation a été effectuée selon les indications du manufacturier. Le
melange réactionnel composé de 2 |1 (60 ng) de vecteur linéarisé, de 3 |31 (60 ng) de chaque
clone M91-C5,Cllet C17),de 1 P«l de tampon (10X) de ligation, de 3 lll d'ean distillée et
del l»ll d'enzyme ADN T4 ligase, a été déposé dans des tubes eppendorfs de 0,5 ml. Les
réactifs ont été incubés a 14oC pendant 18 heures et le mélange a par la suite été entreposé a

-200C jusqu'a I'étape de transformation.
3.11.3 Transformation dans les bactéries Escherichia coliBL21(DE3)

Les bactéries ont tout d'abord été rendues compétentes a l'aide du chlorure de
calcium, selon la méthode de Cohen et al. (1972). Dans ce but, les bactéries noncompétentes
ont été préalablement étakes sur un pétr, contenant du milieu 2xYT et de l'agar sans
antibiotique, le tout a ensuite été incubé pendant 18 heures dans un incubateur dont la

température a été maintenue a 37-C. Par la suite, une colonie isokée a été remise en culture
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dans 2 ml de milieu 2XYT sans antibiotique puis incubée sous agitation constante a 37oC
pendant 18 heures. Un volume de 100 lll de culture bactérienne a été transféré stérlement
dans un volume de 100 ml de milieu 2xYT sans antibiotique, préalablement déposé dans un
erlenmeyer de 500 ml, puis le flacon a été incubé jusqu'a ce que l'absorbance prise a une
densité optique de 600 nm atteigne entre 0,4 et 0,5, ce qui correspond & la moitié de la phase
de croissance logarithmique soit environ 2,0 X 108 cellules/ml La culture bactérienne a par la
suite été dép osée dans deuxtubes coniques de propy léne de 50 ml (Fisher) refroidis sur glace
qui ont par la suite été centrifugés & 1 000 x g pendant 15 min a 40oC. Le culot a été
resuspendu délicatement 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 centrifugéa 1 000 x g
pendant 15 mina 40C et le culot a de nouveau étéresuspendudans 2 ml de 0,1 M de CaCk.
Les bactéries ont été aliquotées en volume de 0,2 ml dans des eppendorfs de 1,5 ml et le
surplus a été congelé rapidement dans un mélange de méthanol : glace séche et finalement les

tubes ont été entrep osés a -80-C.

Pour la transformation, un volume de 2 1 de chaque produit de ligation (voir section
3.92) a étéajouté a un tube contenant 0,2 ml de bactéries compétentes BL21(DE3) et 1 lll
de B-memaptoéthanol. Par la suite, les étapes décrites a la section 3.9.3 ont été répé&ées.
Finalement, trois volumes (50, 100 et 200 Hl) de chaque produit de transformation ont été
étalés sur un pétni d'agar contenant du milieu 2xYT avec l'antibiotique carbenicilne (100
ug/ml) (Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Sola, CA, USA) puis les pétris ont été
incubés pendant 18 heures a 37°C (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 a 370C et repiquées sur
un pétri d'agar composé de milieu 2xYT avec antibiotique permettant d'identifier les colonies
a l'aide d'un numéro. Aprés l'incubation, un volume de 200 pl de chaque culture bactérienne a

été transféré dans 1,8 ml de milieu 2xYT avec antibiotique frais. Les tubes ont été incubés a
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37-C sous agitation constante, jusqu'a ce que l'absorbance prise & une densité optique de 600
nm se situe entre 0,6 et 0,8. Par la suite, un volume de 20 l—ll d'une solution de 100 mM
d'isopropy F3-D-thiogalactoside (IPTG) (GibcoBRL) (molarité finale de 1 mM) a été ajouté
au 2 ml de milieu et le tout a été incubé pendant 4 heures a 37-C, sous agitation constante.
L'induction a été stoppée en plagant immédiatement les tubes dans de la glace et en ajoutant
20 l»ll d'une solution de 100 mM de phenyl-methy l-sulfonyl-fluoride (PMSF) (Signa)
(Annexe 1, Section 10.0) a tous les tubes, afin d'inhiber l'activité des protéases cellulaires.
Les échantillons ont été transférés dans des tubes eppendorfs de 1,5 ml qui ont été
centrifugés pendant 2 mina 10 000 x g a 4oC. Le culot a par la suite été resuspendu dans 0,3
ml de PBS et afin d'identifier les colonies exprimant la protéine, un volume de 20 1 de
chaque échantillon a été prékevé et ajouté a 20 lll du tampon échantillon 2X. Apres une
incubation de 5 min & 100-C suivie d'une centrifugation de 5 mina 10 000x g, un volume de
30 l»ll de chaque échantillon a été déposé dans les puits d'un gel de polyacrylamide SDS-
PAGE formé d'un gel de séparation de 12% et d'un gel de tassement de 4%. Les conditions
électrophorétiques utilisées ont été les mémes que celles décrites a la section 3.6, tout comme
les étapes menant a la visualisation de la protéine. Les colonies (C5, C24 et C28) qui
exprimaient une protéine d'environ 28 kDa ont été sélectionnées comme étant des colonies

positives.
3.11.5 Solubilisation des corps d'inclusion des bactéries BL21(DE3)

Afin 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 comme étant
positif a été soniqué trois séries de 10 seca 30 MHz. Le tout a été centrifugé 2 min 4 10 000
X g, 4 la température de la piéce. Le surnageant de chaque échantillon a ensuite été déposé
dans un second tube eppendorf de 1,5 ml, alors que le culot a été resuspendu dans 100 pl de
tampon échantillon. Un volume de 30 l»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 & 100oC puis centrifugé 4 10 000 x g pendant 2 min, 2 la

température de la piéce.
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Les échantillons ont été analysés sur un gel de polyacrylamide 12% (vor les
conditions électrophorétiques décrites a la section 3.6). La protéine a été libérée des corps
d'inclusion de la bactérie & l'aide d'un traitement, composé de 100 pl de tampon échantillon
2X auquel a été ajoutée une quantité de 100 mM de TrissHCl pH 7,5, suivi d'une incubation
de 30 min a 50oC (Annexe 1, Section 11.0). Apré une centrifugation de 2 mina 10 000x g le
surnageant a été déposé dans un autre tube eppendorf de 1,5 ml et le culot a été resuspendu
dans 100 |1 de tampon échantillon. Une seconde analyse électrophorétique sur un gel de
polyacry lamide de 12% a été effectuée.

3.11.6 Cinétique d'expression

Afin d'évaluer les conditions optimales d'expression de la PMR, une cette derniére a
tout d'abord été induite & différentes températures. La suspension bactérienne d'une colonie
positive (C24) a été ajoutée a 2 ml de milieu 2xYT contenant un antibiotique puis incubée a
250C, 300C, 330C ou 37-C dans 1 mM d'TPTG 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 a 37-C. Par la suite, la méme
colonie positive a été induite, dans des tubes de verre de 10 ml contenant 2 ml de milieu
2xYT avec antibiotique, a différents temps d'expression: 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 14,
18,20 et 24 heures. Pour fin de comparaison, I'analy se a été effectuée en utilisant la méme
quartité de protéines totales pour chaque tube. Dans ce but, la concentration de chaque
échantillon a été évaluée a l'aide de la trousse "BCA protein assay Kit" selon la technique

décrite a la section 3.5.
3.12 Electroélution et dialy se de la protéine M 1 recombinante

Aprés avor solubiliser et évaluer les conditions optimales d'expression de la PMR,
cette derniére a été produite en grande quantité dans un volume de 200 ml de milieu 2xYT
avec antibiotique contenu dans un erlenmeyer de 500 ml. Elle a par la suite été purifiée par
électroélution de la bande, correspondant au poids moléculaire de la protéine, puis exicée d'un
gel de polyacrylamide SDS-PAGE.
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3.12.1 Production de la protéine M 1 recombinante

Les conditions décrites 4 la section 3.11.4 ont été appliquées. Cependant, les
volumes d'TPTG et de PMSF (1 mM final) ont été ajustés en fonction du nouveau volume de

production. La protéine a par la suite été solubilisée.

3.12.2 Electroélution 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 peigne formé
d'un petit puit réservé au marqueur de Mr et d'un second puit plus large dans lequel a été
déposé l'échantillon a éluer. Aprés migration, selon les conditions électrophorétiques décrites
a la section 3.6, les extrémités du gel contenant le marqueur et une partie de I'échantillon ont
été découpées a l'aide d'un scalpel, puis colorées, selon la technique décrite a la section 3.6.
Les extrémités ont été remises en place sur le gel et la bande correspondant & la protéine
recombinante a été excisée du gel. Les bandes de protéines ont été conservées dans du PBS a

40C jusqu'a I'électroélution.

Les protéines ont été éluées dans le systéme de Bio-Rad modéle 422 (Bio-Rad)
composé d'un support pouvant contenir 6 tubes de verre et auquel était relié une électrode.
L'extrémité inférieure de chaque tube a été bloquée a l'aide d'un "fritz" (Bio-Rad) puis un
adaptateur en caoutchouc, auquel a été fixé une membrane a dialyse (Bio-Rad), y a été
installé. Un tampon électrophorétique composé de 0,192 M de glycine (Bio-Rad) et 0,025
M TrispH 8,3 (Annexe 1, Section 12.0) a été utilisé pour la chambre supéieure et inférieure
du systéme, afin de permettre au courant de passer. Du tampon a été ajouté dans chaque
tube ainsi que dans l'espace séparant le "fritz" et le sac a dialyse. Les bandes de protéines
excisées ont été découpées en petits morceaux qui ont été placés dans chaque tube a raison

de 1 cm d'épaisseur maximum par tube.

L'électroélution s'est effectuée a 40C pendant 18 heures, en appliquant un courant de

50 V. La solution contenue dans la chambre inférieure du sy stéme a été constamment agitée
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par un barreau métalique alimenté par un générateur de courant Buchler. Suite a
I'électroéution, la protéine a été concentrée a 4oC, a l'aide de l'appareil Speed-Vac (Savant,
Farmingdale, NY, USA) a raison de 0,5 ml par tube eppendorf de 1,5 ml et ce pendant 3
heures. Le contenu des tubes a été transféré dans des sacs a dialy se de porosité de 12-14 kDa
(Spectra/Por, Spectra medical industrie, LA, USA) afin d'éliminer l'excédent de détergent, dii
a l'utilisation de SDS, lors de la concentration. Les échantillons ont été dialysés deux fois
pendant 60 min et une derniére fois pendant 18 heures en présence d'un tampon composé de
0,05M Tris-HCl pH 7,5 4 4oC. La dialy se s'est effectuée dans un erlenmeyer de 2 litres avec
agitation constante a l'aide d'un barreau métallique alimenté par un générateur de courant
Buchler. Par la suite le tampon a été remplacé par un nouveau tampon composé cette fois de
0,008 M de Tris-HCI1 pH 7,5 (Annexe 1, Section 12.0) puis les échantillons ont été dialy sés
selon la technique décrite précédemment. Aprés dialyse, la pureté des échantillons a été
analy sée sur un gel de polyacry lamide de 12% et la quantité de protéine purifiée a été évaluée

en mesurant l'absorbance prise & une densité optique de 280 nm.
3.13 Purification de la protéine M 1 native

La protéine M 1 native provenant du virus SwQc91, purifié selon la technique décrite
a la section 3.3, a été utilisée. La pureté de la protéine M1 a été analy sée de la méme fagon
que la souche virale purifiée (section 3.6). Par la suite, un volume de 1 ml, composé cette
fois-ci de 0,5 ml de virus purifié et de 0,5 ml du tampon échantillon 2X, a été utilisé. La
bande correspondant & une Mr de 28 kDa a été excisée du gel et éledtroéluée selon la
technique décrite a la section 3.12.2. Par la suite, la protéine M1 native électroéluée a été
dialysée (section 3.12.2) et la quantité de protéine purifiée a été évaluée en mesurant

l'absorbance prise a une densité optique de 280 nm.
3.14 Etude de I'antigénicité de la protéine M 1 recombinante
La réactivité de la PMR contre un sérum polyclonal antiSwQc91 et contre 5 AcMo

(fournis par le docteur Zipping Ye du NIH), a été étudiée en utilisant la technique
d'immunobuvardage de type "Western" (Towbin er al, 1979, Burnette, 1981). Cette
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technique se divise en deux étapes. La premiére consiste en un transfert électrophorétique
des protéines, séparées sur un gel SDS-PAGE, sur une membrane alors que la seconde

implique un immunobuvardage faisant appel a l'utilisation d'Ac primaires et secondaires.
3.14.1 Transfert électrophorétique

Les échantillons suivants ont été utilisés lors du transfert électrophorétique: deux
témoins négatifs (la suspension bactérienne non-exprimée et le vecteur contenu dans la
suspension bactérienne et exprimé 4 heures a 37-C avec 1 mM d'IPTG), un témoin positif
représenté par le virus SwQc91 purifié (section 3.3) ainsi que l'échantillon a tester,
représenté par la suspension bactérienne contenant la PM R exprimée 4 heures a 37°C avec 1
mM d'IPTG. Dans le cas des expériences réalisées avec les AcMo, le témoin positif était

représenté par la protéine M 1 native purifiée et électroéluée (section 3.13).

Un volume de 30 P«l’ composé de 15 Hl de I'échantillon et de 15 l-ll du tampon
échantillon 2X, a été déposé dans un tube eppendorf de 1,5 ml quia par la suite été chauffé a
100-C pendant 5 min. Suite & une centrifugation de 5 mina 10 000 x g, un volume de 15 Hl
du surnageant de chaque échantillon a été déposé, a laide d'une pipette automatique
"Pipetman P200" (Gikon) et d'unembout "Prot/Elec” (Bio-Rad), dans les puits de deux gels
de polyacrylamide de 12%. Un volume de 4 lll d'un marqueur de Mr, "SDS-PAGE
Molecular Weight Markers low range : 100-10 kDa" (Bio-Rad), a été préparé en ajoutant
dans un tube eppendorf de 0,5 ml: 8 Lll du marqueur, 22 Ml d'eau distillée et 30 ul de tampon
échantillon 2X. Le marqueur a été ajouté au puit du gel SDS-PAGE, aprés avorr été bouilli et
centrifugé. Les conditions électrophorétiques ont été appliquées suivant la technique décrite

a la section 3.6. Cependant, un seul gel a été coloré.

Le second gel SDS-PAGE a été conservé a 4oC dans 30 ml de tampon de transfert
(20% (v/v) méthanol, 0,192 M gly cine (Bio-Rad), 0,025 M Tris (Sigma) pH 8,3) pendant 30
min. Paralélement, une membrane de polyvinylidne (PVDF) "Immobilon" (Millipore,
Bedford, MA, USA) de 0,45 micrométre (um) de porosité a été activée dans 10 ml de
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méthanol 100% pendant quelques sec et placte immédiatement dans 10 ml d'eau distillée.
Aprés quelques sec, la membrane a été ré-équilibrée 10 min dans le méme tampon de
transfert que le gel. Deux papiers filtres #3 (Whatmann) ont également été saturés dans le
tampon de transfert pendant quelques min. Une fois les incubations terminées, le transfert

électrophorétiques des protéines sur la membrane a été effectué.

Dans un systtme "Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfert Cell' (Bio-Rad
laboratories) le gel SDS-PAGE a été étaké sur un papier filtre, lui-méme étak sur un coussinet
de fibre. La membrane de PVDF a été déposée sur le gel et par la suite, un second papier
filtre ainsi qu'un second coussinet de fibre ont été déposés sur cette derniére. Le tout a été
placé entre deux plaques de plastique, formant ainsi un support rigide qui a été déposé en
position verticale, dans la cellule électrop horétique contenant le tampon, de fagon a ce que le
gel soit dirigé du cotéde la cathode (-) et la membrane du c6té de I'anode (+). Le transfert a
été effectué a 4oC pendant 18 heures en appliquant un courant de 40V alimenté par un
générateur de courant Bio-Rad de modéle 2502.5 (Bio-Rad laboratories) et sous agitation a
l'aide d'un barreau métallique alimenté par un générateur de courant Buchler. Par la suite,
pour s'assurer que le transfert s'est bien effectué, la section de la membrane contenant le

marqueur de Mr a été découpée puis colorée afin de visualiser les bandes.

Parall¢lement au transfert, les bactéries E coli BL21(DE3) ont été pré-adsorbées avec
le sérum anti-SwQc91 polyclonal ainsi qu'avec les différents AcMo. Cette étape a été
effectuée afin de réduire le bruit de fond, puisque les sérums recueillis proviennent d'animaux
qui posseédent dans leur flore intestinale la bactérie E coli La pré-adsortion a permis la

formation de complexes immuns non-spécifiques avec la bactérie.

Pour chaque sérum, quatre tubes eppendorfs de 1,5 ml ont été remplis de milieu
2xYT contenant les bactéries, qui ont préalablement poussé pendant 18 heures a 37-C, sous
agitation constante. Les tubes ont ensuite été centrifugés a 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 cycks de 10 seca 30 MHz et par la suite 0,1 ml du sérum polyclonal et

0,1 ml des différents AcMo a été ajouté & un premier tube de bactéries soniquées, chaque
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AcMo ayant été placé dans des tubes différents. Les tubes contenant les sérums et les
bactéries ont été incubés 60 min sur une plaque rotative. Une fois l'incubation terminée, les
tubes ont été centrifugés S min a 10 000 x g et le surnageant a été ajouté & un autre tube
contenant 0,3 ml de bactéries soniquées. Cette étape a été effectuée a trois reprises et elle a
été suivie d'une derniére incubation effectuée & 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 a -80-C.

3.14.2 Immunobuvardage

Suite au transfert, 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) a la température
de la piéce et sous agitation. Le sérum antiSwQc91 polyclonal pré-adsorbé avec les
bactéries BL21(DE3) a été dilué 1 : 500 dans une solution de dilution (1% (p/v) BSA et
0,05% (v/v) Tween-20) et ajouté a la membrane saturée. Le tout a été incubé une heure a la
température de la piéce sous agitation constante. Une fois I'incubation terminée, la membrane
a été lavée a trois reprises pendant 15 min a l'aide d'une solution composée de TBS 1X et de
0,05% (v/v) Tween-20. Par la suite, deux autres lavages de 10 min avec du TBS 1X ont été
effectués afin 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 a la peroxydase) (ICN) qui a été
dilé 1 : 1000 avec la solution de dilution. Les différentes étapes de lavage ont été répétées et
par la suite, la membrane a été incubée avec la solution de révdation, (0,06% (p/v) 4-chloro-
1-naphtol (4CN)) (Bio-Rad) contenant un substrat enzymatique (Annexe 1, Section 13.0),
jusqu'a l'apparition de bandes pourpres (environ 15 min). La réaction a ensuite été stoppée
en déposant la membrane dans de l'eau distillée. Ces étapes ont été répétées pour chacun des
AcM o dirigés contre la protéine M 1 de la souche A/WSN/33 virus influenza.

3.15 Immunisation des souris

L'immunisation a été réalisée selon la technique décrite dans Antibodies (1988). Au

total, 30 souris Balb/c (Charles River, St-Constant, Québec, Canada) de sexe féminin, agées
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entre 6 et 8 semaines ont été utilisées et réparties en cinq groupes de 6 sours. Les différents
groupes ont été identifiés dans l'ordre suivant selon I'échantillon qui leur a été administré: le
groupe #1 immunisé avec du PBS 1X, le groupe #2 immunisé avec la protéine M1 native
(PMN) électroéluée a partir du virus SWQc91 purifié, le groupe #3 immunisé avec la PMR
électroéluée, le groupe #4 immunisé avec le virus SwQc91 purifié et le groupe #5 représenté

par des souris non-immunisées et cohabitant dans la méme piece que les autres.

La dose a été calculée afin d'administrer 50 ;g de la protéine M1 aux groupes #2, #3
et #4. Les souris des groupes #1 a #4 ont regu 0,5 ml d'une émulsion (50 : 50) de I'échantillon
jumelé a un adjuvant de Freund par voie intra-péritonéale, a 14 jours d'intervalle, a l'aide
d'ure seringue de 3 ml et d'une aiguille de 26G. L'adjuvant complet de Freund (Difco) a été
utilisé lors de la premiére injection alors que pour les deux injections suivantes, c'est
l'adjuvant incomplet de Freund (Difco) qui a été utilisé. Des échantillons sanguins ont été
prélevés sur les 30 souris, par ponction du sinus veineux situé au niveau de l'orbite oculaire
au jour 0, ce prékvement constituant le sérum pré-immun. Des prélevements ont également
été effectués auxjours 24, 38 et 54, soit 12 jours aprés chacune des injections et une derniére
saignée a été effectuée trois semaines apreés le dernier prékvement. Ces différents sérums ont

permis d'étudier la cinéique des Ac générés suite a 'immunisation.
3.16 Test ELISA indirect

L'épreuve d'ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indirect a été réalisée
afin de détecter dans le sérum 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 virus SwQc91 purifié a été ajustée a 10 ug/ml dans du tampon d'adsorption
(0,05 M Na;CO3-NaHCO3 (Baker), pH 9,6) (Annexe 1, Section 14.0) et un volume de 50 Hl
a étédéposé dans les puits d'une plaque de 96 puits a fonds plats (Linbro/Titertek, ICN). La
plaque a par la suite été incubée pendant 18 heures & la température de la piéce, 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'une solution
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composée de 2% (p/v) BSA et 0,1% (v/v) Tween-20 dans 10 mM de PBSa pH 7.4. Les
plaques ont ensuite été incubées pendant 2 heures & la température de la piéce. Suite a un
lavage avec 0,3 ml d'une solution de 0,05% Tween-20 dans 10 mM de PBS pH 7,4, un
volume de 50 1 de la solution de dilution a été ajouté dans tous les puits, sauf dans ceux de
la premiére rangée ol un volume de 100 l-ll de chaque sérum, dilvé 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 sérums ont été incubés pendant 60 min a la
température de la piéce. Les puits ont de nouveau été lavés a cinq reprises avec 0,3 ml de la

solution de lavage, afin d'éliminer le surplus d'Acquine ce seraient paslieral'Ag

Un volume de 50 ,_Ll d'un Ac secondaire de chévre (anti-IgG de sours (H+L) couplé a
la peroxy dase) (Bio-Rad) qui a été dilué 1 : 4000 avec le tampon de dilution a été ajouté a
tous les puits et le tout a été incubé pendant 60 min a la température de la piéce. Une
derniére série de sept lavages a été effectuée avec 0,3 ml de tampon de lavage et un volume de
100 ;1 d'une solution de réveélation composée de 0,4% d'hypochlorure d'orthophény léne
diamine (OPD, Sigma Chemical, Co., St-Louis, Missouri, USA) et 0,012% H;0: a par la
suite ét€ ajouté dans tous les puits. Les plateaux ont ensuite été incubés a la noirceur pendant
15 min a la température de la piéce et la réaction colorimétrique a été stoppée par I'ajout dans
tous les puits d'un volume de 100 Hl d'ure solution de H2SO4 2 N (Annexe 1, Section 14.0).
Le test ELISA indirect a été effectué en utilisant 1 pgmlde la PMR comme Ag adsorbé dans
le fond des puits.

Le témoin négatif, représenté par le sérum pré-immun, a été dilué de la méme fagon
que les autres sérums tout comme le témoin positif représenté par le sérum hy perimmun de
souris Balb/c antiSwQc91. L'absorbance de chaque puit a été prise a une densité optique de
490 nm a l'aide d'un lecteur de plaques ELISA (Benchmark Microplate reader, Bio-Rad, CA,
USA). Le titre en Ac pour chaque groupe de souris immunisées a par la suite été évalué. Un
résultat a été considéré comme positif lorsque la valeur de l'absorbance obtenue pour le
sérum a tester était 3 fois celle de l'absorbance obtenue pour le sérum pré-immun. Les

sérums ont été aliquotés dans des tubes eppendorfs de 1,5 ml et entreposés a -20-C.
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4.1 Purification et concentration

Pour la souche virale SWQc91 un volume d'environ 2,5 litres de liquide allantoique,
ayant au départ une activité hémagglutinante de 512 UHA/mI, a été concentré et purifié.
Suite au dosage, la concentration protéique de la suspension virdle SwWQd91 état de 9,6
mg/ml, pour un volume final de 2 ml. L'activité hémagglutinante a été évaluée a 5,12 X 10°
UHA/m], ce quia permis de calculer une activité spécifique de 5,33 X 10* UHA/mg. En ce
qui concerne la souche SwQc81, elle a été concentrée et purifiée au cours d'un autre projet de
maitrise (Henrichon, 1997). L'activité hémagglutinante ainsi que l'activité spécifique ont été
évaluées respectivement 4,1 X 10° UHA/ml et 5,86 X 10* UHA/mg

4.2 Profil polypeptidique des souches virales purifiées par SDS-PAGE

L'analy se du profil polypeptidique sur gel de polyacry lamide 12% en présence de
SDS a permis d'évaluer la pureté des suspensions virdes (Figiare 3). En conditions
réductrices, il a été possible de constater que les différentes protéines des souches virales
SwQc81 (puit #2) et SWQA1 (puit #3) semblent étre de méme Mr. Les Mr des protéines
NA,NP,HA1,M1 et HA2 ont été évaluées respectivement a 60 kDa, 56 kDa, 46 kDa, 28
kDa et 26 kDa. Les Mr similaires des protéines M1 et HA2 jumelées a la mauvaise
résolution de I'image digitalisée font que seul la bande correspondant a la protéine M1 est
visible sur le gel (Figire 3).

4.3 Extraction de l'acide ribonucléique viral (ARNv)

Suite & I'extraction, selon la méthode de Chomczynski 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, I'ARNv a étéextrait & partir de 1 mg de virus purifié et il a été possible d'obtenir
une quartité de 0,32 l-lg/lll ay ant un ratio 260280 nm de 1,8 (Annexe 2). En ce qui concerne
l'extraction de ' ARNv de la souche SWQc1, réalisée a partir de 3 ml de liquide allantoique, il
a été possible d'obtenir une quantité de 0,64 g/l dont le ratio 260280 a été évalué a 1,8
(Annexe 2).
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Figure 3: Analyse de la pureté des souches SwQc81 et SwQc91 par électrophorése sur SDS-
PAGE, 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 B-mercaptoéthanol. Une quantité de
20 pg 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 & une tension constante de 200V pendant 40 min a la
température de la piéce. Suite a I'électrophoreése, la coloration du gel au bleu de coomassie
(0,4%) a permis de visualiser le profil polypeptidique des 2 souches virales (voir technique
décrite a la section 3.6 de 'approche expérimentale).



kDa 1 2 3

97,4

66,2 NA
NP

45,0 HA1

31,0 Mi
HA2
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puit #1: Marqueur de masse moléculaire (2,0pg par protéine) comprenant la phosphorylase
B (97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), I'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), I'anhydrase carbonique
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa)

puit #2: Souche virale SwQc81 (20p.g/20ul) en conditions réductrices

puit #3: Souche virale SwQc91 (20pg/20ul) en conditions réductrices

Les protéines virales observées par ordre décroissant sont : la NA monomérique, la NP, la
sous-unité HA1 de I'HA, la protéine M1 et la sous-unité HA2 de 'HA.
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4.4 Réaction de transcription inverse et d'amplication par polymérisation en chaine (PCR) de
I'ADNc

L'ARN génomique du segment #7, correspondant a la protéine M, a été transcrit en
ADNca partir de 'ARNv extrait pour chaque souche a l'aide d'amorces spécifiques et de la
transcriptase inverse. Suite & la réaction de PCR il a été possible d'observer une bande, sur un
gel d'agarose de 0,8%, d'environ 1 Kb ce qui semble correspondre au géne de la protéine M
(1,027 Kb) (Figure 4).

4.5 Clonage du gene de la protéine de la matrice

Les produits de PCR purifiés ont été introduits dans le vecteur pCR2.1. Suite a la
transformation et au criblage des colonies obtenues, une digestion a l'aide de I'enzyme de
restriction EcoRI a permis de visualiser la présence du géne de la protéine M pour les
colonies C13, C45, C46 et C47 obtenues pour la souche SwQc81 et C5,C11, C17, Ci9et
C21 pour la souche SwQc91 (Figire 5). En effet, la présence de deux bandes a pu étre
observée, une de poids moléculaire estimé a environ 4 Kb correspondant au vecteur pCR2.1
linéarisé (3,900 Kb) et 'autre d'environ 1 Kb correspondant au poids moléculaire du géne de
la protéine M (1,027 Kb) (Figure 5).

4.6 Séquengage

Aprés avorr identifi€ les colonies possédant l'insert, trois colonies ont été choisies au
hasard pour chaque souche (C13, C45 et C47 pour SwQc81 et C5, C11 et C17 pour
SwQc91). L'ADN plasmidiquede ces colonies a été produit et purifié en quantité suffisante
pour pouvoir étre séquencé. La technique qui a été employée est décrite a la section 5.0 de
l'approche expérimentale. Les séquences ont été comparées avec une séquence porcine de
référence A/Swine/lowa/17672/88 (HIN1) (FLAMSI88) du geéne de la protéine M afin de
s'assurer qu'll s'agissait biendu bon géne. Les résultats obtenus ont permis d'observer que le
géne de la protéine M contient bien 1027 nuckotides, et ce pour les trois colonies des deux

souches pordnes (Figire 6). De plus, il a été possible de noter que le cadre de lecture de la
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Figure 4: Electrophorése sur gel d'agarose de 'amplicon ADN du géne de la protéine de la
matrice (M) produit par RT-PCR pour les souches porcines SwQc81 et SwQc91.

Un mélange contenant 2 pl du tampon échantillon 6X et 10 pl du produit
d'amplification a été déposé dans les puits d'un gel d'agarose 0,8% (p/v) préparé dans du
tampon TAE 1X. Le gel a été soumis a une tension constante de 90V pendant 40 min a la
température de la piéce. Suite a l'électrophoreése, le gel a été coloré dans une solution de
bromure d'éthidium (0,5 pg/ml) pendant 40 min afin de permettre la visualisation sous les
rayons UV du fragment d’ADNc du géne de la protéine M.



Kb 1 2 3 5 6

3.054

2.036
1.636 ———

1.018 —— 1.027 Kb

0.517

puit #1: 2 ul d'un marqueur d' ADN (1Kb DNA ladder)

puits #2 et 5: Fragment d ADNc, produit a l'aide de 2 pl et 4 pl d ADNc suite a une réaction
RT et amplifié par PCR, représentant le géne de la protéine M pour la souche SwQc81

puits #3 et 6: Fragment d ADNc, produit a 'aide de 2 pl et 4 pl d' ADNc suite & une réaction
RT et amplifié par PCR, représentant le géne 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 INVoF suite & leur digestion avec
'enzyme de restriction EcoRI.

Pour chacune des colonies recombinantes analysées, un volume de 5 pl de chaque
produit digéré auquel a été ajouté 1 pl de tampon échantillon 6X a été déposé dans les puits
d'un gel d'agarose 0,8% (p/v) préparé dans du tampon TAE 1X. Les échantillons ont été
soumis a une tension constante de 90V pendant 40 min. Suite & 1'électrophorése, une
coloration du gel dans une solution de bromure d'éthidium (0,5 pg/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 a la migration, avec les bandes du marqueur
de poids moléculaire (1IKb DNA ladder).
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b 3900 Kb
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0517 —

puit #5: 2 pl d'un marqueur d'ADN (1Kb DNA ladder)

puits #1 a #4: Colonies #13, #45, #46 et #47 obtenues suite a la digestion des plasmides
recombinants pCR2.1/M pour la souche SwQc81

puits #6 a #10: Colonies #5, #11, #17, #19 et #21 obtenues suite a la digestion des plasmides
recombinants pCR2.1/M pour la souche SwQc91
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Figure 6: Etude comparative des séquences nucléotidiques des inserts d’ ADNc de la protéine
M, extraits de six colonies recombinantes et ce pour les souches virales SwWQc81 et SwQc91,
avec une séquence du géne de la protéine M provenant de la souche porcine
A/Swilowa/17672/88 (FLAMSISS).

Les séquences d'acides nucléiques des clones C13, C45 et C47 ainsi que des clones
C5, C11 et C17, représentant le gene 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 méme gene. Pour le séquengage des fragments d ADN du géne
de la protéine M les amorces oligonucléotidiques sens M/F(26-40):, anti-sens M/R(981-994)
et une amorce interne M/R(721-742) ont été utilisées. Dans la figure, seule la séquence du
géne de la protéine M de la souche porcine FLAMSI8S a été décrite sur toute sa longueur
alors que pour les autres séquences seulement les différences ont été notées.

Les séquences débutent a l'extrémité 5' par une adénine

(A): Adénine

(T): Thymidine

(C): Cytosine

(G): Guanidine

(-): méme nucléotide

(—): nucléotides formant la séquence codante de la protéine M1
(****): nucléotides formant la séquence codante de la protéine M2
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protéine M1 débute au nuckotide #26 pour se terminer au nuckotide #784, correspondant
au codon de terminaison de la traduction (STOP) (Figure 6). Le cadre de lecture de la
protéine M2 débute au nuclotide #26 et se poursuit jusqu'au nuckotide #51, par la suite, il
y a épissage jusqu'au nuckotide #740 et la traduction se poursuit sans interruption jusqu'au

nuckotide #1007 correspondant au codon STOP (Figire 6).

Les séquences en aa de la protéine M1 et de la protéine M2 de la souche SwQd®1
ont par la suite été déduites et comparées avec celles des protéines M1 et M2 de la souche
SwQc81 (Figwres 7 et 8). Cette comparaison a permis d'observer que les deux souches
possédent une protéine M 1 constituée de 252 aa (Figire 7) alors que la protéine M2 est
quant 2 elle constituée de 97 aa (Figure 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 SwQc91
situés aux positions #4 et #205 sur la séquence, pour une homologie de 99,2% (Figire 7;
Tableau I) entre les deux souches. En ce qui concerne la protéine M2 de la souche SwQd91, il
a été possible de noter 5 changements en aa aux positions #4, #16, #21, #54 et #95
comparativement a la souche SwQc81, pour une homologie de 94,8% (Figure 8; Tablkeau I).
Le tauxde mutation (Annexe 2), correspondant au nombre de changements en aa observé par
résidu par année, a été calaulé pour chaque protéine de la souche SwQc91. Lorsque les
séquences en aa des protéines M 1 et M2 de la souche SwWQc91 ont été comparées avec celles
de la souche SwQc81, le tauxde mutation a été évalué a 0,8 X 102 , ¢ qui correspond a un
pourcentage de variation de 0,08% pour la protéine M1 et a 5,15 X 10° (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 SwQc91 ont également été comparées avec
d'autres séquences en aa des protéines M1 et M2 provenant de souches d'influenza porcin
(HIN1), isoKes entre 1930 et 1990. 11 a été possible de noter 2 changements en aa pour la
protéine M 1 de la souche SwQc81 et de la souche SwQc91 alors que pour la protéine M2, 3
et 6 changements ont été notés respectivement pour la souche SwQc81let SwQc91 (Tableau
IT). Les pourcentages de variation des protéines M1 et M2 ont été évalués 4 0,01% et 0,05%
pour la souche SwQc81 et 4 0,01% et 0,10% pour la souche SwQc91 (Tableau II).
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Figure 7: Analyse comparative des séquences en aa de la protéine M1 des souches virales
SwQc81 et SwQc91.

Les séquences en aa représentant la protéine M1 de chaque souche virale, provenant
des clones C13, C45 et C47 (SwQc81) et des clones C5, C11 et C17 (SwQc91), ont été
comparées avec la séquence publiée de la souche FLAMSI88 (#accession Genebank:
M63522) pour la méme protéine. Dans la figure, seule la séquence du géne de la protéine M
de la souche porcine FLAMSIS88 a été décrite sur toute sa longueur alors que pour les autres
séquences seulement les différences ont €té notées.

Les aa correspondant aux sites antigéniques définis pour le virus A/WSN/33 ont été
identifiés.

Epitope 1: situé entre les aa 46-89
Epitope 2: situé entre les aa 129-164
Epitopes 3 et 4: situés entre les aa 45-119

Voir la liste des abréviations des aa a I'Annexe 3
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Figure 8: Les séquences en aa, représentant la protéine M2 de chaque souche virale
provenant des clones C13, C45 et C47 (SwQc81) et des clones C5, C11 et C17 (SwQc91),
ont été comparées avec la séquence publiée de la souche FLAMSI88 (#accession Genebank:
M63522) pour la méme protéine. Dans la figure, seule la séquence du géne de la protéine M
de la souche porcine FLAMSIS88 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 a I'Annexe 3
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Tableau I: Changements observés dans les séquences d'aa entre les protéines M1 et M2 des
souches SwQc81 et SwQc91 et évaluation du taux de mutation, exprimé en
pourcentage de variation, pour les protéines M1 et M2 de la souche SwQc91.

Taux de mutation

!% de variation!

M1

Positions SwQc81 SwQc91
4 P L
205 A% I

0,08

16

21

54

95

o R T Q@

0,51



Tableau II: Evaluation du taux de mutation, exprimé en pourcentage de variation, pour les
protéines M1 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 M1 et M2
de d'autres souches d'influenza porcin (HIN1) (# accession du Genebank: M63517-
M63520, M63522, M63525, M63532, M63534, M63535, M33045), isolées entre

1930 et 1990.
Positions Autres SwQc81 | Taux de |} Positions Autres SwQc91 | Taux de
(aa) souches mutation (aa) souches mutation
(% de (% de
variation) variation )
M1 4 L P 0,01 A P 001
| - I
G E
D G
M2 D N 0,10
R C
L F
E G
Légende:
M63517: A/Sw/29/37 (HIN1) FLAMSW37
M63518: A/Sw/March/52 (HIN1) FLAMSMS2
M63519: A/Sw/Wisconsin/1/61 (HIN1) FLAMSW61
M63520: A/Sw/Ontario/2/81 (HIN1) FLAMSO
M63522: A/Sw/lowa/17672/88 (HIN1) FLAMSISS8
M63525: A/Sw/Netherlands/12/85 (HIN1) FLAMSN
M63532: A/Sw/Tennessee/24/77 (HIN1) FLAMSTN
M63534: A/Sw/lowa/15/30 (HIN1) FLASI30
M63535: A/Sw/May/54 (HIN1) FLAMSMS54
M33045: A/Sw/lowa/15/30 (HIN1) FLASWIWM
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4.7 Expression de la protéine M 1 de la souche SwQc91

L'insert représentant le géne de la protéine M, pour la souche SWQc91, a été sous-
cloné dans le vecteur d'expression pET21(a) afin de produire la protéine M 1 recombinante
(PMR). Afin de déterminer les colonies exprimant la PMR, le criblage de 16 colonies
choisies au hasard a été effectué suite & la transformation dans les cellules compétentes
BL21(DE3). Dans ce but, les colonies choisies ont été induites pendant 4 heures 4 une
température de 37°C avec une quartité finale PTG de 1 mM. Ceci a permis d'obtenir les
colonies C5,C24 et C28 (puit #8 du gel A et puits #4 et 8 du gel B) exprimant une protéine
ayant une Mr d'environ 28 kDa correspondant a celui de la protéine M 1 (Figure 9).

4.8 Solubilisation de la protéine M 1 recombinante

Suite a l'expression de la protéine, une sonication de la suspension bactérienne des
colonies C5, C24 et C28 a permis de constater, sur un gel de polyacrylamide de 12% en
présence de SDS, que la protéine était présente a la fois dans les puits contenant le
surnageant, sauf pour la colonie C5 (puit #3), et dans les puits contenant culot de cellules
(Figire 10). Afin de libérer une plus grande quantité de PMR des corps d'inclusion de la
bactérie BL-21(DE3) un tratement imp liquant l'utilisation du SDS contenu dans du tampon
TrissHC1 pH 7,5 suivi d'une incubation de 30 min a 50oC a été appliqué. Suite a ce
traitement il a été possible d'observer la présence d'une bande de 28 kDa dans le puit #2
représentart la fraction solubilisée contenue dans le surnageant, cependant il est également
possible de remarquer qu'l reste une quantité de PMR emprisonnée dans les corps
d'inclusion de la bactérie BL-21(DE3) (puit #3) (Figire 11). Le pourcentage de PMR libérée

des corps d'inclusion a été estimé & environ 30% (Figire 11).
4.9 Conditions optimales d'expression de la protéine M 1 recombinante
Afin de déterminer les conditions optimales de production de la PMR, une cinétique

d'expression a été effectuée en fonction de la température a laquelle I'induction a été réalisée,

de la quantité dIPTG utilisée ainsi que du temps d'induction. La suspension bactérienne
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Figure 9: Profil électrophorétique, suite & 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 pg/ml de carbeniciline et les suspensions bactériennes ont été incubées
pendant 18 heures a 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 a 37°C sous
agitation. La suspension a par la suite été centrifugée et resuspendue dans 0,3 ml de PBS. Un
volume de 15 pl de chaque culture a été prélevé et ajouté a 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 mémes 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 a une tension constante de 200V pendant 40 min a la température de la piéce.
Suite a I'électrophorése, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) a permis de visualiser le

profil polypeptidique.

Gel A:

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4kDa), la BSA (66,2kDa), I'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)
puits #4 a #10: suspension de bactéries compétentes transformées avec les plasmides
recombinants pET21/M (colonies 1 a 7)

Gel B:

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg par protéine)

puits #2 a #10: suspension de bactéries compétentes transformées avec les plasmides
recombinants pET21/M (colonies 22 a 30)
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Figure 10: Profil électrophorétique représentant les fractions recueillies du culot et du
surnageant, suite a une sonication des suspensions contenant les bactéries recombinantes
exprimant la protéine M1 recombinante (PMR).

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 pg/ml de carbeniciline et incubées pendant 18 heures a 37°C.
L'expression a par la suite été induite par I'addition de 1 mM d'IPTG dans les suspensions
bactériennes, suivie d'une induction de 4 heures a 37°C sous agitation. La suspension a par la
suite €té centrifugée et resuspendue dans 0,3 ml de PBS. Suite a une sonication de trois fois
10 sec a 30MHz, la suspension a été centrifugée et le surnageant a été conservé dans un autre
tube puis un volume de 15 pl a été prélevé et mélangé a un volume égal d'une solution
dénaturante et réductrice (2X). Le culot a été resuspendu avec 100 pul de la méme solution
puis un volume de 15 pl a été prélevé. Le mélange a ensuite €té 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 a une tension constante de 200V
pendant 40 min a la température de la piéce. Suite a I'électrophorése, 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

PMR

21,5

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pug 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 a 37°C avec une quantité¢ de 1 mM dIPTG

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) aprés sonication, suite 4 une induction
pendant 4 heures & 37°C avec une quantité de 1 mM dTPTG

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) aprés sonication, suite &
une induction pendant 4 heures a 37°C avec une quantité de 1 mM dTIPTG
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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 a l'induction de la PMR dans les cellules compétentes d'E. coli, BL21(DE3),
les fractions recueillies & 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-HCl pH7,5 suivi
d'une incubation a 50°C pendant 30 min a été appliqué sur la fraction recueillie a partir du
culot. Suite & une centrifugation, le surnageant a ét€¢ 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 a une tension constante de 200V pendant 40 min a la température de la
piéce. Suite a I'électrophorese, la coloration au bleu de coomassie (0,4%) a permis de
visualiser le profil polypeptidique des lysats bactériens.
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4 kDa), 1la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), '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 a 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 4 37°C avec 1 mM dTPTG, suite au traitement
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contenant le plasmide recombinant pET21/M (colonie C24) a été induite 4 250C, 300C, 330C
ou 37oC avec 1 mM d'IPTG pendant 4 heures et les résultats obtenus ont permis de
constater quune production élevée de PMR a pu étre observée a 370C (Figure 12, Gel A).
Les expériences quiont été effectuées afin de vérifier l'effet de différentes quantités d'TPTG
utilisées (0,25 mM, 0,5mM, 0,75mM et 1 mM dTPTG a 37-C pendant 4 heures) lors de
I'induction ont démontré que bien qu'l soit possible d'observer une production de PMR, en
utilisant une quantité de 0,5 mM d'TIPTG, la production semble optimale lorsque 1 mM
d'IPTG est utilisé (Figure 12, Gel B). Suite & ces observations, la suspension bactérienne
contenant le plasmide recombinant pET21/M (colonie C24) a de nouveau été induite a 37-C
avec une quartité d'IPTG de 1 mM finale a différents 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'a partir
de 30 minil a été possible de noter la présence d'une bande ayant une Mr de 28 kDa. Cette
bande correspondant a la PMR semble devenir une composante majeure de la suspension
bactérienne aprés 4 heures d'induction et cette production semble atteindre un plateau aprés
12 heures d'induction (Figire 13, Gels A et B).

4.10 Electroélution 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 & 37-C, pendant 12 heures et en utilisant 1 mM
d'IPTG. Par la suite, l]a PMR produite a été concentrée et électroéluée, selon la technique
décrite a la section 3.13.2. Suite & une dialy se, la pureté de la PMR a été évaluée sur un gel de
polyacrylamide de 12% en présence de SDS. Comparativement a 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 une Mr de 28 kDaPMR électroéluée (Figire 14). De plus, le
résultat du dosage de la PMR électroéluée, concentrée et dialysée a démontré qu'l 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.coli, BL21(DE3), transformées avec le plasmide recombinant
pET21/M en fonction de la température et de la quantité d'TPTG utilisée lors de l'induction.

Des bactéries E.coli transformées avec une colonie (C24) exprimant la protéine M1
ont ét¢ inoculées dans des tubes contenant 2 ml de milieu 2xYT et 100 pg/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 mémes conditions que les autres. Suite & une incubation de 18
heures a 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 & 37°C pendant 4 heures avec les quantités
dIPTG 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 pul de chaque culture a été prélevé et ajouté & 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 & une tension constante de 200V pendant 40 min a la
température de la piece. Suite a I'électrophorése, 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 pug par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4 kDa), 1a BSA (66,2 kDa), I'ovalbumine de I'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 a 25°C, 30°C, 33°C et 37°C
avec 1 mM dIPTG

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 a 25°C,
30°C, 33°C ou 37°C avec 1 mM dTPTG
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg 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 I'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 a 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 a 37°C avec

0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM et 1 mM dIPTG



94

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 quantit¢ dIPTG et une température optimales préalablement
déterminées.

Des bactéries E.coli transformées avec une colonie (C24) exprimant la protéine M1
ont été inoculées dans des tubes contenant 2 ml de milieu 2xYT et 100 pg/ml de
carbeniciline. La colonie transformée avec le plasmide parental (pET21a) a été induite a
37°C avec 1 mM dTPTG pendant 4 heures sous agitation et utilisée comme témoin négatif.
Cette colonie a été traitée selon les mémes conditions que les autres. Les suspensions
bactériennes ont été incubées pendant 18 heures & 37°C. L'expression de la PMR a par la
suite été induite avec I'ajout de 1 mM dIPTG, a 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 pl contenant la méme quantité de protéines, déterminée suite au dosage des
échantillons a 280 nm, a été ajouté a un volume équivalent d'une solution dénaturante et
réductrice (2X). Les mélanges ont été déposés dans les puits dun 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 & une tension constante de 200V pendant 40 min a la
température de la piéce. Suite a 1'électrophorése, 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 pug par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), I'anhydrase carbonique
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa)

puits #2 a #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 a 37°C avec 1 mM d1IPTG
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), I'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), I'anhydrase carbonique
bovine (31,0 kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa)

puits #2 a #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 a 37°C avec 1 mM dIPTG

puit #9: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur parental
pET21(a) et induites respectivement pendant 4 heures & 37°C avec 1 mM dTPTG

puit #10: suspension de bactéries compétentes non transformées
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Figure 14: Electroélution de la PMR et vérification de la pureté 4 I'aide d'un gel SDS-PAGE,
en conditions réductrices.

Des bactéries E.coli transformées avec une colonie (C24) exprimant la protéine M1 ont été
inoculées dans un erlenmeyer de 500 ml contenant 200 ml de milieu 2xYT et 100 pg/ml de
carbeniciline. La colonie transformée avec le plasmide parental (pET21a) a été induite a
37°C avec 1 mM dTPTG et pendant 12 heures sous agitation. Suite au traitement de
solubilisation impliquant le SDS, un volume de 1 ml a été ajouté & 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 a une tension constante de 200V pendant 40 min a
la température de la piéce. Suite a l'électrophorése, les extrémités du gel contenant le
marqueur et une partie de l'échantillon ont été¢ découpées a 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 & la PMR a été excisée du gel. Les bandes de la protéine ont
été conservées dans du PBS a 4°C jusqu'a I'électroélution. Apres avoir répété ces étapes 5 2 6
fois, la PMR contenue dans les bandes recueillies a été €lectroéluée, concentrée et dialysée,
selon la technique décrite a la section 3.12.2 de l'approche expérimentale.



kDa 1 2 3
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4 kDa), 1a BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), I'anhydrase carbonique
bovine (31,0 kDa), l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa)

puit #2: PMR électroéluée, concentrée et dialysée, suite a son induction pendant 12 heures a
37°C avec une quantité de 1 mM dTIPTG et a sa solubilisation des corps d'inclusion de la
bactérie d'E. coli, BL21(DE3)

puit #3: PMR contenue dans le surnageant d'un lysat de bactéries compétentes transformées
avec le plasmide recombinant pET21/M (colonie 24), suite & son induction pendant 12
heures a 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 a l'ade d'un immunobuvardage de type
"Western" impliquant ['utilisation d'un sérum polyclonal antiSwQc91, selon la technique
décrite a la section 3.13.2 de l'approche expé&imentale. Les résultats obtenus ont permis de
constater I'apparition d'une bande ay ant une Mr de 28 kDa correspondant a la protéine M 1,
dans les puits contenant la PMR solubilisée des corps d'inclusion, la PMR électroéluée ainsi
que dans le puit contenant la protéine M 1 native (PMN) provenant du virus SwQc91 purifié
(Figare 15). Afin de s'assurer que les bandes obtenues étaient bien la PM R, un témoin négatif
a été inclu dans le puit #4 contenant la suspension bactérienne (BL-21(DE3)) exprimée a
37-C pendant 4 heures avec 1 mM d'IPTG. Il a été possible de constater qu'aucune protéine
bactérienne ay ant une Mr de 28 kDa n'apu étre détectée (Figure 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
immunobuvardage de type "Western" a l'aide de cinq AcMo, selon la technique décrite a la
section 3.13.2 de l'approche expérimentale. Pour 'AcM o M 2-1C6 dirigé contre I'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 respectivement la PMR solubilisée des corps d'inclusion, la
PMR électroéluée ainsi que la PMN électroéluée. Il a également été possible de noter
I'absence de réaction dans les puits #2 et #3 contenant deux témoins négatifs. Le premier
étant la suspension bactérienne BL-21(DE3) et le second le vecteur pET21(a) contenu dans
la suspension bactérienne BL-21(DE3) (Figwre 16, Gel A). En ce qui concerne les AcMo
M 1-289/4 et M 1-7ES dirigés contre 1'épitope #2, situé entre les aa 129 a 164, ainsi que les
AcMo M 1-904/6 et M 1-5C9 dirigés respectivement contre les épitopes #3 et #4 (aa 45-
119), les résultats obtenus sont similaires a ceux obtenus pour l'épitope #1 (Figire 16, Gels
B, C.DeE)



100

Figure 15: Analyse de la réactivité antigénique de la PMR & l'aide d'un sérum polyclonal
anti-SwQc91 par la méthode d'immunobuvardage.

Un volume de 20 pl, composé de 20 pg de PMR contenue dans une suspension
bactérienne d'E.coli (BL21(DE3)) préalablement induite avec 1 mM d'IPTG pendant 2, 4 et
8 heures a 37°C, a été ajouté a un volume équivalent d'une solution dénaturante et réductrice
(2X). La protéine M1 native (PMN) (10 pg), électroéluée a partir du virus purifié SwQc91,
et la PMR (10 pg) électroéluée contenues chacune dans un volume de 20 pl ont été ajoutées
a un volume équivalent de la solution dénaturante et réductrice (2X). La colonie transformée
avec le plasmide parental (pET21a) a été induite a 37°C avec 1 mM dIPTG 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 méme masse moléculaire que la protéine M1. 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 a une tension constante de 200V pendant 40 min 2 la température de la piéce.
Suite & I'électrophorese, 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 une membrane de PVDF,
I'immunobuvardage a été effectué, selon la technique décrite a la section 3.13.2 de
l'approche expérimentale, a 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 a une peroxydase
et dilué 1 : 1000 a également été utilisé.
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puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 pg par protéine) comprenant la phosphorylase B
(97,4 kDa), la BSA (66,2 kDa), l'ovalbumine de l'oeuf (45,0 kDa), I'anhydrase carbonique
bovine (31,0 kDa) et l'inhibiteur de trypsine (21,5 kDa)

puit #2: PMN électroéluée et concentrée
puit #3: PMR électroéluée et concentrée

puit #4: suspension de bactéries compétentes transformées avec le vecteur parental
pET21(a), induites pendant 4 heures a 37°C avec 1 mM dIPTG

puits #5 a #7: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide
recombinant pET21/M (colonie 24) et induites respectivement pendant 2, 4 et 8 heures a
37°C avec 1| mM d'TPTG
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Figure 16: Etude sur l'intégrité des quatre épitopes de la PMR par l'analyse de leur réactivité
avec cinq AcMo a 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 M1-7ES5 (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
chévre (High + Low chain) conjugué a 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 M1-7ES et M1-5C9. Les mémes échantillons ont été
placés dans le méme ordre pour les cinq gels:

puit #1: marqueur de masse moléculaire (2 ug 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), I'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 a4 37°C avec 1 mM dIPTG

puit #4: suspension de bactéries compétentes transformées avec le plasmide recombinant
pET21/M et induites pendant 4 heures a 37°C avec 1 mM dTPTG

puit #5: PMR électroéluée et concentrée

puit #6: PMN électroéluée et concentrée
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4.13 Evaluation de l'immunogénicité de la protéine M 1 recombinante

Le titre en Ac a été calculé, suite & 'immunisation des souris Balb/c, aprés chaque
rappel et ce a I'aide du test ELISA indirect. Suite au premier prévement, les premiers Ac
détectés, lorsque I'Ag utilisé était le virus complet SwQd1 (10 ug/ml), dans le sérum
provenaient des souris immunisées avec le virus SwQc91 et appartenant au groupe #4. En
effet, un titre évalué a 32 000 a pu étre noté Ce titre a augmenté progressivement jusqu'a la
troisiéme immunisation, ou il est passé a 256 000 (Figiwre 17A). Cependant, ce n'est que
suite au troisiéme prékvement que des titres plus élevés en Ac antiPMN et en Ac anti
PMR ont pu étre calculés pour les groupes #2 et #3, soit respectivement 128 000 et 64 000.
Les résultats ont permis d'observer qu'aucun titre significatif en Ac n'a pu étre noté pour le

groupe #1 représentant les souris immunisées avec le PBS (Figure 17A).

Le test ELISA indirect a également été réalisé en utilisant la PMR électroluée (1
pg/ml) comme Ag adsorbé dans le fond des puits. Suite au premier prékvement, les Ac anti-
PMR ont été les premiers détectés et le titre en Ac a été évalué a 8 000. Ce titre a augmenté
rapidement pour atteindre 256 000, suite au troisiéme prékevement et il est demeuré le méme
suite au quatriéme prékvement (Figire 17B). Les Ac antiPMN ont pu étre détectés suite au
second prékevement de sérum et leur titre a été évalué a 8 000 pour atteindre 256 000, apreés
le troisiéme prékvement (Figire 17B). Quant aux Ac antiSwQc91, ils ont été détectés
seulement suite a la dewxi¢eme immunisation, suite au second prélévement, et le titre a alors
été évalué a 32 000. Ce titre a atteint une valeur maximale de 128 000, et cette valeur est
demeurée constante méme aprés trois semaines suivant le dernier prékevement (Figure 17B).
Tout comme lors de la premiére série de test, aucun titre significatif en Ac n'a pu étre détecté

pour le groupe de souris #1 immunisé avec le PBS (Figire 17B).
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Figure 17: Evaluation du titre des anticorps, détectés dans le sérum de souris Balb/c
immunisées avec quatre groupes d'échantillon, a 'aide d'un test ELISA indirect.

Le test ELISA indirect a été effectué selon la technique décrite 4 la section 10.0 de
l'approche expérimentale. La premiére série de test a été effectuée avec un volume de 50 pl,
contenant 10 pg/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 a la température
de la piéce. Aprés avoir bloqué les sites libres, un volume de 50 pul de chaque sérum, dilué 1
: 500, représentant les différents groupes a été ajouté et dilué en série logarithmique de base
2 apartirdel:500a1:1024 000. Un Ac secondaire de souris anti-IgG de chevre (High +
Low chain) conjugué a 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
a la noirceur afin de permettre la formation du chromagéne soluble. La réaction a été stoppée
avec du HCI 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 fagon
intra-péritonéale a 14 jours d'intervalle. Les sérums ont été recueillis 12 jours apreés chaque
immunisation. En ce qui concerne la deuxiéme série de test, les étapes décrites
précédemment ont été répétées mais en adsorbant un volume de 50 pl, contenant 1 pg/ml de
la PMR, dans le fond des puits pendant 18 heures a la température de la piéce (Figure 17B).
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5. DISCUSSION
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Cette étude portait sur le séquengage du géne de la protéine M ainsi 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 SwWQc81 et SwQc91; 2)
Produire la PMR dans un vecteur d'expression procaryote et ensuite la purifier; 3) Evaluer
l'antigénicité et 1'immunogénicité de la PMR.

Au préaable, l'analyse de la pureté des protéines virales ainsi que l'analyse
génomique de ' ADNc de la protéine M de chaque souche a été effectuée. Ces prémisses se
sont avérées essentielles puisque les propriétés biologiques des souches virales étudiées
auraient pu étre altérées, car elles sont cultivées dans des oeufs embryonnés. Ces derniéres
auraient également pu étre altérées a cause des mutations engendrées au cours de la synthése
du brin d'ADNCc lors du RT-PCR. Ces mutations lorsqu'elles sont amplifiées sur 35 cycles
peuvent entrainer plusieurs changements au niveau du génome. Suite 4 la purification des
souches virales concentrées SwQc81 et SwQc91 cultivées dans des oeufs embryonnés de 11
jours, selon la méthode d'Arora et al. (1973 et 1985), une électrophorése sur un gel de
polyacrylamide en présence de SDS a permis de vérifier la pureté des protéines viraes
présentes dans les suspensions virales. Cette technique a non seulement permis de constater
que le profil polypeptidique des deux souches est similaire, mais elle a également permis

I'évaluation de la Mr de la protéine M 1 a environ 28 kDa, et ce pour les deuxsouches virales
(Figure 3).

L'analy se comparative de la séquence de la souche FLAMSI88 avec les séquences
nucKotidiques des clones, obtenus suite au clonage dans le vecteur plasmidique pCR2.1, a
permis de constater que le géne de la protéine M pour les souches SwQc81 et SwQc91
demeure intact. En effet, tous les clones possédent 1027 nuckotides, il n'y a donc aucune
délétion d'observée (Figure 6). Bien que la colonie C47 de la souche SwQc81 posséde un
nuckotide différent a la position #649 de la séquence nuckotidique (Figire 6), cette mutation
est silencieuse puisque I'aa correspondant, situé a la position #208 de la séquence en aa de la
protéine M1 (Figire 7), n'est pas muté suite & la traduction. Les séquences en aa de chacun

des clones de la souche SWQd91 ont également été comparées avec les séquences en aa des
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clones de la souche SwQc81, et ce pour les protéines M1 et M2. A cause du taux de
mutation engendré par la réaction de transcription inverse, impliquant la synthése de ' ADNc
a partir de I'ARN, trois clones provenant de trois réactions de transcription inverse
différentes ont été séquencés pour chaque souche afin de s'assurer que les changements

n'étaient pas simplement dus & une erreur attribuable a 'enzy me transcriptase inverse.

L'analy se comparative des séquences en aa a permis d'observer 2 changements en aa
pour la protéine M 1 de la souche SwQc91, démontrant ainsi une homologie de 99,8% entre
les deux souches. Les changements ont été observés aux positions #4 (P est devenu L) et
#205 (V est devenu I) (Figure 7, Tableau I). Puisque les aa impliqués dans les changements
sont de méme polarité que ceux de la souche SWQc81, parce que les chaines latérales des aa
demeurent hydrophobes (Rawn, 1990), les substitutions sont considérées comme
silencieuses car elles ne risquent pas de changer I'hydrophobicité de la protéine M1 (Ito et
al., 1991). En ce qui concerne la protéine M2, il a été possible d'observer 5 changements en
aa pour la souche SwQc91, pour une homologie de 94,8% entre les deux souches. Les
changements ont été observés aux positions #4 (P est devenu L), #16 (G est devenu E), #21
(D est devenu G), #54 (R est devenu C) et #95 (E est devenu G) (Figure 8, Tablkau I). Il est
bien connu que les propriétés des chaines latérales des aa déterminent la conformation et la
fonction des protéines (Rawn, 1990). Contrairement & la protéine M1, il est possible
d'observer un changement de polarité pour 4 des 5 changements en aa notés pour la protéine
M2 de la souche SwQc91. En effet, a la position #16 il est possible de noter que I'aa G, qui
possede une chaine latérale hy drophobe, est remplacé par un aa (E) possédant une chaine
latérale acide et hydrophile, alors qu'aux positions #21, #54 et #95 il est possible de
constater que les aa de la souche SwQc81 possédent tous des chaines latérales hy drophiles.
Ces derniéres sont acides dans le cas des aa D et E alors qu'dle est basique dans le cas de l'aa
R. Il est également possible de noter que les aa de la souche SwQc81 sont tous remplacés par
des aa possédant une chaine latérale hy drophobe dans le cas de la souche SwQc91 (Figure 8,
Tablkau I), sauf dans le cas de l'aasitvé a la position #16. Cependant, les études réalisées au
cours de cette expérience ne permettent pas de savoir si ces changements ont un effet sur la
conformation des épitopes ou sur les différentes fonctions de la protéine M2 pour la souche
SwQco1.
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A partir des changements observés, le taux de mutation (nombre de changements en
aa parrésidu par année) a été calculé pour chaque protéine de la souche SwQc91. Puisque les
protéines ne possedent pas le méme nombre d'aa, le taux a été calculé comme si chaque
protéine était composée de 100 aa (Annexe 2) (Ito ef al., 1991). Le taux de mutation a été
évalué a 0,8X107 ce qui représente un pourcentage de variation de 0,08% pour la protéine
M1 et & 5,15X 10” (powr un pourcentage de variation de 0,51%) pour la protéine M2
(Tableau I). Les taux obtenus pour la souche SwWQc91 ont été comparés avec ceux retrouveés
dans la littérature pour les souches d'influenza porcin, isokes entre 1930 et 1990. Ainsi, tel
que rapporté par Ito et al. (1991), le taux de mutation pour la protéine M1 a été évalué a
0,16X 107 (0,016% de variation) changements en aa par résidu par année, alors que dans le
cas de la protéine M2 ce dernier a été évalué a 1,43 X 10° (0,14% de variation). Compte
tenu de I'écart observé entre les tauxobtenus pour les protéines de la souche SWQd91 et ceux
rapportés dans la littérature, les taux de mutation de chaque protéine de la souche SwQc91
ont été calculés une seconde fois mais cette fois-ci en les comparant avec les séquences en aa
des souches d'influenza (HIN1) porcin utilisées par Ito ef al (1991) et isokes durant la
méme période. Il a été possible de noter 2 changements en aa pour la protéine M 1 alors que
6 changements en aa ont pu étre observés pour la protéine M2, pour un taux de mutation
évalué a 0,1X10” (0,01% de variation) et 1x10° (0,1% de variation) respectivement
(Tableau IT). La méme comparaison a été effectuée avec SwQc81 et il a été possible de noter
2 et 3 changements en aa, pour un tauxde mutation évalué a 0,1X1 0? (0,01% de variation) et
20,5X10° (0,05% de variation) pour les proténes M1 et M2 respectivement (Tableau II).
Malgé qu'aucune conclusion ne puisse étre tirée en se basant seulement sur les taux de
mutation calculés pour les souches SWQc81 et SwQc91 puisqu'ils sont similaires a ceux
rapportés dans la littérature (Ito er al., 1991), il est possible de constater un plus grand
nombre de changements en aa pour la protéine M2 de SwWQc91 comparativement 4 SwQc81,
lorsque ces derniéres sont comparées avec les souches d'influenza porcin (Tableau II). Ceci
semble suggérer que SwQc91 differe non seulement de SwQc81 mais également des autres
souches d'influenza porcn retrouvées en Amérique du Nord. De plus, les taux de mutation
calculés pour SWQc81 et SwQc91, en accord avec la littérature, indiquent quela protéine M2
évolue plus rapidement que la protéine M 1. Ceci peut s'expliquer par la localisation de la

protéine M 2. En effet, puisqu'elle posséde une partie externe, cette protéine est plus sensible



114

aux changements du milieu, elle subit donc une pression immunitaire plus élevée que la
protéine M 1, qui elle est située a l'intérieur de la membrane virale (Gotch et al., 1987, Ito et
al., 1991).

Si I'on se référe a nouveau au pourcentagede variation obtenu pour la protéine M2 de
SwQc1 (0,51%) (Tableau I), suite & la comparaison avec la séquence en aa de la souche
SwQc81, il est possible de constater qu'il est similaire & celui de la protéine la plus variable
du virus; la protéine HA (0,4-0,48%) (Luoh et al., 1992). Ceci est étomnant car bien que la
protéine M2 posséde un domaine externe elle est quand méme considérée comme une
protéine relativement stable comparativement aux autres gly coprotéines de surface, HA et
NA, du virus influenza (Ito et al., 1991; Slepushkin et al., 1995). Le taux de mutation obtenu
pour la protéine M2 de la souche SwWQc91 ne semble pas refter la tendance observée
depuis 1965. En effet, depuis 1965 les souches d'influenza porcin de sous-type HIN1 sont
caractérisées par une grande stabilité antigénique (Sheerar ef al., 1989; Nobk ef al., 1993) et
génétique (Luoher al., 1992; Nobk et al., 1993). De plus, les différentes souches d'influenza
porcin n'ont pas subiou ont peu subide pression immunitaire (Sheerar et al., 1989; Nobk et
al., 1993; Bikour et al., 1995). L'hypothése émise par Olsen et al. (1993) suggérant qu'une
souche virale peut étre présente pendant un an dans un endroit géographique restreint (une
seule ferme 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 différentes et
circulant durant la méme période, pourraient expliquer les différences génomiques observées
entre les souches SwQc81 et SwQc1.

On pourrait également tenter d'expliquer les différences génomiques entre les deux
souches par l'action de la polymeérase virale. Il est bien conmu que la polymérase & ARN, qui
est impliquée dans la réplication virale, est incapable de corriger ses erreurs de lecture, donc
elle pourrait contribuer & I'apparition de nouveaux mutants génomiquement stables (Rocha er
al., 1991; Domingo e al., 1993). Cependant, puisque les mutations répertoriées, a la fois
pour la protéine M1 et la protéine M2, ne sont pas aléatoires car toutes les séquences
obtenues pour les différents clones de la souche SwQc81 montrent les mémes mutations aux

mémes positions, la méme observation s'applique pour la souche SwQc91 (Figires #7 et #8).
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Les erreurs possibles commises par la polymérase ne semblent donc pas expliquer les
différences génomiques observées entre les deux souches. Des études réalisées sur la fiddité
de cette enzyme in vitro ont démontré que le tauxd'erreurs est estimé entre 1 erreur par 300
nuckotides incorporés et 1 erreur par environ 30 000 nuckotides incorporés (Roberts ef al.,
1989). L'introduction de ces mutations par l'enzy me transcriptase inverse, lors de l'étape de
synthése de 'ADNc de la protéine M, ne semble pas non plus expliquer les résultats
obtenus, puisque les manipulations ont été effectuées a trois reprises et que les résultats ont
été reproductibles pour les trois réactions de transcription inverse, les mémes mutations

ayant étérépertoriées pour les trois clones des deuxsouches virales.

Les mutations auraient pu également se produire lors de I'étape d'amplification de
IADNc. En effet, les paramétres expérimentaux comme le nombre de cyclks utilisés, les
températures d'hybridation et d'élongation ainsi que le milieu réactionnel auraient pu affecter
la transcription de 'ADNc au cours de l'amplification. De plus, l'utilisation d'une ADN
polymérase au cours de la réaction aurait pu étre responsable des mutations observées,
puisque tout comme la transcriptase inverse cette enzyme peut engendrer un taux d'emreurs
estimé & plus d'une erreur par 5000 nuckotides (Kunkel, 1985), tout comme l'enzyme Taq
polymérase dont le tauxd'erreurs par cyclk de PCR est estimé a 1/5000 (Saiki et al., 1988).
Cependant, ceci ne semble pas étre le cas dans cette expérience. Les modifications des
séquences génomiques du gene de la protéine M ainsi que l'altération des caractéristiques
biochimiques des aa qui ont été observées pourraient étre attribuables & la pression exercée
parla cellule héte lors des passages du virus dans les oeufs embry onnés, 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 inoculés dans
des oeufs embryonnés ainsi que sur un feuillet confluent de cellules MDCK, ont démontré

que les mutations obtenues pour chaque souche étaient les mémes.

Les études réalisées sur la protéine HA (Rekik ef al., 1994; Arora 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 génes de ces trois protéines, provenant de la
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souche SwWQc91 associée a une nouvelle pathologie (Dea et al., 1992b), ont tous subi des
changements génomiques considérables, lorsque comparés avec les génes des souches
classiques d'influenza porcin. Ces observations sont en accord avec une étude réalisée par
Rekik et al. (19%4) sur 'empreinte de 'ARN génomique. Il a démontré qu'l existait des
divergences génomiques considérables entre SwQc1 et d'autres souches classiques

d'influenza porcin, incluant SwQc81, pouvant impliquer plus d'un géne.

Le role essentiel de la protéine HA dans le contréle de la virulence ainsi que dans la
pathogénicité (Shaw et al.,1992) a bien été démontré tout comme le fait que la virulence est
déterminée par plus d'un géne. En fait, la virulence dépend d'une constellation de génes
(Sweet et Smith, 1980). Il est inté&essant 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 considérables mais qu'elle a un taux de mutation comparable &
celui observé pour la protéine HA, lorsque comparée avec SwQc81. Il se pourrait que la
protéine M2 soit impliquée dans la pathogénicité associée au variant SwQc91. Cependant,

cecin'est qu'une hy pothése qu'il faudrait démontrer.

Le second objectif visait & produire la PMR de la souche SwQc91 dans un vecteur
d'expression procaryotique. Les résultats ont démontré que l'expression de la PMR
dépendait de la température a laquelle s'effectuait les manipulations, puisqu'elle n'a pu étre
détectée qu'a partir de 330C et de 37-C (Figare 12A). De plus, méme si la PMR a pu étre
produite avec une quantité de 0,5 mM d'IPTG il a été possible de noter que la production
optimale de PMR pouvait étre obtenue en utilisant 1 mM d'TPTG, ce qui semble démontrer
que l'expression de la protéine recombinante est également dépendante de la quantité d'IPTG
utilisée (Figire 12B). L'expression n'a pas été induite avec une quartité plus élevée d'IPTG
car dans le guide foumi par le manufacturier il était recommandé d'utiliser une quantité
maximale de 1 mM, puisque ce produit devient toxique pour la cellule lorsqu'il est utilisé en
trop grande quantité (Novagen, 1992). L'expression de la PMR dépend également du temps
d'induction. Cette production peut étre détectée aprés 30 min d'induction et il a été possible
de noter que la protéine devient une composante majeure de la suspension bactérienne apres

4 heures d'induction et cette production semble atteindre un plateau aprés 12 heures
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d'induction (Figires 13A et 13B).

Suite a I'induction, il a été possible d'observer que la PMR était, en partie, enfermée
dans les corps d'inclusion de la bactérie (Figire 10), tout comme c'était le cas dans les
exp ériences réalisées par Watanabe et al. (1996) qui ont utilisé le méme vecteur parental et
les mémes cellules compétentes. Afin de tenter de récupérer une plus grande quartité de
PMR des corps d'inclusion de la bactérie, certains traitements impliquant ['urée, le
thiocy anate de guanidine et le SDS ont été appliqués, suite a la sonication de la suspension
bactérienne. En ce qui concerne I'étude effectuée par Watanabe et al. (1996), l'utilisation de
I'urée a permis la solubilisation des corps d'inclusion de la bactérie et la récupération
d'environ la moiti€ de la quantité de protéine produite. Dans la présente étude, le seul résultat
qui soit présenté est relié a l'utilisation du SDStel que suggré par Cardamone et al. (1995) et
Rudolph et Lilie (1996), puisqu'il il est le seul qui se soit avéré en partie efficace, car environ
30% de la PMR a pu étre libéée des corps d'inclusion (Figure 11). En comparant le
rendement obtenu suite a la sonication (Figire 10) a celui obtenu avec le SDS, précédé d'une
sonication (Figire 11), il semble que la concentration de SDS utilisée n'ait pas permis de
récupérer une plus grande quantité de PMR. Bien que le tratement impliquant le SDS
devrait étre amélioré, il semble que celui-ci ne dénature pas la protéine car suite a la
solubilisation et a la purification il est possible de noter la présence d'une bande ayant une
Mr estimée a 28 kDa, & l'aide d'un gel de polyacrylamide de 12% en présence de SDS
(Figares 11 et 14). De plus, I'électroélution suivie d'une concentration a permis d'obtenir une
quarntité appréciable de PMR de 2,5 mg/ml par 200 ml de suspension bactérienne. Lors de
cette étude, il a été possible d'obtenir une concentration de 9,6 mg/ml de protéines virales
purifiées et concentrées par 2,5 litres de liquide allantoique infecté avec le virus influenza et
recueilli & partir de 300 oeufs embryonnés. Au total, si I'on considére que la protéine M1
représente entre 30 et 46% du contenu en protéines virales, Schulze (1973) tel que rapporté
par Bucher et al. (1987), celareprésente entre 2,88 et 4,4 mg/ml de protéine M 1 purifiée. 11
est donc possible de recueillir une quantité de PMR similaire, suite & I'électroélution, en ne
récupérant que 30% de la production. Ceci permet de constater l'efficacité de I'électroéhution,
démontrée dans d'autres expériences notamment celle impliquant la protéine M1 du virus

influenza réalisée par Donofrio et al. (1996). L'ékctroélution devient une technique
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avantageuse compte tenu des cofits peu élevés qui lui sont associés comparativement a une

production de virus dans des oeufs embry onnés.

Le troisieme objectif visait tout d'abord a vérifier l'antigénicité ainsi que
l'immunogénicité de la PMR. Un immunobuvardage a l'aide d'un sérum polyclonal anti
SwQcI1 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 a la PMR libé&ée des corps
d'inclusion ainsi que dans celui contenant la PMR électroéluée (Figire 15). Il ne semble pas y
avorr de protéine bactérienne de Mr identique & la PMR puisqu'aucune bande a 28 kDa n'est
apparue dans le puit contenant la suspension bactérienne induite a I'ITPTG (Figure 15). Ces
résultats semblent démontrer que bien que la PMR ait été traitée avec du SDS, considéré
commme un puissant détergent, et soumise a des températures élevées lors de la solubilisation
des corps d'inclusion, elle a conservé son antigénicité. Ceci vient corroborer les résultats
obtenus par le groupe de Bucher er al. (1987) qui démontraient la grande stabilité de la
protéine M 1, méme lorsqu'elle était soumise a des températures élevées (jusqu'a 100-C)
pendant 2 heures ou qu'elle était traitée avec des détergents comme le SDS. Il est possible de
constater que l'expérience a été réalisée en utilisant le plasmide recombinant pET/M induit
pendant 2, 4 et 8 heures (Figare 15) et non celui induit pendant 12 heures, correspondant aux
conditions optimales évaluées précédemment. Le plasmide pETM contenu dans la
suspension bactérienne induite 12 heures, a été conservé pour les expériences reliées a
l'immunisation des souris et le test ELISA indirect et ce afin d'utiliser la méme production de
PMR.

Les expériences réalisées jusqu'a maintenant ne permettent pas de tirer de
conclusions quant & lintégrité des épitopes de la PMR. Afin d'y parvenir un
immunobuvardage, réalisé a l'aide de 5 AcMo utilisés au préalable par Ye er al. (1987 et
1989) afin de caractériser les 4 épitopes de la protéines M1 de la souche d'influenza
WSN/33, a été effectué. Les figures 16A a 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 respectivement la PMR
solubilisée, la PMN électroéluée et la PMR électroéluée. Dans les puits contenant la
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suspension bactérienne exprimée a l'aide dTPTG, et contenant ou non le vecteur parental
pET21(a), aucune bande de 28 kDa n'a pu étre révéée suite a la réaction avec chacun des 5
AcMo (Figires 16A a 16E), ce qui semble démontrer que la bande de 28 kDa représente bien
la protéine M 1. Puisque les 5 AcMo ont réag 4 la fois avec la PMN et avec la PMR et que
la migration sur le gel de polyacrylamide est similaire pour les deux protéines (Figures 16A a
16E), il est possible de supposer que les quatre épitopes sont demeurés intégres, méme
aprés les différents tratements auquels a été soumise la PMR. Tout comme
l'immunobuvardage réalisé avec le sérum polyclonal et pour les mémes raisons, le plasmide

recombinant pET/M utilisé n'est pas celui ayant été induit pendant 12 heures.

Certaines fonctions sont associées & certains épitopes de la protéine M1. Les
résultats obtenus au cours de I'étude réalisée a l'aide des 5 AcMo permettent de supposer
que dans le cas de la PMR ces fonctions ne sont pas affectées. Ce qui implique que, tout
comme pour la PMN, I'épitope #1 de la PMR serait associé avec un site responsable de la
liaison de la protéine avec la membrane lipidique, alors que I'épitope #2 serait impliqué dans
l'activité d'inhibition de la transcription du complexe de la RNP lors de la liaison de la
protéine M 1 a ce dernier. Il se pourrait également qu'une région correspondant a une partie
de l'épitope #4 (aa 80-109) soit également impliquée dans l'activité d'inhibition de la
transcription (Yeet al., 1989). De plus, 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 différents épitopes (épitope #1: aa 46-89; épitope #2: aa 129-164; épitopes
#3 et #4: aa 45-119), (Figire 7) constitue une preuve supplémentaire qui tend a démontrer

l'intégrité des épitopes de la protéine M 1 et le maintien probable de leurs fonctions.

Le troisiéme objectif de cette étude visait également a vérifier I'immunogénicité 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 respectivement avec du PBS, la PMN, la
PMR et le virus complet SwWQc91, a été évalué a l'aide du test ELISA indirect et ce 12 jours
aprés chaque immunisation. Les résultats obtenus ont permis de noter des différences entre
les titres en Ac obtenus pour chaque groupe selon que I'Ag adsorbé ait été le virus complet

SwQc1 purifié ou la PMR électroéluée (Figires 17A et 17B). En effet, ce n'est que suite au



120

troisiéme prékevement que des titres en Ac antiPMN (128 000) et antiPMR (64 000)
relativement élevés ont pu étre détectés, alors que pour les Ac anti-SwQc91 un titre de 32
000 a pu étre détecté dés le premier prélévement lorsque I'Ag utilisé était le virus complet
(Figare 17A). En ce quiconcerne les résultats obtenus lorsque I'Ag utilisé était la PMR, des
titres élevés en Ac antiPMR (128 000) et anti-PMN (256 000) ont pu étre détectés dés le

second et le troisiéme prékvement (Figure 17B).

Ces différences peuvent s'expliquer par le fait que la protéine M1 est située a
l'intérieur de la membrane bilipidique (Lamb et Choppin, 1983) et que cette membrane doit
étre traitée avec des détergents afin d'exposer les sites antigéniques de la protéine pouvant
réagr avec les Ac présents dans le sérum; contrairement & la PMR purifiée qui est
susceptible d'exposer plus facilement ses sites antigéniques, en autant que sa production
dans le systéme procaryote ainsi que les différents traitements auxquels elle a été soumise
n'aient pas trop changé la conformation des épitopes (Ausebel et al., 1995). En effet, il est
possible de constater que les Ac, pour les groupes de souris immunisées avec la PMR
purifiée et la PMN purifiée, en plus d'étre détectés plus rapidement dans le sérum avaient
des titres plus élevés lorsque la PMR était utilisée comme Ag (Figare 17B). Cependant, le
contraire a pu étre observé lorsque c'était le virus qui était I'Agutilisé. Le fait que les titres en
Ac du groupe immunisé avec le virus SwWQc91 soient plus élevés lorsque le virus est adsorbé
peut s'expliquer par la présence de la majorité des protéines virales lors de l'immunisation et
ce contrairement aux autres groupes (Figure 17A). Ceci peut également expliquer que les
titres en Ac soient plus faibles pour le groupe immunisé€ avec le virus lorsque c'est la PMR
qui est adsorbée dans le fond des puits (Figire 16B), parce que cette derniere ne poumra
détecter que la présence de la protéine M 1 dans le sérum. Le fait que le titre obtenu pour le
groupe immunisé avec le PBS soit presque nul aprés chaque immunisation, que ce soit le
virus ou la PMR qui soit adsorbé dans le fond des puits (Figires 17A et 17B), confirme que
les Ac détectés dans le sérum des groupes de souris immunisées sont spécifiques a 'Ag

utilisé lors de l'immunisation.

En plus de démontrer que la PMR est un bon immunogene, ces expériences

démontrent également la grande sensibilité de la PMR comme Ag puisqu'en utilisant une
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concentration de 1 ugm], il a été possible de détecter rapidement des titres élevés en Ac.
Ceci vient corroborer les résultats obtenus par Bucher er al (1987), qui en utilisant
différentes concentrations de protéine M 1 incluant 1 ugm], a été en mesure de détecter des
titres en Ac antiM 1 et anti-virus s'élevant jusqu'a 40 000. Sa stabilité et sa sensibilité
feraient de la PMR un outil intéressant & utiliser dans les tests de détection du virus
influenza, d'autant plus que les propriétés hy drophobiques de la protéine M 1 facilitent son
adsorption aux plaques de polystyréne et ce méme en présence de d'autres protéines (Bucher
etal., 1987).



6. CONCLUSION
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L'apparition de maladies respiratoires chroniques chez les porcs a mené a
lidentification d'une nouvelle souche d'influenza porcin (HIN1) au Québec, nommée
A/Sw/Québec/5393P1 (SwQc91). Les études réalisées, dans le laboratoire du docteur Arora,
sur les protéines externes HA et NA ont démontré que ces derniéres subissent plusieurs
changements au niveau génomique. Il existe une troisiéme protéine transmembranaire, la
protéine M2 codée par le géne de la protéine M, qui posséde une partie externe. De plus,
une seconde protéine, la protéine M 1 située a l'intérieur du virion est également codée par le
géne de la protéine M. L'étude de la protéine M permettait donc de comparer a la fois les
changements génomiques internes et externes associ€s a la nouvelle souche SwQc91. De
plus, une revue de la littérature sur la production des protéines dans des systeémes
d'expression procaryotiques et eucaryotiques permettait d'envisager l'utilisation de la PMR
dans le but d'induire une immunité chez I'héte.

Cette étude visait l'atteinte des objectifs suivants: 1) Comparer les séquences
génomiques des protéines M1 et M2 pour les souches SwQc81 et SwQc91; 2) Produire la
PMR dans un vecteur d'expression procaryote; 3) Evaluer l'antigénicité et I'immunogénicité
de laPMR.

Suite & I'é¢tude des séquences en aa, il a été p ossible de condure que la protéine M2 de
la souche SWQc91 est celle qui a subi les changements génomiques les plus considérables,
comparativement a 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'observer que le taux de
mutation de la protéine M2 de la souche SWQc91 était comparable a celui de la protéine la

plus variable du virus influenza; la protéine HA.

En ce qui concerne l'expression de la protéine M1 dans un vecteur procaryote, les
résultats ont démontré qu'il était possible d'exprimer la protéine et que l'expression de cette
derniére semblait dépendante de la température, de la quantité d'TPTG utilisée ainsi que du
temps. Il a également été possible d'observer que la PMR était présente en majeure 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 quantié de PMR sous forme
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soluble, ce qui suggre que ce traitement doit Etre amélioré.

Les résultats obtenus suite a I'étude sur l'antigénicité de la PM R ont démontré que les
différents traitements imposés a la PMR ne semblent pas avorr affecté l'intégrité de ses
quatre épitopes. Ce qui semble démontrer que la PMR demeure stable méme aprés

traitement avec le SDS.

Les résultats obtenus suite 4 'ELISA indirect permettent de conclure quela PMR est
un bon immunogene puisqu'elle semble engendrer chez la sours une réponse immunitaire
humorale qui est similaire & celle engendrée par la protéine M native. Ces expériences
démontrent également la grande spécdificité de la PMR comme Ag puisqu'en utilisant une

concentration de 1 ugm], il a été possible de détecter rapidement des titres élevés en Ac.

Les différents résultats obtenus suite a cette étude semblent indiquer que la PMR
produite est similaire a 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 immunitaire cellulaire comparable & celle engendrée par la protéine M native. Il serait
aussi intéressant de comparer la protection foumie par chacune des protéines suite a
l'immunisation. La PMR purifiée pourrait également servir au développement d'une trousse
diagnostique permettant de détecter la présence du virus influenza de type A chez les

populations porcines.

La grande variation génomique observée pour la protéine M2 de la souche SwQd91
ne peut étre banalisée. En effet, puisque cette protéine est responsable de la maturation de la
protéine HA, elle-méme liée a la pathogénicité ainsi qu'a la virulence, et puisque que le taux
de mutation obtenu pour la protéine M2 de la souche SwQc91 est comparable a celui de la
protéine HA, il serait intéressant d'entreprendre des études qui permettraient de vérifier si la
protéine M2 a un rdle & jouer dans la nouvelle pathologie associ€ée au variant SwQc91.
Finalement, il serait intéressant de chercher a élargir davantage les connaissances, qui sont a

I'heure actuelle bien minces, sur les différents épitopes identifiés pour la protéine M 2.
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