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Résumeé

La maladie du Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin engendre, encore
aujourd’hui, des pertes économiques considérables dans les elevages de porcs au Québec
et partout a travers le monde. La vaccination reste le meilleur moyen de controler
différentes infections dans les troupeaux dont l’infection au virus du Syndrome
Reproducteur et Respiratoire Porcin. Afin d’éliminer les problémes tels que la
réactivation virale de la souche de vaccination, les recherches s’orientent de plus en plus
sur des vaccins sous-unitaires. Les travaux présentés dans ce mémoire sont les derniers
travaux du laboratoire de feu Dr Serge Dea faisant partie d’un projet plus vaste de
développement d’un vaccin sous-unitaire. Ce vaccin serait un adénovirus humain de type
5, réplicatif mais non disséminatif, ciblant la protéine majeure glycosylee de I’enveloppe
(GPs). Des études précédentes ayant démontré que I’apoptose induite par la GPs
compliquait la production de vecteur adénovirus qui I’exprimait, notre objectif initial fut
de construire des versions tronquées de la GPs afin de produire des mutants
immunogéniques mais non-apoptotiques. Pour faciliter cette étape, nous avions choisi de
produire les mutants en fusion avec la GFP (Green Fluorescent Protein). Nous avons
alors observé que la fusion de la GFP a la GPs (ORF5/GFPq) réduisait considérablement
la caractéristique apoptotique de la protéine. Donc cette protéine de fusion fut choisie
pour la construction du vecteur adénovirus réplicatif. Nous avons démontré qu’il y avait
une augmentation significative de I’expression du transgéne avec le vecteur réplicatif/non
disséminatif par rapport au vecteur non réplicatif dans plusieurs lignées cellulaires. Ceci
nous améne a proposer que le vecteur réplicatif/non disséminatif pourrait stimuler une

meilleure réponse immunitaire in vivo en combinaison avec une im unisation génétique.
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1. Introduction

1.1 Le Syndrome Reproducteur et Respiratoire Porcin (SRRP)

1.1.1 Histoire et importance économique

Le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) découvert en 1987 (Keffaber,
1989) en Amérique et au début des années 90 en Europe (Paton et al., 1991; Wensvoort
et al., 1991) est maintenant endémique dans presque tous les pays producteurs de porcs
(Dea et al., 2000). 11 s’agit de la maladie virale la plus économiquement importante pour
I’industrie porcine mondiale (Goyal, 1993). Durant la phase aigué de la maladie, les
pertes sont estimées en moyenne a 255 $ par truie et dans le cas de porcs en engraissage,
les pertes varient en moyenne entre 6,25 $ & 15,25 $ par porc (Jeff Zimmerman, 2003).
De plus, des cofits supplémentaires sont a prévoir pour I’obtention du diagnostic de la
maladie du SRRP lors de I’apparition des signes cliniques et pour I’application d’une
stratégie d’intervention visant soit & stabiliser 1’état de I’infection dans un troupeau de
reproduction, stabiliser 1’état de 1’infection dans un élevage de porcs en engraissement,
éliminer le SRRP dans un troupeau de reproduction ou éliminer le SRRP dans un élevage

de porcs en engraissement (Jeff Zimmerman, 2003).

1.1.2 Signes cliniques et pathologie

Le SRRP est caractérisé par des problémes reproducteurs, affectant les truies de plusieurs
parités, tels que: des avortements tardifs, des augmentations du nombre de porcelets
mort-nés, momifiés, petits ou nés faibles, des réductions jusqu’a 50 % du taux de
conception et un lent retour en oestrus (Goyal, 1993; Dea et al., 2000). Les truies
peuvent également souffrir d’anorexie, de fievre, de I1éthargie, d’agalactie, de
décoloration rouge ou bleue des oreilles et de la vulve (Rossow, 1998). Quant aux porcs

nouveau-nés qui sont infectés, les signes les plus caractéristiques sont la dyspnée ou la



tachypnée résultant en une mortalité de presque 100 % (Rossow, 1998). Les problémes
respiratoires pouvant survenir chez les porcs de tous 4ges incluent des pneumonies
lymphomononucléaire interstitielles et des détresses respiratoires (Dea ez al., 2000). De
plus, d’autres symptdmes d’ordre plus général apparaissent tels qu’une conjonctivite, une
dépression, une diarrhée, un vomissement et une plus grande sensibilité aux infections
secondaires A  Streptococcus  suis, Haemophilus parasuis, Actinobacillus

pleuropneumonia et Salmonella (Goyal, 1993).

1.2. L’agent étiologique : le Virus du syndrome reproducteur et
respiratoire porcin (VSRRP)

1.2.1 Classification

L’agent étiologique du SRRP, le virus du SRRP (VSRRP) fait partie de 'ordre des
Nidovirales, dans la famille des Arteriviridae (Cavanagh, 1997). Les familles
Coronaviridae et Roniviridae sont également incluses dans cet ordre (Mayo, 2002). A
I’intérieur du genre Arterivirus se trouve: le virus d’élévation de la lactate
déshydrogénase (VLD), le virus de lartérite équine (VAE), le virus de la fievre
hémorragique simienne (VFHS) et le virus du syndrome reproducteur et respiratoire
porcin (VSRRP) (Dea et al., 2000).

Les multiples isolats de VSRRP se divisent en deux génmogroupes soit celui Nord-
américain (NA) et celui européen (EUR) et il existe des différences génomiques et
antigéniques entre ces groupes. Il n’y a que 63 % d’identité en nucléotides (nt), pour le
génome viral entier, entre les deux génogroupes (Allende et al., 1999; Shen et al., 2000).
Des différences antigéniques entre les génogroupes ont été observées suite a la réactivité
avec des anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine de la nucléocapside (N)
(Nelson et al., 1993).



1.2.2 Réplication et transmission

Le VSRRP se réplique majoritairement dans les monocytes et les macrophages. En
culture cellulaire il est possible de le maintenir dans les macrophages alvéolaires porcins,
et les cellules de reins de singe vert d’ Afrique comme les MA-104, les MARC-145 et les
CL2621 (Benfield et al., 1992; Kim ef al., 1993). Le VSRRP est un virus 8 ARN simple
brin de polarité positive. La réplication de ce type de virus dépend de I’ARN polymérase
ARN dépendante (Verheije et al., 2002). L’ARN génomique de polarité positive sert de
matrice pour la synthése des brins d’ARN de polarité négative et ceux-ci servent de
matrice pour la formation de nouveaux brins positifs (Verheije et al., 2002). De plus, la
synthése des ARNm du VSRRP se fait en réseau d’ARNm sous génomiques dans un
procédé de transcription discontinue d’ARNm. En 5°, le VSRRP posséde une région non
traduite (UTR) avec une coiffe et une autre région non traduite (UTR) en 3’ avec une
queue de poly A. En utilisant un clone infectieux d’une souche de référence Européenne,
il a été démontré qu’une région de 34 nucléotides (nt) dans I’ORF7 est nécessaire a la
synthése d’ARNm génomique et sous génomiques de polarité négative. Cette région de
34 nt, bien conservée entre les différents isolats de VSRRP, posséde une structure en
épingle a cheveux qui interagit avec une autre épingle & cheveux présente dans le 3°
UTR. Cette interaction entre les structures secondaires est nécessaire a la réplication
(Verheije et al., 2002). Les connaissances sur le mécanisme de réplication du génome du
VSRRP sont, encore a ce jour, trés limitées. Quant a son mode de transmission, hormis
le contact direct entre des animaux infectés et des animaux naifs, les aérosols et la
transmission par la semence sont également a considérer bien que rien n’ait encore été

démontré (Rossow, 1998).

1.2.3 Organisation du génome

Le VSRRP est un virus enveloppé, contenant une capside icosaédrique et un génome de
15Kb (Dea et al., 2000) (Figure 1). Ce génome encode 9 différents cadres de lectures
ouverts (ORF) soit : ORF1a, ORF1b, ORF2a, ORF2b, ORFs3-7 (Figure 2). Les ORFs la



et 1b représentent la majorité du génome du VSRRP soit 75 % et codent pour les
protéines non structurales comme la réplicase et I'ARN polymérase ARN dépendante
(Dea et al., 2000). Quant aux autres protéines, certaines sont des protéines structurales
mineures : GP,a ou P;b, GP3, GP,. D’autres, comme la M (ORF6) et la GPs, sont des
protéines majeures de l’enveloppe et la N (ORF7) est une protéine majeure de la
nucléocapside (Dea et al., 2000). Dans le virion et dans les cellules infectées, la GPs
s'associe 2 la M sous forme d’hétérodimére par I'intermédiaire de pont disulfures
(Mardassi et al., 1996). Dans le cadre de ce projet, I’attention sera portée surtout sur la

GP;s encodée par I’ORF5.

1.2.4 La protéine majeure glycosylée de I’'enveloppe GP;

La GPs est la protéine majeure glycosylée de I’enveloppe et elle a une masse moléculaire
entre 24.5-26 kDa (Dea et al., 2000). Il n’y a que 52 % & 55 % d’identité en aa entre la
GPs des souches NA et celle de la souche de référence EUR appelée virus de Lelystad
(LV). Le nombre d’aa varie entre 200 aa pour les souches NA versus 201 aa chez celles
EUR. La GPs est la protéine structurale la plus variable, ce qui explique le faible
pourcentage d’identité en aa (Mardassi et al., 1995; Meng et al., 1995). 1l est connu que
chez les isolats NA, la région hypervariable de cette protéine se retrouve entre les aa 26-
39 (figure 3) (Pirzadeh et Dea, 1998; Pirzadeh et al., 1998). In vivo, la GPs induit une
immunité protectrice et 1’induction d’anticorps neutralisants (Pirzadeh et Dea, 1997,
Plana Duran et al., 1997; Pirzadeh et Dea, 1998) ce qui en fait une bonne cible pour le
développement de vaccin. Par contre, in vitro, cette protéine est reconnue pour induire
I’apoptose (Suarez et al., 1996). Cette propriété sera décrite dans la section 1.3.3 du
présent mémoire. Parmi les régions importantes de la GPs (figure 3), les aa 90-119,
auraient un rdle 2 jouer dans I’apoptose, tel que décrit dans une étude effectuée avec un
isolat EUR (Fernandez et al, 2002). Quant aux régions contenant les épitopes
neutralisants, il s’agit des aa 29-35 chez une sous population d’un isolat allemand
(Wissink et al., 2003) et 36-52 dans le cas de I'isolat NA VR-2332 (Plagemann et al.,
2002). Quant 2 I’équipe de Ostrowski et al., elle a identifié deux épitopes indépendants

dans I’ectodomaine de la GPs, dont un des deux épitopes est bien conservé pour plusieurs



isolats du VSRRP (Ostrowski et al., 2002). Les deux épitopes peuvent étre reconnus en
méme temps par différentes populations d’anticorps dans le sérum sans interférence entre
eux. Mais I’augmentation de la quantité d’anticorps dirigés contre I’épitope B (37-44 aa)
correspond & une diminution du titre en anticorps contre I’épitope A (27-31 aa). Au
niveau fonctionnel, I’épitope A est immunodominant et induit une production rapide
d’anticorps suite a I’infection par le VSRRP mais ces anticorps n’ont pas d’activité
neutralisante. Ainsi, les anticorps neutralisants sont ceux dirigés contre 1’épitope B et ils

apparaissent plus tardivement (Ostrowski et al., 2002).



Figure 1 : Structure du virion du virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin.
(Adapté de Dea et al. (Dea et al., 2000))

Le N représente la protéine de la nucléocapside, le M représente la protéine de la matrice
et le génome est un ARN simple brin (ssRNA) de polarité positive avec une coiffe en 5’
et une queue poly A (AAAA) en 3°. La plus récente des protéines du VSRRP qui a été
découverte, soit la P,b n’est pas représentée sur cette figure puisque son role et sa
localisation dans le virion demeurent inconnus (Wu et al., 2005).
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Figure 2 : Organisation du génome, stratégie de réplication et produits d’expression des
différents génes du virus du syndrome reproducteur et respiratoire porcin.

(Adapté de Gagnon ef al. (Gagnon, 2001))
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Figure 3 : Schéma des différentes régions importantes du génome du virus du
syndrome reproducteur et respiratoire porcin.
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1.3 Défense de I’héte face a un agent pathogéne

Le corps humain utilise plusieurs mécanismes de protection pour lutter contre divers
agents étrangers (microorganismes, nourriture, agent chimiques, pollen, etc.). Ces
mécanismes sont classés en deux catégories, soit 1’'immunité innée et I’'immunité acquise.
L’immunité innée est constituée de toutes les défenses que 1'individu posséde déja a sa
naissance et qui sont disponibles en une période de temps trés courte. Certains de ces
composants sont une barriére physique tel que : la peau, les muqueuses et le réflexe de
toux. Certains autres composants sont internes, tel que: la fievre, les interférons, et
autres substances relarguées par les leucocytes (beta-lysine, lysozyme, etc.), les cellules
phagocytaires (granulocytes, macrophages) et les cellules microgliales du systéme
nerveux central (Benjamini E, 2000). Quant & I'immunité acquise, elle nécessite un
contact avec 1’agent étranger et est spécifique a celui-ci. Elle stimule et active certaines
cellules appelées lymphocytes. L’immunité acquise se divise en immunité humorale
(lymphocytes B) et en immunité cellulaire (lymphocyte T). Lorsqu’un agent étranger
pénétre dans I’organisme, les cellules présentatrices d’antigénes comme les macrophages
ou les cellules dendritiques traitent et présentent l’antigéne via le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) aux lymphocytes T. Selon le type de CMH qui est utilisé, le
type de lymphocyte T varie; le CMH de classe I présente aux cellules T auxiliaires et le
CMH de classe II présente aux lymphocytes T cytotoxiques. Les lymphocytes T
auxiliaires ont pour rdle de relarguer des cytokines qui sont, entre autres, des signaux
d’activation pour les lymphocytes B. Les lymphocytes T cytotoxiques, eux, sont
capables de tuer directement leur cible au contact de celle-ci. Quant a I'immunité
humorale, elle est stimulée par la présentation directe de 1’antigéne aux lymphocytes B
(sans passer par les cellules présentatrices d’antigénes ou le CMH) et permet I’activation
de ce lymphocyte pour produire et sécréter des protéines solubles appelées
immunoglobulines (Ig). La liaison de 1'Ig a I’antigéne permettra alors soit la lyse de la
cible ou la phagocytose de cette méme cible par les cellules de I'immunité innée
(exemple : macrophage). (Richard A. Goldsby, 2000; Charles A. Janeway, 2001)

Les connaissances disponibles sur les composants du systéme immunitaire qui sont

effectifs dans le cas d’une infection au VSRRP sont, encore aujourd’hui, limitées.



1.3.1 La réponse humorale VSRRP spécifique durant I'infection

L’infection au VSRRP se divise en deux phases, soit la phase aigué et la phase chronique
ou persistante. Suite & I'infection de 1’animal par le VSRRP, il y a apparition de signes
cliniques, réplication virale dans les macrophages et présence de virémie. Beaucoup de
virus se retrouvent dans les différents tissus et dans le sérum de 1’animal jusqu’a un mois
PI (post-infection) (Lopez et Osorio, 2004). Ensuite vient la phase persistante pendant
laquelle le virus reste présent surtout dans les tissus lymphoides (Benfield, 1998) et
continue de se répliquer mais de fagon beaucoup moins importante. 11 faut plus de 150
jours PI pour que Iinfection soit complétement éliminée de ’organisme (Allende et al.,
2000). La présence d’une phase chronique indique que la réponse immunitaire
protectrice n’est pas efficace dans les débuts de la phase PI malgré la présence d’Ac
VSRRP spécifiques (Yoon et al., 1994; Labarque et al., 2000). Une réponse en anticorps
anti-VSRRP peut-étre détectée entre les jours 7 et 9 PI par un test ELISA (Lopez et
Osorio, 2004) mais ces anticorps ne sont pas neutralisants in vitro (Yoon et al., 1994).
Les anticorps anti-VSRRP ayant une activité neutralisante (Neu) n’apparaissent qu’a
partir de la quatriéme semaine PI (Meier et al, 2003),(Yoon et al., 1994). Certains
auteurs ont conclut a I’incapacité des anticorps Neu a protéger de I'infection au VSRRP
puisqu’a long terme il existe une persistance virale dans les amygdales (Snijder EJ,
2001). Par contre, d’autres articles démontrent une corrélation entre I’apparition
d’anticorps Neu et la diminution de la virémie (Murtaugh, 2003). De plus, I’équipe de
Murtaugh en 2003 a établit un lien entre 1’élimination du virus de l’organisme et
1’apparition d’Ac Neu anti-GPs (Murtaugh, 2003). Plus de détails seront donnés sur le

potentiel de I'utilisation de la GPs & des fins de vaccination a la section 1.4.

1.3.2 La réponse cellulaire durant I'infection au VSRRP

L’activation du NF-xB lors d’une infection virale induit, entre autre, la transcription
d’interféron de type I, et stimule d’autres molécules impliquées dans la réponse

immunitaire telles que les cytokines, les chémokines, les molécules d’adhésions et les
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métalloprotéinases de matrice (MMPs) (Caamano et Hunter, 2002; Santoro et al., 2003).
Ainsi, certains virus bloquent la voie de NF-xB pour échapper a la réponse immunitaire,
tel que le virus de la vaccine, le virus de la fievre porcine Africaine, le virus de
I’influenza A et le mengovirus (Powell et al., 1996; Wang et al., 2000; Zoll et al., 2002,
Shisler et Jin, 2004). Par contre, certains autres virus (VIH, herpesvirus, virus de
I’hépatite C, virus de I’encéphalomyocardite, réovirus, virus de la dengue, virus du Nil
Occidental et virus de I’herpes simplex) activent délibérément la voie de NF-kB pour
aider 2 la réplication virale ou pour contrdler la prolifération cellulaire de I'h6te (Schwarz
et al., 1998; Connolly et al., 2000; Jan et al., 2000; Goodkin et al., 2003; Santoro et al.,
2003; Waris et al., 2003). En ce qui concerne le VSRRP, puisqu’il interfére directement
avec I’activation transcriptionnelle de I’interféron alpha (IFNa) (Miller ef al., 2004), on
se serait attendu 2 ce qu’il inhibe la voie de NF-kB pour échapper a la réponse
immunitaire de I’héte. Or, une récente étude a démontrée que le VSRRP active cette voie
dans les macrophages alvéolaires porcins (Lee et Kleiboeker, 2005). Ainsi, le VSRRP
pourrait bloquer I’expression de I'IFNo. & un niveau transcriptionnel ou post-
transcriptionnel mais sans inhiber la voie de NF-xB (Lee et Kleiboeker, 2005).

La sécrétion, par les cellules, d’TFNa, d’IFNB et le relichement de cytokines permet
d’interagir avec un type de cellules T naives et de promouvoir leur conversion en cellules
(spécifiques au virus) sécrétrices d’TFNy (Doly et al., 1998). La présence d’IFNy a été
observée dans les poumons de porcs infectés au VSRRP et cet IFN semble étre un
composant nécessaire de la réponse de I’hdte au pathogéne (Bassaganya-Riera et al.,
2004) puisque le VSRRP y est susceptible (Bautista et Molitor, 1999). Par contre, ce
virus a tendance 2 ne pas provoquer la réponse en IFNa des cellules T auxiliaires (Meier
et al., 2004). 1l interfére directement avec 1’activation transcriptionnelle de 1I'IFNa
(Miller et al., 2004). L’ARN double brin est formé durant la réplication de plusieurs
virus et est important pour la synthése d’IFN. Or, dans des cellules MARC-145 exposées
simultanément 4 I’ARN double brin (provenant de levures) et au VSRRP, I’induction
d’IFN par I’ARN double brin est inhibée de fagon significative par le VSRRP (Miller et
al., 2004). De plus, il a été démontré qu’une meilleure stimulation de I’immunité anti-
VSRRP est disponible lors de ’exposition a I'IFNo. (Meier et al., 2004) et que la

réplication du virus est inhibée (Albina ez al., 1998). Une autre facon de stimuler la
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réponse des T auxiliaires pour contrer une infection virale est d’utiliser la voie de
I’interleukine-12 (IL-12) (Cousens et al., 1999), mais le VSRRP est un faible stimulateur
de la production d’IL-12 (Royaee et al., 2004). 1l a été démontré que I’ajout d’IL-12 a
différents moments de la vaccination a augmenté la réponse immunitaire de 1’'héte au
VSRRP (Foss et al., 2002). Malgré que Iutilisation d’IFNo, et d’IL-12 comme adjuvant a
stimulé la réponse des cellules T auxiliaires et a permis la production d’une réponse en
IFNy spécifique au VSRRP, un immunomodulateur plus fort devra étre utilisé pour
contrer la tendance du VSRRP & ne pas promouvoir la réponse des cellules T auxiliaires
(Meier et al., 2004).

En 2004, Xiao et al., ont étudié la réponse a médiation cellulaire en se concentrant sur la
réponse des cellules T dans les tissus lymphoides (Xiao et al., 2004). Selon eux, I’étude
de ces cellules serait plus adéquate que celle des cellules mononucléaires du sang
périphérique (PBMC) car les PBMC ne contiennent que 2 % des cellules T totales du
corps et ne sont ni le site de réplication virale, ni le site de présentation des antigenes
(Westermann et Pabst, 1992) contrairement aux cellules T des tissus lymphoides.
L’équipe de Xiao a essayé de faire un lien entre la réponse immunitaire des cellules T
spécifiques et la charge virale dans les tissus lymphoides secondaires. Ils ont démontré
que la réponse en cellules T spécifique a I’antigéne au site de I'infection est variable,
faible et indépendante de la charge virale. En effet, la charge virale est 1000 fois plus
glevée dans les amygdales que dans la rate mais c’est dans la rate que la quantité de
cellules T antigéne spécifiques est plus élevée (1000 fois plus élevée) (Xiao et al., 2004).
En plus de cette absence de corrélation entre la réponse en cellules T et la charge virale,
ils ont aussi observé que les proportions de cellules T CD4+, CD8+ et CD4+CD8+ ne
sont pas altérées par le VSRRP dans les poumons, le sang et les tissus lymphoides (Xiao
et al., 2004). 11 a aussi été rapporté que la réponse a médiation cellulaire est faible dans
les premiéres 12 semaines de I’infection et se développe progressivement pendant plus de
20 semaines, ce qui pourrait étre responsable de 1’élimination de la persistance virale
(Meier et al., 2003). Or, Xiao a remarqué que la charge virale dans les poumons et les
tissus lymphoides secondaires diminue de 1000 fois entre le jour 19 PI et le jour 67 PL
Donc une augmentation de cellules T qui débute aprés le déclin majeur de la charge virale

ne peut pas étre associée 2 la résolution de la persistance virale (Xiao et al., 2004). Leur
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hypothése pour expliquer I’élimination de la persistance virale est la suivante : la grande
majorité des macrophages ne seraient pas permissifs & I'infection par le VSRRP et
I’élimination des quelques macrophages permissifs expliquerait le déclin de la charge
virale. L’élimination compléte du virus pourrait alors se faire par les anticorps
neutralisants, la faible réponse en cellules T spécifiques et I’augmentation de d’autres
cellules comme les NK («natural killer») (Xiao et al., 2004). Cela expliquerait également
le manque de réponse immunitaire observée suite a une infection défie par une souche
homologue de VSRRP car le virus introduit ne pourrait pas trouver de macrophages
permissifs (Foss et al., 2002).

Une autre étude sur la persistance virale a montré que 1’élimination rapide de particules
virales infectieuses de VSRRP et d’ARN viral du sérum et de la rate est en corrélation
avec ’augmentation de cellules T cytotoxiques alors que dans les amygdales et les
ganglions lymphatiques médiastinaux il n’y a peu ou pas de changement dans la quantité
de cellules T cytotoxiques, expliquant donc la persistance virale (Lamontagne et al.,
2003). De plus, les cellules des amygdales et des ganglions lymphatiques médiastinaux
ne répondent pas 2 la stimulation mitogénique ce qui expliquerait que le virus continu a
se répliquer (Lamontagne et al., 2003). Lorsque les cellules T cytotoxiques sont
stimulées mais que leur réactivité a la stimulation mitogénique est faible, cela peut étre du
a de I’anergie ou une mort de lymphocytes activés (Lamontagne et al., 2003). De plus, la
quantité de cellules NK n’a pas été significativement modifiée lors de I’infection au
VSRRP ce qui démontre que I'immunité innée n’est pas fortement stimulée dans les
organes lymphoides ou que ces nouvelles cellules NK sont recrutées dans les poumons

(Samsom et al., 2000).

1.3.3 La GP;s et 'apoptose

Suarez et ses collaborateurs ont rapportés pour la premiere fois en 1996 que des cellules
infectées par un vecteur vaccinia exprimant I’ORF5 du VSRRP d’une souche EUR
montraient une toxicité de type apoptose (Suarez et al., 1996). En effet, ils observérent
un compactage et une marginalisation de la chromatine nucléaire, une circonvolution des
membranes nucléaires et cytoplasmiques, une condensation du cytoplasme et une

dégradation de I’ARNr. Récemment, il a été démontré que la GPs d’une souche NA
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pouvait aussi induire 1’apoptose dans les cellules MARC-145 (Gagnon et al., 2003). Tout
d’abord, I’apoptose est une mort cellulaire programmée qui permet a un organisme de
réguler le nombre de cellules, la taille des tissus et 1’état des cellules le constituant.
Ainsi, I’organisme peut se débarrasser de cellules vieilles, inutiles ou qui déséquilibrent
son homéostasie (Hengartner, 2000). Les effecteurs de cette mort cellulaire programmée
sont des enzymes appelées caspases qui ont la capacité de cliver des substrats générant
une fragmentation de I’ADN, une condensation du noyau et un clivage de certaines
protéines du cytosquelette dérangeant ainsi 1’intégrité cellulaire (Hengartner, 2000). Les
deux principales voies apoptotiques sont: la voie des récepteurs de mort et la voie
mitochondriale (Figure 4) (Hengartner, 2000). Dans la voie des récepteurs de mort, le
ligand CD95 se lie a son récepteur a la surface des cellules et active une cascade de
caspases qui débute par 1’autoclivage de la procaspase-8 en caspase-8 qui elle-méme
active la procaspase-3. Quant a 1’apoptose mitochondriale, elle est utilisée, entre autre,
lors d’un stress a l'intérieur de la cellule comme un dommage a ’ADN. Ces stress
internes modifie 1’équilibre entre les facteurs pro apoptotiques (ex : Bax, Bak) et anti-
apoptotiques (ex : Bcl-2, Bcel-xp). Ces différents membres de famille pro et anti-
apoptotique agissent a la surface de la mitochondrie en influencant les canaux et les pores

qui contrdlent I’entrée et la sortie de cytochrome C.
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Figure 4 : Les deux principales voies d’apoptose : la voie des récepteurs de mort et la

voie mitochondriale (Hengartner, 2000).
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Ainsi, ’homéostasie de la mitochondrie est dérangée, le cytochrome C et d’autres
protéines comme I'AIF (une flavoprotéine), Smac-DIABLO et plusieurs apoptotiques
(procaspase-2, -3, et -9) sont reldchées. Le cytochrome C, la procaspase-9 et une
molécule appelée Apaf-1 s’associent pour former 1’apoptosome; cet apoptosome possede
la capacité d’activer la procaspase-3 et de débuter la cascade apoptotique qui menera a la
destruction de la cellule. Puisque I’issue des deux cascades méne a la destruction
cellulaire, il est important d’avoir des mécanismes qui permettent d’arréter le processus
en cas d’activation erronée ou prématurée de 1’apoptose. La voie des récepteurs de mort
posséde une molécule appelée c-FLIP qui peut bloquer I’activation de la procaspase-8 et
la voie mitochondriale posséde des protéines IAP qui bloquent I’activation de la
procaspase 3. Quant & Smac-DIABLO, reldché par la mitochondrie, ce complexe de
protéines inhibe les IAP, permettant de recommencer I’activation de la procaspase-3
(Hengartner, 2000). Ainsi, la mort cellulaire programmée (apoptose) est un processus
complexe qui fait appel 2 de nombreuses protéines pro ou anti-apoptotiques et dont le
secret réside dans 1’équilibre entre ces différentes protéines, leur présence ou absence et

leur concentration réciproque.

En ce qui concerne 1’apoptose causée par la GPs, tel que rapporté par Suarez et al., elle
est indépendante de I’expression de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Suarez et al,
1996), ce qui suggererait soit un mécanisme d’apoptose qui se produit en aval de Bcl-2,
soit un mécanisme apoptotique autre que la cascade mitochondriale. Par contre, selon
Lachapelle et al. (communication personnelle), les cellules infectées avec un adénovirus
recombinant (recAdv) exprimant I’ORF5 du VSRRP montrent une augmentation de
caspase 3, une fragmentation de 'ADN a I’intérieur des cellules, un relachement de
cytochrome C et une activation de caspase 9 sans activation de caspase 8. Ainsi, ces
derniers résultats préconiseraient une apoptose de type mitochondriale dans le cas de
’ORF5 de la souche NA IAF-Klop. Bien qu’il y ait beaucoup de cellules apoptotiques
dans les tissus des porcs infectés avec le VSRRP, des études ont démontré que les
cellules apoptotiques ne sont pas celles qui sont infectées par le VSRRP (Sur et al.,
1998), (Sirinarumitr et al., 1998), (Labarque et al., 2003). Dans des cellules MARC-145

infectées par la VSRRP, une forme d’apoptose atypique a été rapportée et la co-
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localisation d’antigénes pour le VSRRP et de fragmentation d’ADN génomique (détecté
par la méthode de TUNEL) ont été observés dans ces cellules (Kim et al., 2002). Par une
absorption de bleu de trypan, I’équipe de Kim et al. montre que la majorité des cellules
mortes dans leurs expériences seraient nécrotiques au lieu d’étre apoptotiques. Plus
récemment, 1’équipe de Miller et Fox a montré que des cellules MARC-145 infectées par
le VSRRP ont plus tendance a la nécrose qu’a I’apoptose (Miller et Fox, 2004). La
nécrose commence par un dommage a la membrane cellulaire qui nuit dans le maintien
de I’homéostasie et résulte en une entrée d’eau et d’ions Ca”* extracellulaires. Les
organelles (comme la mitochondrie) se gonflent et se lysent, puis leur contenu cellulaire
se répand dans le milieu extracellulaire étant donné que la membrane cytoplasmique est
endommagée. La nécrose, contrairement a I’apoptose peut étre associée a une forte
réponse inflammatoire (Schwartz et al., 1993). Pour différencier entre apoptose et
nécrose, les auteurs ont mesuré I’expression de génes reliés a 1’apoptose par biopuce en
plus de détecter la fragmentation de I’ADN génomique. Vingt-quatre heures aprés
Iinfection, aucun changement significatif dans 1’abondance des transcrits de 26 génes
reliés 2 1’apoptose n’a pu étre observé, malgré la réplication & de bon niveau du VSRRP
dans ces cellules. Une augmentation d’ATF-3 (un suppresseur de I’apoptose causée par
p53) et de Hsp70 (qui nuit a la dimérisation d’ APAF-1 et au relargage du cytochrome C)
ont été observées ce qui pourrait signifier que le VSRRP diminue ou empéche 1’apoptose
cellulaire aprés I’infection (Miller et Fox, 2004). De plus, suite & une augmentation de
I’inoculum viral, ’apoptose est demeurée stable mais la nécrose a augmentée de fagon
proportionnelle (Miller et Fox, 2004). 11 a également été démontré par plusieurs groupes
de chercheurs que la majorité des cellules qui entrent en apoptose ne sont pas les cellules
infectées par le VSRRP mais bien les cellules avoisinantes d’oll le qualificatif d’apoptose
«bystander». Ainsi, selon Sur et al., les cellules testiculaires qui meurent d’apoptose ne
sont pas les mémes cellules que celles qui sont infectées par le VSRRP aprés analyse
TUNEL (Sur et al., 1997). Le méme phénomene est observé in vivo et in vitro dans les
cellules des poumons et des tissus lymphoides (Sirinarumitr et al., 1998; Sur et al., 1998).
Selon Sirinarumitr et al., in vivo, certaines cellules sont simultanément positives pour
1’apoptose et I'infection au VSRRP mais ce serait vraisemblablement des macrophages

dans les ganglions lymphatiques qui aurait phagocyté des lymphocytes ou des cellules

17



plasmatiques infectés et mourants (Sirinarumitr et al., 1998). Plus récemment, Labarque
et al. a dénombré entre 9-39% des cellules des poumons et 13-30% des cellules de lavage
bronchoalvéolaire qui seraient simultanément infectées par le VSRRP et apoptotiques
(Labarque et al., 2003). Mais la majorité des autres cellules apoptotiques restent des
cellules avoisinantes, non infectées. Bien que le mécanisme d’apoptose des cellules
avoisinantes demeure inconnu, plusieurs hypothéses ont été émises. Différentes
molécules libérées par les macrophages pourraient induire 1’apoptose des cellules
avoisinantes tel que 1’oxyde de nitrate, les espéces actives dérivées de I’oxygene, ou
Iinterleukine 1 (IL-1) (Labarque et al., 2003). 11 a été observé que I’augmentation d’IL-1
et d’IL-10 correspondait a l’augmentation du nombre de cellules avoisinantes
apoptotiques (Labarque et al., 2003). Par analogie avec ce qui se produit chez le virus de
I’immunodéficience humaine et le virus de I’immunodéficience simienne, ce type
d’apoptose pourrait étre dii a un relargage local de cytokines apoptogéniques (tel que le
TNFa) (Finkel et al., 1995; Zheng et al., 1995; Nagata, 1997). Peut-étre y a-t-il aussi un
lien entre ce type d’apoptose et celle qui est induite par le relargage de FasL des
macrophages (aprés phagocytose) entrainant 1’apoptose des leucocytes avoisinants
observée par Brown et al. (Brown et Savill, 1999). Une autre hypothése concerne le réle
que joue la glycoprotéine de I’enveloppe GPs dans ’apoptose. En effet, peut-étre que
I’induction de 1’apoptose des cellules avoisinantes est dii a I’attachement de particules
virales 2 la surface des cellules sans pénétration virale (Labarque et al., 2003).

En ce qui concerne les cellules qui sont simultanément positives pour 1’apoptose et pour
la présence de VSRRP, il pourrait s’agir d’un mécanisme permettant au virus d’échapper
au systéme immunitaire tel que décrit pour le VIH de type 1 (Spetz et al., 1999), I'Herpes
simplex de type 2 (Asano et al., 1999) et le virus Epstein Barr (Holmgren et al., 1999).
Les virus contenus dans des cellules apoptotiques sont phagocytés par des macrophages
et se retrouvent ainsi 2 I’abri du systéme immunitaire et des antigénes permettant de les
éliminer. Ceci pourrait se produire lors de la phase persistante de I’'infection.

Certains spécialistes du VSRRP doutent de la véracité de 1’apoptose causée par la GPs.
Ainsi, I’équipe du Dr Dongwan Yoo en Ontario a créé une lignée stable de cellules HeLa
exprimant la GPs du VSRRP sous le contrdle d’un promoteur inductible 2 la tétracycline.

En utilisant cette lignée cellulaire stable, cette équipe n’a pas observée d’apoptose diie a
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la présence de la GPs dans les cellules HeLa en conditions induites (Lee et al., 2004). IIs
n’ont également pas trouvé de présence d’apoptose dans les cellules avoisinantes MARC-
145 lors d’expérience de co-culture MARC-145/HeLa-GPs en conditions induites (Lee et
al., 2004). Ainsi, les auteurs émettent I’hypothése que 1’apoptose rapportée par Suarez et
al. en 1996 (Suarez et al., 1996) et par Fernandez et al. en 2002 (Fernandez et al., 2002)
serait une apoptose atypique causée par la fusion de la GPs de ces auteurs avec des
marqueurs histidines ou des marqueurs antigéniques ou bien de I'utilisation d’un vecteur

viral vaccinia pour exprimer la GPs dans ces mémes études.
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1.4. La vaccination

1.4.1 Vaccination SRRP

1l existe deux principaux types de vaccins communément utilisés dans les élevages pour
essayer de minimiser les pertes dues 3 la maladie du SRRP, soit les vaccins tués et les
vaccins atténués. Les vaccins tués (par exemple : CyBlue, Laboratorios Sobrino, Girona,
Espagne) provoquent une stimulation de la réponse immunitaire qui est faible et peu
persistante. Quant aux vaccins atténués tels que le Ingelvac PRRS ATP (Boehringer,
Bracknell, Royaume-Uni), ils provoquent une meilleure stimulation de la réponse
immunitaire que les vaccins tués mais comportent des désavantages non négligeables: il y
a présence d’une virémie induite par le virus vaccinal, ils peuvent provoquer des
avortements chez la truie gestante, il y a possibilité de réactivation du virus vaccinal
causant une transmission aux autres animaux et ils ne permettent pas la distinction entre
un animal vacciné ou naturellement infecté (Botner et al., 1997), (Madsen et al., 1998).
Cette distinction entre les animaux infectés et ceux vaccinés est importante du point de
vue du marché de I’exportation. De plus, une immunité préexistante de la mere peut
interférer avec la vaccination traditionnelle des nouveaux-nés. Ainsi, il y a une nécessité
de développer de meilleurs vaccins permettant de contréler le VSRRP dans les élevages
porcins puisque les vaccins commerciaux offrent une protection incompléte (Mengeling

et al., 2003).

La vaccination génétique consiste a délivrer dans les cellules a 1’aide de vecteurs, les
genes codant pour les protéines contre lesquelles on veut stimuler la réponse immunitaire
de ’hdte. 11 peut s’agir d’ADN nu mais I’efficacité de transfection de certaines cellules
reste faible. Il est souvent nécessaire d’utiliser un adjuvant et/ou de faire un rappel pour
obtenir une bonne stimulation de la réponse immunitaire et cette méthode demande une
grande quantité d’ ADN pour vacciner des gros animaux tels que les porcs (Babiuk et al.,
2000). I peut aussi s’agir de vecteurs viraux exprimant la protéine choisie. Les
constructions ADN sont faciles a créer, modifier, purifier et sont extrémement stables

(Barry et Johnston, 1997), (Tobiasch et al., 2001).
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En ce qui concerne le VSRRP, il a été démontré que la GPs est une bonne candidate pour
faire un vaccin recombinant qui pourrait stimuler une réponse immunitaire protectrice
sans risquer des problémes de virémie et de réactivation virale. En effet, des anticorps
monoclonaux spécifiques peuvent, in vitro, bloquer I’infection de cellules permissives par
le VSRRP (Pirzadeh et Dea, 1997). De plus, en 1998, Pirzadeh et Dea ont démontré
qu’avec un plasmide recombinant exprimant I’ORF5 sous le contrdle du promoteur
HCMYV, ils obtenaient une bonne stimulation de la réponse immunitaire, sans virémie ni
lésions. Par contre, avec un systéme ol I’ORFS5 est produite sous forme de protéine par
E. coli, 1la GST-ORFS3, il y a une bonne stimulation de la réponse immunitaire mais pas de
protection lors d’une infection défie; les signes et lésions observées sont méme plus

sévéres que chez les animaux non vaccinés mais infectés (Pirzadeh et Dea, 1998).

D’autres expériences ont été tentées en utilisant la bactérie atténuée Salmonella
typhimurium aroA comme un vecteur d’expression Barr contenant I'ORF5 du VSRRP et
délivré par la bactérie sous forme de vaccin oral chez la souris (Jiang et al., 2004). Les
résultats ont démontré une réponse immunitaire GPs-spécifique (Jiang et al., 2004). 1
reste A voir si cette réponse est protectrice lors d’une infection défie chez le porc. Le
vaccin anti-tuberculeux Mycobacterium bovis (Bacille Calmette-guérin, BCG) est un des
vaccins les plus utilisés dans le monde (Bloom BR, 1994). Ce systtme permet
’expression de génes étrangers dans la mycobactérie. Des vaccins recombinants basés
sur le BCG (rBCG) ont été efficaces pour provoquer une réponse immunitaire protectrice
contre Borrelia burgdorferie (Langermann et al., 1994), Leishmania (Connell et al.,
1993), Streptoccocus pneumonia (Langermann et al., 1994) et Plasmodium yoelii
(Matsumoto et al., 2000). Chez le porc, le IBCG exprimant une forme tronquée de la
GPs (aa 31 2 200) et la protéine M (ORF6), provoque une réponse immunitaire spécifique
contenant des anticorps neutralisants (Bastos et al., 2004). Aprés une infection défie, les
porcs immunisés avec le rBCG exprimant la GP;s et le rBCG exprimant la M, ont une
virémie plus faible, une charge virale plus faible dans les ganglions lymphatiques

bronchiaux et moins de fievre que les porcs immunisés avec un BCG de type sauvage
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(Bastos ef al., 2004). Ainsi certains vaccins exprimant la GPs sont prometteurs mais la

protection contre le VSRRP n’est pas totalement efficace.

1.4.2 Un hétérodimeére GPs-M, un avantage en vaccination chez le
VSRRP?

Chez le VSRRP, tout comme chez le VAE, il est reconnu que la GPs forme un
hétérodimere avec la protéine de la matrice M (de Vries et al., 1995; Mardassi et al.,
1996). Cette formation de 1’hétérodimere GPs-M est importante pour les modifications
post-traductionnelles, la maturation des protéines et le mouvement de la GPs du réticulum
endoplasmique vers 1’appareil de Golgi (de Vries et al., 1995; Snijder et al., 2003).
L’immunisation de chevaux avec un vecteur d’expression exprimant la GPs et la M de
fagon individuelle ou en forme hétérodimére a démontré que tous les animaux inoculés
produisaient des anticorps contre la GPs (Balasuriya et MacLachlan, 2004). Par contre,
seul les animaux inoculés avec un vecteur co-exprimant la GPs avec la M (sous forme
hétérodimere) développent des anticorps neutralisants (Balasuriya et MacLachlan, 2004).
Chez le VAE, sans la présence de la M, la GPs forme de larges agrégats de protéines qui
sont non immunogéniques. Chez le VSRRP, une expérience similaire a été effectuée
avec des vecteurs adénovirus exprimant la GPs et la M seules ou en co-expression mais
aucune formation d’hétérodimére n’a été obtenue (Gagnon et al., 2003). De plus, il
existe des anticorps contre la GPs du VSRRP qui sont neutralisants et ce sans la présence
d’un hétérodimére GPs-M (Gagnon et al., 2003). Ainsi on voit que la formation d’un
hétérodimére chez le VSRRP n’est pas essentielle pour I’obtention d’anticorps

neutralisants mais peut-étre pourrait-il favoriser une meilleure réponse immunitaire ?

1.4.3 L'utilisation d’immunostimulateur pour favoriser une meilleure
réponse immunitaire.

Tel que mentionné précédemment, le VSRRP est un faible stimulateur de la réponse
immunitaire et les vaccins commercialement disponibles n’offrent qu’une protection

incompléte contre les souches homologues et hétérologues. Ainsi certains
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immunostimulateurs ont été étudiés pour améliorer la réponse immunitaire anti-VSRRP.
L’interleukine 2 (IL-2) est I'une des plus importantes cytokines responsables de la
régulation de la réponse immunitaire 3 médiation cellulaire chez la souris (Arai et al.,
1990; Gaffen et Liu, 2004) et elle a été beaucoup étudiée comme adjuvant en vaccination
(Mbawuike et al., 1990; Chow et al., 1998; Kim et al., 1999; Kim et al., 2001).
L’utilisation de I'IL-2 porcin comme adjuvant lors d’études avec un vaccin 8 ADN
exprimant I'ORF7 du VSRRP a démontré la capacité de cette cytokine & promouvoir et
stimuler une meilleure réponse immunitaire 2 médiation cellulaire (Rompato et al., 2006).
Tl a été récemment démontré que I'immunité contre ’'ORF7 du VSRRP confére une
protection partielle contre les lésions pulmonaires et diminue le nombre de cellules
infectées dans les poumons (Xue et al., 2004; Rompato et al., 2006). Bien que les
anticorps neutralisants sont surtout dirigés contre I’ORF5 du VSRRP (Gonin et al., 1999),
une étude a démontrée que des anticorps neutralisants médiés par le complément sont
détectable in vitro 11 jours aprés une infection défie chez des porcs immunisés avec un
vaccin 2 ADN exprimant I'ORF7 (Barfoed et al., 2004). Ainsi ’ORF7 et I'TL-2 porcin
peuvent étre des atouts dans la conception d’un vaccin efficace pour contrer I’infection au
VSRRP et les pertes économiques s’y rattachant.

D’autres adjuvants sont également a considérer tel que la toxine du choléra et I'IL-12 qui,
lors de I’utilisation avec le vaccin commercial MLV, accélérent la production d’anticorps
neutralisants et augmente la production d’IFNy (Foss et al., 2002). Par contre, lors d’une
étude plus récente, il a été démontré que ni ’utilisation d’IL-12, ni un mélange de
peptides de I’ORF5, ni un adjuvant dérivé d’une endotoxine bactérienne n’augmentait de
facon statistiquement significative la réponse en IFNy au vaccin commercial MLV
(Charerntantanakul et al., 2006). Ainsi I'TL-2 reste a ce jour 1’adjuvant ayant le plus de
potentiel.

1.4.4 L’ORF5 synthétique

L’expression d’un géne introduit dans une cellule de mammifére dépend de plusieurs
facteurs dont le nombre de copies du géne, les éléments de contrdle de la transcription, la

stabilité de 'ARNm et ’efficacité de traduction. Dans le cas du génome du VIH-1, il est
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riche en AU entrainant un biais de codon. Ce biais de codon serait a 1’origine d’une
partie de I’instabilité de I’ARN du géne gag-pol du VIH-1. I a été démontré que dans le
cas du gag-pol du VIH-1, ’optimisation des codons augmente la stabilit¢ de I’ARN
permettant une augmentation de 10 fois la quantité de protéine produite (Kotsopoulou et
al., 2000). En partant de ce principe, le géne de I'ORF5 du VSRRP a été¢ modifié pour
obtenir I'ORFS5 synthétique. Celui-ci posséde un total de 134 nt substitués par rapport a
’ORF5 de type sauvage. Ceci améne une identité de séquence en nucléotide de 77,8 %
entre I'ORF5 synthétique et I’ORF5 de type sauvage mais une identité en acides aminés
de 100 %. Par analyse densitométrique de la quantité de GPs synthétisée par des recAdvs
exprimant les deux types d’ORF5 (ORF5 synthétique et type sauvage) aprés infection
dans des cellules 293 et MARC-145, les auteurs ont constaté une augmentation de 6 a 11

fois la quantité de protéines lorsque I’ORF5 synthétique est utilisé (Kheyar et al., 2005).

1.4.5 L’adénovirus dans la vaccination

Les vaccins sous unitaires contiennent les protéines les plus immunogenes du pathogéne
sans toutefois contenir les autres génes viraux qui causent des problemes telle que la
réactivation virale (Rocha et al., 2004). Par contre ces vaccins administrés de fagon
traditionnelle produisent une réponse immunitaire faible et de courte durée (Rocha et al.,
2004). Les virus recombinants, quant 2 eux, sont une alternative intéressante puisqu’ils
infectent les cellules de facon efficace, expriment les protéines les plus immunogéniques
du pathogéne et contiennent leurs propres génes viraux qui peuvent méme servir
d’adjuvants (Rocha et al., 2004).

Les adénovirus ont la capacité d’infecter autant les cellules en division que les cellules au
repos (Rocha et al., 2004). Iis se répliquent 4 des taux trés élevés lorsqu’ils sont dans des
conditions favorables, jusqu’a saturer les mécanismes cellulaires avec plus de 3 X 10*
unités infectieuses par cellule (Oualikene et al., 2000). IIs sont reconnus pour causer
majoritairement des problémes respiratoires pouvant varier du simple rhume a la
pneumonie (Rocha et al., 2004). 11 existe 51 différents types ou sous-types d’adénovirus

pouvant causer des infections chez I’humain (Barouch et Nabel, 2005) et les sérotypes 2
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et 5 sont préférablement utilisés dans le développement de vaccin recombinant di a leur
faible pathogénicité (Randrianarison-Jewtoukoff et Perricaudet, 1995). Pour des raisons
de sécurité certains génes viraux ont été supprimés. Dans le cas des adénovirus de
premiére génération, ils sont rendus non réplicatifs par le retrait de la région El. 1l est
aussi possible d’enlever la région E3 qui permet d’échapper aux défenses de I’hdte en
empéchant la cytotoxicité des cellules T et ’action du TNF (facteur de nécrose tumorale)
(Randrianarison-Jewtoukoff et Perricaudet, 1995),(Oualikene et Massie, 2000). Ainsi, il
est possible d’insérer un transgéne de 8 Kb (Oualikene et Massie, 2000). Ces adénovirus
seront cultivés dans des cellules permissives comme les cellules de rein embryonnaire
humain 293 qui ont la capacité de complémenter les virus en exprimant les génes E1A et
E1B (Graham et al., 1977). Les adénovirus de deuxiéme génération, quant a eux, sont
AE1, AE3 et AE2a et/ou AE2bTP, permettant une capacité de clonage allant jusqu’a 11
Kb (Oualikene et Massie, 2000). Les vecteurs de troisiéme génération n’exprimant plus
de génes viraux, (appelés «gutless»), permettent I’insertion d’un transgéne de 38 Kb et ne
contiennent que les séquences terminales inversées (ITR) et la séquence d’encapsidation.
La présence d’un virus auxiliaire de premi€re génération est nécessaire pour permettre la

réplication des adénovirus «gutless» (Oualikene et Massie, 2000).

Un autre type de vecteur adénovirus a été créé en exploitant le role de la protéase (PS) de
I’Adv. En effet, cette PS est nécessaire, entre autre, pour la formation de particules
infectieuses. Ainsi, un vecteur comprenant la région E1 dans lequel on enléve la PS peut
effectuer un seul cycle de réplication de son génome mais sans former de particules
infectieuses (Oualikene et al., 2000). Pour amplifier ce nouveau virus, il suffit d’utiliser

une lignée complémentaire exprimant la PS (exemple : 293PS ou 293PS CymR).

Récemment, un dernier type de vecteur Adv a été mis au point. Ce vecteur est non
disséminatif (APS) et a été rendu réplicatif par 'insertion du géne E1A en IRES du
transgéne. Les premiéres expériences avec des vecteurs réplicatifs, effectuées vers la fin
des années 90, ont démontré qu’il est possible de diminuer de 250 fois la dose de vaccin
administré 3 des rats en utilisant un vecteur réplicatif versus un non réplicatif tout en

conservant la méme protection contre une infection défie (Eloit et Adam, 1995). Les
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expériences les plus récentes avec le vecteur réplicatif (avec la région E1A inséré en
IRES du transgéne) ont été effectuées avec le géne suicide CD::UPRT (cytosine
déaminase uracyl phosphoribosyl transférase) qui permet de convertir un substrat en
prodrogue pour détruire différentes lignées de cellules cancéreuses. 1l a été démontré que
le vecteur réplicatif/CD::UPRT exprime 45 fois mieux son transgéne qu’un vecteur de
premiére génération (non réplicatif). Quant a l'effet indirect de la présence de
CD::UPRT sur les cellules avoisinantes (effet «bystander»), le vecteur
réplicatif/CD::UPRT est 25 fois meilleur pour tuer les cellules avoisinantes que le vecteur
non réplicatiffCD::UPRT. Donc, ces résultats ont permis de diminuer la MOI
(multiplicité d’infection) du virus réplicatif/CD::UPRT de 25 fois tout en obtenant le

méme effet sur les cellules que le virus non réplicatif/CD::UPRT (Bourbeau et al., 2004).

Les adénovirus recombinants sont utilisés depuis la fin des années 80 pour vacciner
contre la rougeole, le VIH, le VHB, la rage et le VSV (Rocha et al., 2004)). Malgré
qu’ils soient efficaces, un des problémes rencontrés chez ’humain est la présence d’une
immunité préexistante causée par des infections naturelles chez le patient vacciné avec un
recAdv humain. Ce probléme ne se présente toutefois pas chez le porc si on le vaccine
avec un recAdv humain de type 5.

Récemment un autre type de vecteur a été étudié pour stimuler une réponse immunitaire
contre I’ORF5 du VSRRP. 1l s’agit d’un vecteur basé sur le virus de la pseudorage, un
virus de la famille des Herpesvirus. Ce virus dans sa forme virulente cause la maladie
d’Aujesky caractérisée par des graves signes neurologiques. Mais il existe des
désavantages a utilisé ce type de virus recombinant : 1) le vecteur est dérivé d’un vaccin
déja disponible sur le marché et utilisé pour contrer la maladie d’Aujesky donc les
animaux peuvent avoir une immunité préexistante; 2) le virus recombinant s’est avéré
efficace 3 stimuler une réponse immunitaire aprés une infection défie mais aucun
anticorps neutralisants contre le VSRRP n’a été détecté chez les porcs vaccinés (Qiu et
al., 2005).
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1.4.6 La protéine verte fluorescente comme géne rapporteur

Le géne de la protéine verte fluorescente (GFP) de la méduse Aequorea victoria, cloné et
séquencé pour la premiére fois en 1992 (Prasher et al., 1992), a depuis été largement
utilisé comme géne rapporteur autant dans des systémes procaryotes comme E. coli
(Chalfie et al., 1994) que dans des systémes eucaryotes comme C. elegans (Chalfie et al.,
1994), Drosophila (Yeh et al., 1995), les feuilles de mais (Chiu et al., 1996) et plusieurs
lignées cellulaires comme les cellules HeLa (Niswender et al., 1995) et les cellules de
muscles squelettiques murins (Moss et al., 1996). Depuis 1995, ce géne est aussi utilisé
comme geéne rapporteur dans des vecteurs viraux (Baulcombe et al., 1995) puisque sa
protéine comporte plusieurs avantages : 1) la fluorescence de la GFP est intrinseque donc
indépendante de tous co-facteurs ou substrat (Cody et al., 1993), 2) la GFP est résistante
3 la photo instabilité permettant une détection sur une plus longue période de temps, 3)
elle semble non toxique et ne nuit pas a la croissance des cellules et leurs fonctions.

L’observation de la distribution cellulaire d’une protéine d’intérét peut étre réalisée en
exprimant la GFP en fusion avec cette protéine d’intérét tout en respectant le cadre de
lecture. Un des premiers essais de fusion a été fait avec la protéine exuperantia de
Drosophila et cette protéine de fusion exu-GFP a semblé s’exprimer selon le méme

patron que la protéine native (Wang et Hazelrigg, 1994).
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1.5 Objectifs

Ainsi partant des principes que la GPs de la souche IAF-Klop est apoptotique ((Gagnon et

al., 2003) Lachapelle et al. communication personnelle) que cette protéine exprimée dans

un vecteur adénovirus a déja démontré un potentiel pour la vaccination contre le VSRRP

(Gagnon et al., 2003) et que la GFP en fusion peut-étre utilisée comme géne rapporteur

(Wang et Hazelrigg, 1994), il serait intéressant de créer une GPs fusion GFP dans

laquelle des modifications pourraient étre apportées a la GPs pour caractériser les régions

apoptotiques de cette protéine. L’hypothése de ce projet stipule qu’il est possible de

trouver une protéine GPs tronquée qui ne soit pas apoptotique et qui induirait une

immunité protectrice chez le porc. Plus spécifiquement, les objectifs sont :

1. Faire des constructions d’adénovirus non réplicatifs recombinants contenant
différentes régions de I’ORFS5 synthétique (NA) en fusion avec la GFPq.

2. Sélectionner des constructions non apoptotiques.

3. Construire un adénovirus réplicatif/non disséminatif avec la version de I’ORF5

(NA) sélectionnée.

28



2. Matériels et méthodes

2.1 Constructions de plasmides

2.1.1 Le systéme cumate

Le systéme cumate est un systeme d’expression artificiel aux cellules de mammiferes, qui
permet de réguler le niveau d’expression d’une protéine (Mullick et al., soumis). 1I est
dérivé de I’opéron p-Cymene de Pseudomonas putida F1 (Eaton, 1997). L’opéron cumate
est appelé P2 (ou Cuo) et sa molécule inductrice est le cumate. Le transactivateur (CTA)
est une molécule hybride formée de la fusion entre le répresseur de 1’opéron cumate
(CymR) et le domaine transactivateur de la protéine 16 du virus de 1’herpeés simplex
(VP16). 11 existe deux stratégies différentes pour contrfler I’expression de la protéine
soit, I’activation de la transcription par le transactivateur (CTA) lors de la liaison de celui-
ci a I’opérateur en absence de cumate ou la répression de la transcription par le répresseur
(CymR) lors de la liaison de ce dernier a I’opéron (CuO) en absence du cumate (Figure
5). En présence de cumate, le transactivateur ne peut plus se lier a I’opéron empéchant
ainsi la transcription, quant au CymR, il ne peut également plus se lier 4 I’opérateur mais
ceci a ’effet inverse en libérant la séquence opératrice et en permettant la transcription
par le promoteur fort du cytomégalovirus humain (CMV) (Mullick et al., soumis). Dans
le cas des travaux décrits dans le présent mémoire, la configuration utilisée est celle du
répresseur CymR qui se lie a I’opérateur P2 pour inhiber la transcription en absence de

cumate.
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Figure 5 : Les deux stratégies différentes du systéme cumate pour contrdler I’expression
d’une protéine. (Mullick et al., soumis)
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2.1.2 Vecteurs de transfert servant a créer les virus de type non
réplicatifs

Différentes versions de I'ORF5 synthétique ont été amplifiées par PCR pour étre insérées
dans le plasmide pAdCMVS5-CuO-IRES-GFPq (Qbiogene, Montréal, Qc) entre les sites
d’enzyme de restriction BglII et Nhel (NEB : New England Biolabs Inc, Beverly, MA).
Les différentes versions sont résumées dans le tableau 1 ci-dessous.

Tableau 1 : Amorces utilisées pour amplifier par PCR différentes sections de I’ORF5
synthétique et nom du plasmide obtenu.

NOM DU PLASMIDE AMORCES SECTION DE L’ORFS
AMPLIFIEE
pAdCMYV5-CuO-ORF5/GFPq FGP5sBglllKoz ORFS5 complet avec les
5’ gga aga tct gee atg ctg gge aag | sites Bglllen 5’ et Mlul,
tge ctg acc 3’ Fsel, Nhel en 3’; le codon
RGP5sMIulFseINhel terminateur de I’ORFS a
5 ttt gct age tgg ccg gee acg cgt été supprimé
cg aca cca ctg ctc ggc 3’
pAdCMYV5-CuO-ORF5(118- FGP5sBglII118 Les aa 118-200 de
200aa)/GFPq 5’ gga aga tct atg gcc gec ctg atc I’ORF5 avec le site BglII
tgc 3’ en 5’ avec un codon

RGP5sMIulFseINhel (ci-haut) initiateur (atg) puis les
sites Mlul, Fsel, Nhel en

3’; le codon terminateur
de I’ORF5 a été supprimé

pAdCMV5-CuO-ORF5(1-90aa)/GFPq FGP5sBgllKoz (ci-haut) Les aa 1-90 de I’ORF5
RGP5s90aa avec le site Bglllen 5’
5 ttt ttt gct age gge gtc cag gaa avec un codon initiateur
gtg gga 3’ (atg) puis le site Nhelen

3°; le codon terminateur
de I’ORFS5 a été supprimé

Les réactions de PCR ont été effectuées avec 100 pmol de chaque amorce, 400 ng d’ADN
pAdCMV5-ORF5 (fournit par le Dr Dea, INRS-IAF, Laval, Qc) et 2U de I’enzyme Vent
avec son tampon Thermopol (NEB) a 60°C pendant 30 cycles (Perkin Elmer GeneAmp
PCR system 9600, PE Applied Biosystems, Foster City, CA).

Les différents produits de PCR ainsi obtenus ont été traités avec 10U de T4
polynucléotide kinase (NEB) avant d’étre insérés dans le plasmide pUC19 (NEB)
préalablement linéarisé avec 1’enzyme Smal (1U/250 ng d’ADN), traité avec 1U/ug
d’ADN de CIP (NEB) et purifié avec le Qiaquick PCR purification kit (Qiagen,
Mississauga, Ont). La ligation entre les différents produits de PCR ainsi traités et le

plasmide pUC19 a été effectuée a 16°C (pendant toute la nuit) en utilisant 50 ng de
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vecteur (pUC19) et un ratio de 3 : 1 d’insert par rapport au vecteur, 400U d’enzyme T4
DNA ligase (NEB) et une concentration finale de 1X du tampon 10X T4 DNA ligase
(NEB) dans un volume total de 20 pL.

Des bactéries Escherichia coli DH50. (fournit par le Dr Massie) ont été transformée avec
la moitiée du produit de ligation puis ont €té mises sur glace pendant 30 minutes.
Ensuite, un choc thermique de 60 secondes 3 42°C a été effectué, suivit d’un retour sur
glace de 3 minutes. Puis 500 pL de milieu LB (Invitrogen, Carlsbad, CA) a été ajouté.
Ensuite, une heure d’incubation avec agitation a 37°C a été effectuée suivit d’un
étalement sur une gélose de LB agar avec ampicilline (100 pg/pL, Sigma, Oakville, Ont).
L’extraction d’ADN plasmidique des colonies a été effectuée avec le Miniprep kit
(Qiagen).

Ainsi, les différents produits de PCR mis dans pUC19 ont pu étre séquencés (Institut de
Recherche en Biotechnologies, Montréal, Qc). Ensuite, les différentes versions de
pUC19/0ORFS5 ont été digérées, tout comme le vecteur pAdCMV5-CuO-IRES-GFPq, avec
1U/ug d° ADN de BgllI et 1U/ug d’ADN de Nhel dans le tampon 2 (NEB) pour étre
isolés sur gel d’un pourcent d’agarose (Wisent Inc, Montréal, Qc) et extrait avec le
QiaexII gel extraction kit (Qiagen). Ensuite la ligation, la transformation et 1'extraction

d’ ADN plasmidique ont été faites tel que décrit ci haut.

2.1.3 Vecteurs de transfert servant a créer les virus de type
réplicatifs/non disséminatifs

Les deux plasmides servant a créer les virus de type réplicatif/non disséminatif sont :
pAdCMV5-CuO-ORF5/GFPq-IRES-E1A et pAdCMV5-CuO-ORF5-IRES-E1A. IIs sont
dérivés du vecteur navette pAdenoVator-CMVS(Cuo)-IRES-GFPq (Qbiogene) dans
lequel le géne de la GFPq a été remplacé par le géne E1A (Bourbeau et al., 2004) et les
geénes d’intéréts soit I'ORF5/GFPq ou ’ORFS5 seul ont été insérés sous le contrble de
I’opéron cumate au site BglIl. Les deux génes d’intérét ont été isolés a partir (par
digestion enzymatique avec Bglll, NEB) des plasmides pAdCMV5-CuO-ORF5/GFPq et
pAdCMV5-ORFS5 (fournis par le laboratoire du Dr Dea).
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2.2 Construction des virus

2.2.1 Virus de type non réplicatifs

Les virus Ad-IRES-GFPg, Ad-ORF5-IRES-GFPq, Ad-ORF5/GFPq, Ad-ORF5(118-
200aa)/GFPq, et  Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq respectivement dérivés des
plasmides suivants : pAdCMV5-CuO-IRES-GFPq, pAdCMV5-CuO-ORF5-IRES-GFPq,
pAdCMV5-CuO-ORF5/GFPq, pAdCMV5-CuO-ORF5(118-200aa)/GFPq et pAdCMV5-
CuO-ORF5(1-90aa)/GFPq, ont été produits par sélection positive par la protéase (Figure
6) (Ogorelkova et al., 2004).

La protéase de ’adénovirus est une protéine tardive et elle est, notamment, responsable
du relargage des virions des cellules infectées (Oualikene et al., 2000). Seul les
adénovirus exprimant la PS peuvent se répliquer et infecter les cellules avoisinantes.
Dans le systéme de sélection positive & la protéase, le plasmide (vecteur de transfert)
contenant le géne d’intérét comprend également la PS. Quant au virus avec lequel il y a
recombinaison homologue, il ne contient pas la PS (APS) et ne peut pas former de plages
virales sans la complémentation de la PS provenant du vecteur de transfert. Ainsi, il
s’agit de transfecter le vecteur de transfert dans les cellules 293CymR (CymR pour
réprimer 1’expression du géne d’intérét) puis d’infecter avec le virus APS pour que la
recombinaison homologue s’effectue. Lorsque les virions sont formés, on les libérent par
trois cycles de gel-dégel. Ensuite, aprés avoir infecté de nouvelles cellules 293CymR
avec le produit de la recombinaison homologue et d’avoir recouvert d’agarose Seaplaque,
seuls les virions ayant obtenu la PS (et par le fait méme, le géne d’intérét) formeront les
plages virales (Elahi e al., 2002).

Le jour précédent la transfection, un pétri de 60 mm a été ensemencé avec 500 000
cellules 293CymR dans 3 mL de DMEM 5 % FBS (HyClone, Logan, UT), 10mM
glutamine (Wisent). Le matin de la transfection, un mélange de 3ug d’ADN
(préalablement linéarisé par digestion enzymatique avec Pacl (NEB) et purifié par
phénol : chloroforme), de 300 uL de DMEM seul et de 6 pg de PEI (1 mg/mL,
Polysciences Inc, Warrington, PA) a été effectué. Aprés 10 minutes d’incubation &

température piéce, le mélange a été déposé goutte a goutte sur les cellules. Cing heures
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apres, 1’infection a une MOI de 1 avec le virus AdAE1, AE3, APS a été effectuée. La
récolte des cellules a été faite 3 jours plus tard, lorsque I'ECP (effet cytopathique) était
complet. Ensuite, trois cycles de gel-dégel ont servis a libérer les particules virales des
cellules pour procéder a trois rondes de purification par plages. En résumé, pour faire
une ronde de purification, il faut de faire des dilutions d’un log, infecter un million de
cellules 293CymR et mettre de I’agarose de type SeaPlaque (Cambrex, Rockland, ME)
sur les cellules 5 heures aprés I’infection. Les plages ont pris environ deux semaines

pour apparaitre et permettre le repiquage.
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Figure 6 : La sélection positive par la protéase utilisée pour produire les virus de type
non réplicatif (Ogorelkova ef al., 2004).
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2.2.2 Virus de type réplicatif/non disséminatif

Les virus Ad-ORF5/GFPq-IRES-E1A et Ad-ORF5-IRES-E1A ont été produits par une
méthode basé sur le systéme AdEasy'™ de Qbiogene (Figure 7). Les deux vecteurs de
transfert (soit pAdCMV5-ORF5/GFPq-IRES-E1A et pAdCMV5-ORF5-IRES-E1A) ont
été linéarisés avec Pmel (NEB), puis purifiés par un mélange phénol:chloroforme (I’ADN
est resuspendu dans de I’eau stérile). Ensuite, une co-transformation dans des bactéries
BJ5183 (Qbiogene) de 1 pug du plasmide linéarisé et de 1 pug de I’ADN viral AdEasy APS
(Qbiogene) a été effectuée par électroporation (BioRad, 2000hms, 25uF, 2.5KV). Apres
1 heure 4 37°C dans 1 mL de milieu LB (Invitrogen), le produit a été étalé sur des géloses
kanamycine (50 pg/uL, Sigma, Oakville, Ont). L’extraction d’ADN des colonies
obtenues a été fait par un protocole classique (Miniprep kit, Qiagen). Apreés avoir obtenu
quelques colonies qui semblait positives, la transformation a été effectuée dans des
bactéries E. coli DH5a. par choc thermique (protocole décrit précédemment) pour ensuite
extraire I’ADN et vérifier 2 nouveau les colonies pour s’assurer d’en avoir une de
positive. Les plasmides recombinants ne sont pas stables dans les bactéries BJ5183
(Qbiogene), c’est pourquoi il est essentiel de se hater de les y extraire et de les mettre
dans les E. coli DH5a. pour confirmer lesquelles des colonies sont positives. Apres avoir
obtenu une colonie positive, ’ADN recombinant a été linéarisé par digestion
enzymatique avec Pacl (NEB), purifiée par phénol : chloroforme et transfectée dans 1
million de cellule 293PS-CymR avec 3 ug d’ADN linéarisé et 6 pug de PEL. Les cellules
293PS-CymR (fournies par le laboratoire du Dr Massie) expriment la PS pour
complémenter le virus recombinant qui est APS et le CymR pour réprimer 1’expression de
I’ORF5. Trois jours aprés la transfection, les cellules ont été divisées en 2 pétris de
100mm auquel on a ajouté de 1’agarose de type SeaPlaque (Cambrex) afin d’obtenir des

plages isolées.
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Figure 7: La production des virus réplicatifs basé sur le systéeme AdEasy™ de
Qbiogene.
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2.3 Amplification et purification des virus non réplicatifs et
réplicatifs/non disséminatifs

Les virus non réplicatifs ont été amplifiés sur des cellules 293CymR pour permettre
simultanément la répression du transgéne et la complémentarité en délétion de la région
E1, dans du DMEM 5 % FBS contenant également de la glutamine (10 mM, Wisent Inc),
des antibiotiques-antimycotiques (concentration 1X final, Wisent Inc), et de I’hepés
(5mM, Sigma) pour maintenir le pH du milieu. Quarante pétris de 150mm contenant
entre 15 2 20 millions de cellules 293CymR ont été infectés 2 une MOI de 10 pendant 70
heures avec chacun des virus non réplicatifs construits dans la section 2.1 du présent
mémoire. Apres infection pendant 70 heures, les 40 pétris ont été récoltés, les cellules
ont été culottées et concentrées dans un volume final de 10 mL. Trois cycles de gel-dégel
ont été faits pour lyser les cellules et libérer les particules virales. La purification a été
faite selon le protocole ci-dessous. Quant aux virus réplicatifs/non disséminatifs, ils ont

été amplifiés de la méme maniére mais sur des cellules 293PS-CymR.

Protocole de purification d’adénovirus par gradient de chlorure de césium (CsCI) :

Apres décongélation du virus a purifier, les cellules ont été culottées et le surnageant viral
(environ 22 mL) a été conservé pour la purification. Le premier gradient discontinu de
CsCl (Qbiogene) a été fait dans un tube de 25 mm X 89 mm en mettant dans I’ordre : 8
mL de CsCl 14, 6 mL de CsCl 1.2 et 22 mL de surnageant viral. Apreés une
centrifugation de 1 heure 30 minutes & 23 000 RPM (Beckman L8-M ultracentrifuge), la
bande virale a été récoltée avec une aiguille de 20 G1 et une seringue de 5 mL puis diluée
de moitié dans du tampon 10 mM Tris pH 7.9 afin de réduire la concentration de CsCl.
Le virus ainsi récupéré a été déposé sur un gradient continu de CsCl. Le gradient continu
a été fait en utilisant une pompe péristaltique et contient (dans un tube de 25 mm X 89
mm) 12 mL de CsCl 1.4, 14 mL de CsCl 1.2. Aprés une centrifugation de 20 heures a

23 000 RPM, la bande virale a été récoltée avec une seringue de 3 mL et une aiguille de
70 G1 dans un maximum de 2.5 mL. La prochaine étape de purification a ét€ fait sur une

colonne NAP25 (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, Qc) pour se débarrasser du CsCl.
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Le virus purifié a été aliquoté et conservé a —80°C. Pour les recettes de réactifs, voir

annexe A.

2.4. Méthode de titration par TCID50/mL

Tous les titres des virus qui ont été utilisés pour les expériences du présent mémoire ont
été effectués par la méthode de TCID50 (dose infectieuse induisant un effet cytopathique
dans 50 % des cultures infectées) (voir Annexe B). Le jour précédent I’infection, des
cellules ont été ensemencées dans une plaque de 96 puits (Corning, Montréal, Qc) a
raison de 5000 cellules par puit dans 100 uL. de DMEM 5 % FBS. Les cellules utilisées
sont les 293A dans le cas des virus non réplicatifs et les 293PS dans le cas des virus
réplicatifs/non disséminatifs. Le jour de I’infection, des dilutions d’un log du virus a
titrer ont été effectuées en huitplicata et les cellules de la plaque de 96 puits préparée le
jour précédant ont été infectées. Aprés une incubation de 5 heures, 100 pL de nouveau
milieu a été ajouté aux cellules infectées. La lecture du TCID50 a été fait au jour 10 et on
a regardé dans lesquels des puits on retrouve de I’ECP puis on a appliqué la méthode de

Karber pour effectuer le calcul du titre (Karber, 1931).
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2.5. Inmunobuvardage de type Western

Afin de vérifier que chacun des virus non réplicatifs et réplicatifs/non disséminatifs
expriment I’ORF5 synthétique, un immunobuvardage de type Western sur un lysat de
cellules infectées a été fait. Dans le cas des virus non réplicatifs (Ad-IRES-GFPq, Ad-
ORF5-IRES-GFPq, Ad-ORF5/GFPq, Ad-ORF5(118-200a2)/GFPq, et Ad-ORF5(1-
90aa)/GFPq), 10 millions de cellules 293A (dans des pétris de 150 mm, Sarstedt,
Montréal, Qc) ont été infectées a une MOI de 10 et récoltées 48 heures PI dans 100 pL de
tampon de lyse (Laemmli 1X : Tris 1 M, SDS 20 %, glycérol 1 mL, et H,O, volume total
de 10 mL). Des cellules MARC-145 (fournies par le laboratoire du Dr Dea) ont
également été infectées avec ces virus : 10 millions de cellules infectées avec une MOI de
100 et récoltées de la méme facon que les 293A. En ce qui concerne les virus
réplicatifs/non disséminatifs (Ad-ORF5/GFPq-IRES-EIA et Ad-ORF5-IRES-E1A), 10
millions de cellules 293PS-CymR ont été infectées a une MOI de 10 et récoltées 48
heures PI dans 100 pL de tampon de lyse. La méme infection des virus réplicatifs/non
disséminatifs a été effectuée sur des cellules MARC-145 mais en utilisant une MOI de
100 au lieu de 10. De plus, des cellules MARC-145 (10 millions dans un pétri de 150
mm) ont été infectées avec une MOI de 1 du VSRRP et récoltées 72 heures PI dans 100
pL de tampon de lyse afin de servir de témoin positif dans les immunobuvardages de type
Western. Un autre témoin positif a été obtenu en infectant des cellules MARC-145 avec
une MOI de 100 du virus AACMV5GFPq et en récoltant a 72 heures PI de la méme fagon
que décrit ci-haut. Des gels de SDS-Page 12 % (SoftgelTM, SERVA Electrophoresis,
Scarborough, Ont) ont été utilisés, et la membrane a été révélée en utilisant le ECL
(Perkin Elmer Life Sciences, Woodbridge, Ont). Le marqueur de masse moléculaire

SeaBlue Plus 2 (Invitrogen) a été utilisé.
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Tableau 2 : Conditions utilisées lors des immunobuvardages de type Western.

FIGURE QUANTITE DE ANTICORPS CONCENTRATION DES
PROTEINE ANTICORPS
Figure 8A 30 pg par piste Anti-GPs' 1 :600
Anti-lapin 1:10 000
Figure 8B 30 pg par piste sauf la | Anti-GFP” 1 :5000
piste 9 (5 ug) Anti-lapin® 1:10 000
Figure 9A 30 pg par piste Anti-GPs 1:2000
Anti-lapin 1:10 000
Figure 9B 30 pg par piste sauf la | Anti-GFP 1 :5000
piste 9 (5 pg) Anti-lapin 1:10 000
Figure 14 30 pg par piste Anti-GPs 1:2000
Anti-lapin 1 :10 000

2.6. Vérification de la mortalité cellulaire

Le jour précédant I’infection, une plaque de 12 puits (Sarstedt) a été ensemencée a raison
de 50 000 cellules MARC-145 par puit. Les cellules MARC-145 ont été cultivées dans
du DMEM 10 % FBS, 10 mM glutamine. Le jour suivant, les cellules ont été infectées
avec une MOI de 100 de chacun des virus suivants (conserver un témoin cellules non
infectées): AACMVS5GFPq et Ad-ORF5-IRES-GFPq. Les autres puits ont été infectés
avec le virus Ad-ORF5/GFPq a des MOI de 100, 200 et 400. A 72 heures P, les cellules
ont été photographiées, récoltées et une partie a été fixée a la paraformaldéhyde
(concentration 2 % finale, VWR, Montréal, Qc) pour analyse en cytométrie de flux alors
que ’autre partie a été colorée a 1’érythrosine B (Sigma) pour faire un décompte de
viabilité cellulaire. Les analyses en cytométrie de flux ont été effectuées sur un analyseur
XL-MCL™ de Beckman-Coulter muni d’un laser 488 nm 2 I’argon de 15 milli Watts de
puissance et le logiciel EXPO32 a été utilisé pour les analyses (Beckman Coulter Inc,
Mississauga, Ont). La population cellulaire & analyser a été déterminée a 1’aide de
barriére d’analyses sur les paramétres de diffraction de la lumiére a angle rapproché
(Forward Scattering) mesurant la taille et de diffraction de la lumiére & 90 degrés (Side

Scattering) mesurant la granularité. La fluorescence provenant de la GFP a été recueillie

! Anticorps anti-GPs (a5) : anticorps monospécifique de lapin, provient du laboratoire du Dr Serge Dea,
(Mardassi et al., 1996)

2 Anticorps anti-GFP : anticorps monospécifique de lapin provient du laboratoire du Dr Serge Dea.

3 Anticorps anti-lapin conjugué 2 la péroxydase provient de Boehringer-Ingelheim, Burlington, Ont.
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a I’aide d’un filtre dichroique passe-haut de 550 nm et d’un filtre bande passante de 525

nm.

2.7. Différence d’expression entre les virus réplicatifs/non
disséminatifs et les virus non réplicatifs

Tout d’abord, il existe une distinction entre une cellule permissive et une cellule sensible
3 un virus. La cellule permissive permet au virus de pénétrer et d’effectuer un cycle viral
complet. Mais la cellule sensible permet seulement une pénétration du virus sans réaliser
un cycle complet de réplication. Les cellules 293A sont des cellules humaines
d’épithélium de rein (fournies par le laboratoire du Dr Massie), contenant une partie du
génome de 1’adénovirus humain de type 5. Ces cellules contiennent la région E1 du
génome de I’adénovirus permettant de complémenter les adénovirus non réplicatifs et la
formation du génome viral, donc elles sont permissives. Ainsi, dans ces cellules, la
différence entre un adénovirus réplicatif/non disséminatif et un adénovirus non réplicatif
ne devrait pas étre importante car les deux virus pourront répliquer leur génome. Quant
aux cellules A549 (fournies par le laboratoire du Dr Massie), ce sont des cellules
humaines de carcinome pulmonaire et elles sont sensibles a ’adénovirus humain de type
5. Ainsi, il est possible d’utiliser ce systéme in vitro pour voir la différence entre les
virus réplicatifs/non disséminatifs et non réplicatifs dans une cellule qui ne complémente
pas la réplication du génome de 1’adénovirus non réplicatif. Ensuite, les cellules PKA
(fournies par le laboratoire du Dr Dea) et PT (fournies par le laboratoire du Dr Dea) sont
utilisées pour recréer des conditions plus prés du modele in vivo de porc. Les cellules
PKA sont des cellules épithéliales de rein de porc et, tout comme les A549, elles sont
sensibles 2 1’adénovirus humain de type 5. Quant aux cellules PT ce sont des fibroblastes
de testicule de porc qui sont également sensibles au virus.

Le matin de I’infection, des plaques de 6 puits ont été ensemencées avec 150 000 cellules
par puit. Les plaques de cellules 293A ont été ensemencées avec du DMEM 5 % FBS, 10
mM glutamine, les plaques de cellules A549 ont été ensemencées avec du DMEM 10 %
FBS, 10 mM glutamine et les cellules porcines ont été ensemencées avec du MEM Earl

avec 5 % de FBS (HyClone, Logan, UT), 10 mM glutamine, 0.1 mM d’acides aminés
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non essentiels (Invitrogen) et 1 mM de sodium pyruvate (Sigma) dans le cas des cellules
PKA et avec du DMEM 10 % de FBS, avec 10 mM glutamine, 0.1 mM d’acides aminés
non essentiels et 1 mM de sodium pyruvate dans le cas des cellules PT. Aprés 5 heures,
les cellules ont été infectées, dans un total de 1 mL de leur milieu de culture respectif,
selon les MOI suivantes :

Tableau 3 : Multiplicité d’infection (MOI) utilisées pour chacun des virus pour infecter
les cellules 293A, A549, PKA et PT.

293A A549 PKA ET PT

VIRUS MOI MOI MOI
AdCMVS5GFPq 10 et 50 10 et 50 100 et 500
Ad-ORF5/GFPq- 1, 10 et 50 10 et 50 1,10 et 25
IRES-E1A
Ad-ORF5/GFPq 1, 10 et 50 10 et 50 1,10 et 25
Aucun Contrdle de cellules | Contréle de cellules | Contrdle de cellules

non infectées non infectées non infectées

Aprés 4 heures d’infection, 2 mL, de chacun des milieux de culture respectifs, a été
ajouté & chaque puit. Les cellules ont été photographiées a 48 heures PI pour suivre
’expression de la fluorescence (photographiées a 20X et voir section 2.8 pour les
informations détaillées sur le microscope, le filtre & GFP et la caméra). Les cellules ont
été récoltées 2 48 heures PI et fixées & la paraformaldéhyde (concentration 2 % finale)
pour une analyse en cytométrie de flux (pour les détails concernant les analyses et

I’appareil, voir section 2.6) afin obtenir I’indice de fluorescence (voir Annexe C).

2.8. Localisation cellulaire des différentes protéines de fusion

La localisation cellulaire des protéines de fusion ORF5/GFPq, ORF5(118-200aa)/GFPq
et ORF5(1-90aa)/GFPq, par observation directe de 1a GFPq, a été fait dans les cellules
A549 et MARC-145. Le matin de I’infection, 100 000 cellules (par puit) A549 ou
cellules MARC-145 ont été ensemencées, avec leurs milieux de culture respectif, dans
des plaques de 6 puits. Apres 5 heures, les cellules A549 ont été infectées, dans un total
de 1 mL de milieu, 2 une MOI de 50 avec les virus suivants : Ad-IRES-GFPq, Ad-
ORF5-IRES-GFPq, Ad-ORF5/GFPq, Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq, et Ad-ORF5(1-
90aa)/GFPq, AACMVS5GFPq et un contrdle de cellules non infectées. Quant aux cellules

MARC-145, elles ont été infectées avec les mémes virus que pour les cellules A549 mais
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3 une MOI de 100. Le lendemain, 2 mL de milieu de culture a été ajouté & chaque puit.
La localisation cellulaire a été observée a 48 heures PI, et les photos ont été prise au
microscope 4 40 X (Microscope Leica DMIL et DMIRB a fluorescence, lampe au
mercure, 100-watt; Filtre & GFP avec longueurs d’onde d’excitation de 485 nm et
d’émission de 510 nm; Caméra Roper Sensys et Qimaging Retiga EXil, monochromes,

12-bit de résolution et refroidies).



3. Résultats

Ce projet vise tout d’abord la construction d’adénovirus non réplicatifs contenant
différentes versions, pleine longueur et tronquées, de la GPs en fusion a la GFPq afin de
trouver une version non apoptotique de la protéine. Ensuite, un adénovirus réplicatif/non
disséminatif exprimant la version choisie de la GPs fusion GFPq a été construit et
I’expression du transgéne a été comparée a celle d’un adénovirus non réplicatif exprimant
la méme version de la protéine. L’utilisation d’un adénovirus réplicatif/non disséminatif
devrait permettre d’améliorer 1’expression du transgéne et pourrait avoir des

répercussions importantes lors d’études in vivo.

3.1 Construction de trois différentes versions de la GPs en
fusion a la GFPq

En premier lieu, les différentes versions de la GPs: soit ’ORF5 pleine longueur,
I’ORF5(1-90aa) contenant les 90 premiers aa et 1’ORF5(118-200) contenant la deuxiéme
moitié de la protéine ont été amplifiées par PCR (voir tableau 1) et insérées dans un
vecteur intermédiaire pUC19 (NEB). La présence de cet intermédiaire de clonage a
permis de séquencer les différents produits de PCR obtenus, de les digérer et de les
purifier afin de les insérer dans un autre vecteur, le pAdCMV5-CuO-IRES-GFPq. Les
résultats de séquencage (résultats non montrés) démontrent que les trois versions de la

GPs amplifiées par PCR ne présentent aucune erreur dans la séquence.
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3.2 Construction des vecteurs de transfert servant a créer les
virus non réplicatifs

Ensuite, les trois vecteurs adénovirus non réplicatifs suivants ont été construits, soit le
pAdCMV5-CuO-ORF5/GFPq, le pAdCMV5-CuO-ORF5(1-90aa)/GFPq et le
pAdCMV5-CuO-ORF5(118-200aa)/GFPq, par digestion enzymatique des produits
intermédiaires obtenus dans pUC19 et en insérant ces produits dans le vecteur
pAdCMVS5APSP2DCGFPqK7PSmlp. Les trois vecteurs de transfert ainsi obtenus ne
contiennent plus I’IRES et les différentes versions de 1a GPs se retrouvent fusionnées a la
GFPq. Avant de poursuivre les travaux, des transfections transitoires des trois plasmides
obtenus ont été effectuées (résultats non montrés). Ces transfections ont permis de
constater que chaque construction exprimait la GFPq, donc que les fusions se sont
effectuées correctement, dans un bon cadre de lecture ouvert. La présence de la GFPq
comme géne rapporteur donne un indice de la présence probable de I’expression de la

GPs simultanément a la GFPq puisqu’il s’agit d’une protéine de fusion.

3.3 Construction des virus non réplicatifs

Une fois que les vecteurs de transfert ont été obtenus, les différents virus non réplicatifs
(Ad-ORF5/GFPq, Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq et Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq) ont été
construits par la sélection positive a la protéase (Elahi et al., 2002). La capacité de ces
trois virus a exprimer la GPs et la GFPq lors d’une infection a ét€ analysée par

immunobuvardage de type Western.

3.3.1 Immunobuvardage de type Western pour les différents virus non
réplicatifs

La figure 8 montre un immunobuvardage de type Western sur des lysats de cellules 293A
infectées par les différents virus non réplicatifs. L’objectif de cette figure est de
démontrer (dans des cellules 293A ol I’expression de chaque protéine devrait &tre

maximale) que les différentes constructions effectuées sont fonctionnelles et expriment la
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GPs. Dans la partie A de la figure, la visualisation des différentes versions tronquées de
la GPs s’est faite en utilisant un anticorps de lapin anti-GPs, alors que dans la partie B, les
mémes échantillons se retrouvent sur une membrane révélée avec un anticorps de lapin
anti-GFP. La GFPq est une protéine de 26 kDa et la GPs fait entre 24,5-26 kDa selon sa
glycosylation. Ainsi, la protéine de fusion ORF5/GFPq devrait se retrouver entre 50,5-52
kDa. Quant aux versions tronquées, la partie 1 4 90 aa représente 45 % de la longueur de
la GPs totale donc, fusionnée a la GFPq (ORF5(1-90aa)/GFPq), cette protéine devrait
faire entre 37 et 38 kDa. La version 118 a 200aa représente 41 % de la taille de la GPs
totale en aa, ainsi une fois fusionnée (ORF5(118-200aa)/GFPq), elle devrait se situer
entre 36 et 37 kDa. Chez la souche européenne LV, il y a deux sites de glycosylation qui
se situent aux acides aminés 46 et 53 (Wissink et al., 2004), donc dans la premiere partie
de la protéine. Ainsi, si la premiére partie de la protéine a tendance a étre plus glycosylée
que la deuxiéme partie, la différence de masse moléculaire entre I’ORF5(1-90aa) et
I’ORF5(118-200aa) risque d’étre plus prononcée.

La figure 8A montre, tout d’abord, que 1’'ORF5-IRES-GFPq (piste 2) et I’ORF5 de type
sauvage provenant d’une infection par le VSRRP (piste 8) sont a environ 24 kDa. La GPs
exprimée dans notre systéme a gardée une conformation permettant sa reconnaissance par
1’anticorps anti-GPs. La légére différence de masse moléculaire entre ces deux protéines
est due 2 la différence dans leur niveau de glycosylation. En effet, il a ét€ démontré par
Gagnon et al. en 2003, que I’ORF5 exprimé par un vecteur adénovirus restait bloqué au
niveau du Golgi et ne subissait pas toutes les étapes de maturation d’un ORF5 provenant
d’une infection par le VSRRP. Ainsi, nous pouvons penser que cette différence dans le
niveau de glycosylation explique la différence dans la masse moléculaire entre la protéine
de la piste 2 et celle de la piste 8. Ensuite, on voit la premiére des protéines de fusion a la
masse attendue d’environ 50 kDa (piste 4), la ORF5/GFPq. Dans cette méme piste, la
protéine semble subir de la dégradation car on observe des bandes d’une masse inférieure
4 50 kDa qui ne font pas partie du bruit de fond. La dégradation peut provenir soit de la
qualité de 1’échantillon et de sa préparation ou bien d’une dégradation intracellulaire. La
dégradation intracellulaire est un mécanisme utilisé par la cellule pour se débarrasser de

protéines non désirées (H. Lodish, 2000). Les deux autres protéines de fusion,
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ORF5(118-2002a)/GFPq et ORF5(1-90aa)/GFPq sont également visibles a la masse

moléculaire attendue d’environ 36 a 38 kDa. Par contre, leur expression est faible.
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Figure 8 : Détection de [’expression des différents virus non réplicatifs par
immunobuvardage de type Western sur lysat de cellules 293A (sauf pour les témoins
positifs A 7 et 8 ou B 7 & 9 qui sont des lysats de cellules MARC-145). Pour la partie A :
30 pg de protéines par piste, révéler avec un premier anticorps anti-GPs (1 :600) et un
second anticorps anti-lapin (1 :10 000) conjugué a la peroxydase). Les cellules 293 A ont
été infectées avec une MOI de 10 et les cellules MARC-145 ont été infectées avec une
MOI de 1 du VSRRP. Pour la partie B : 30 pg de protéines par piste sauf la piste 9 qui
contient 5 pg, révélé avec un premier anticorps anti-GFP (1 :5000) et un second anticorps
anti-lapin (1 :10 000 conjugué a la peroxydase). Les cellules 293 A ont été infectées a
une MOI de 10, les cellules MARC-145 ont été infectées a une MOI de 1 du VSRRP et
les cellules MARC-145 de la piste 9 ont été infectées a une MOI de 100 du
AdCMVS5GFPq.

A. Immunobuvardage révélé avec un anticorps anti-GPs

1- cellules 293A non infectées

2- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5-IRES-GFPq

3- cellules 293 A infectées avec le Ad-IRES-GFPq

4- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5/GFPq

5- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq

6- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq
7- cellules MARC-145 non infectées

8- cellules MARC-145 infectées avec le VSRRP
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B. Immunobuvardage révélé avec un anticorps anti-GFP. (N.B. La migration du gel a été

altérée et le coté droit est plus bas que le coté gauche du gel).

1- cellules 293A non infectées

2- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5-IRES-GFPq

3- cellules 293 A infectées avec le Ad-IRES-GFPq

4- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5/GFPqg

5- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq

6- cellules 293 A infectées avec le Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq
7- cellules MARC-145 non infectées

8- cellules MARC-145 infectées avec le VSRRP

9- cellules MARC-145 infectées avec le AACMV5GFPq

55 kDa

40 kDa Ad-ORF5(118-200aa)/GFPa
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A 1a figure 8B, le méme type d’analyse est effectuée mais révélée avec un anticorps anti-
GFP. La migration du gel a été altérée et le c6té droit semble plus bas que le coté gauche.
De plus, une différence de masse moléculaire entre la GFPq en configuration
dicistronique (IRES-GFPq) (pistes 2 et 3) et la GFPq seule (piste 9) est observée. En
effet, lorsque la GFPq est exprimée en configuration dicistronique elle posséde une
séquence ajoutée correspondant aux 38 premiers aa de la protéine chloramphénicol
acétyltransférase (Mosser et al., 1997) ce qui a pour conséquence d’augmenter la masse
moléculaire de cette GFPq par rapport a une GFPq sans IRES. La GFPq sans IRES (piste
9) a une masse moléculaire de 26 kDa. 1l y a aussi une partie de cette GFPq (piste 9) qui
semble subir de la dégradation. De plus, I’expression de la GFPq seule est plus forte que
celle de la GFPq en configuration dicistronique (IRES-GFPq) car seulement 5 pg de
protéines totales dans la piste 9 est nécessaire pour obtenir une belle bande en
comparaison avec le 30 pg de protéines totales des pistes 2 et 3. En effet, la présence
d’un IRES entre le promoteur et la GFPq a tendance & diminuer I’expression de 1a GFPq
(Mosser et al., 1997). Le type de transgéne présent entre le promoteur et la GFPq en
configuration dicistronique (IRES-GFPq) peut aussi influencer ’expression de cette
GFPq : soit en augmentant son expression, soit en la diminuant, soit en ne la changeant
pas. Ici, la GPs comme transgéne (ORF5-IRES-GFPq) ne fait pas augmenter I’expression
de 1a GFPq dans la piste 2 par rapport a celle dans la piste 3. Dans la piste 4, la présence
de la protéine de fusion est détectable & environ 50 kDa mais la forme dégradée de la
protéine est plus présente que la forme fusionnée. Cette différence d’intensité entre les
deux formes n’était pas présente 2 la figure 8A (piste 4). Ensuite, on remarque que les
deux autres protéines de fusion ORF5(1-90aa)/GFPq et ORF5(1 18-200aa)/GFPq (pistes 5
et 6) sont présentes 2 des tailles de 36 2 38 KDa et que la taille plus élevée de la ORF5(1-
90aa)/GFPq par rapport & la ORF5(118-200aa)/GFPq est peut-étre diie a une présence de
glycosylation (Wissink et al., 2004). Ces deux protéines sont plus visibles en utilisant un
anticorps anti-GFP qu’un anticorps anti-GPs. Ainsi, les trois versions de I'ORF5
construites s’expriment (bien qu’a des niveaux différents) et les protéines sont détectables
avec un anticorps anti-GPs et un anticorps anti-GFP.

Quant 2 la figure 9, I’immunobuvardage de type Western est effectué sur des lysats de

cellules MARC-145 exprimant les mémes protéines que la figure précédente. Le but de
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cette figure est de vérifier que les différentes constructions sont fonctionnelles et
expriment les GPs (seules ou en fusion) dans des cellules permissives ou les virus sont
dans des conditions non réplicatives. A la figure 9, I’expression des protéines des
différents virus non réplicatifs, aprés infection dans des cellules MARC-145, a été
analysée par immunobuvardage de type Western. Dans la piste 2, plusieurs bandes
correspondant a des formes différentes de ORF5-IRES-GFPq glycosylée (entre 24,5 kDa
et 26 kDa) sont détectées et les bandes d’une masse inférieures correspondent a une
forme dégradée de la protéine. Quant aux bandes supérieures a 24,5-26 kDa, elles
peuvent résulter de 1’ubiquitination de la GPs. A la piste 4 de la figure 9A, la protéine de
fusion ORF5/GFPq se retrouve a la masse attendue d’environ 50 kDa en plus des formes
dégradées de la protéine. Les deux autres protéines de fusion, ORF5(1-90aa)/GFPq et
ORF5(118-200)/GFPq, ne sont pas visibles avec un anticorps anti-GPs. Ceci pourrait
s’expliquer par un changement de conformation relié a la présence de la GFPq qui
empéche I’anticorps de se lier et de permettre la détection de la protéine. Enfin, dans la
piste 7, on voit ’ORF5 du VSRRP dont la masse est entre 24,5 kDa et 26 kDa selon le
niveau de glycosylation dans lequel elle se trouve.

La figure 9B montre les mémes échantillons que la figure 9A mais révélés par un
anticorps anti-GFP. Dans les pistes 2 et 3, la GFPq en configuration dicistronique (IRES-
GFPq) dont la masse est supérieure a la GFPq seule est détectée (piste 8). A la piste 8, en
plus de la GFP d’environ 26 kDa, des formes dégradées de la protéine sont présentes. La
piste 4 présente également de la dégradation en plus de la forme attendue de 50 kDa de la
ORF5/GFPq. Quant aux pistes 5 et 6, la présence des deux autres protéines de fusion soit
la ORF5(1-90aa)/GFPq et la ORF5(118-200)/GFPq est détectée. Mais la masse exacte de
la ORF5(1-90aa)/GFPq est difficile a déterminer dans la piste 5 car en plus de la protéine
de fusion, il y a des formes dégradées et possiblement ubiquitinées.

En regardant 1’expression de la protéine de fusion ORF5/GFPq dans les cellules 293A et
les cellules MARC-145, il est remarqué que la protéine est plus fortement exprimée dans
ces derniéres. En effet, dans la figure 9A, I’expression de la protéine de fusion
ORF5/GFPq (piste 4) est plus forte que celle du témoin positif (ORF5 du VSRRP, piste
7) alors que dans la figure 8A, 1’expression de la protéine de fusion (piste 4) est plus

faible que le témoin positif (piste 8). Ce phénomeéne est également observé lors de la
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détection des protéines avec I’anticorps de lapin anti-GFP ol I’expression de la protéine
ORF5/GFPq est plus forte dans les cellules MARC-145 (figure 9B, piste 4) que dans les
cellules 293A (figure 8B, piste 4). Cette partie des travaux montre que les trois types de
protéines de fusion s’expriment, bien que la détection de I'ORF5(1-90aa)/GFPq soit
moins efficace avec un anticorps anti-GPs. Alors il est possible de poursuivre en étudiant

la localisation cellulaire de ces protéines de fusion.
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Figure 9 : Détection de I’expression des différents virus non réplicatifs par immunobuvardage de type
Western sur lysat de cellules MARC-145 infectées. Les cellules MARC-145 ont été infectées avec le
différents virus 2 une MOI de 100 sauf pour I’infection au VSRRP qui est & une MOl de 1. Pour la partie
A : 30 pg de protéines par piste, révéler avec un premier anticorps anti-GPs (1 :2000) et un second anticorps
anti-lapin (1 :10 000) conjugué i la peroxydase). Pour la partie B : 30ug de protéines par piste sauf la piste
9 qui contient 5pg, révéler avec un premier anticorps anti-GFP (1 :5000) et un second anticorps anti-lapin
(1 :10 000 conjugué a la peroxydase).

A. Immunobuvardage révélé avec un anticorps anti-GPs

1- cellules MARC-145 non infectées

2- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5-IRES-GFPq

3- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-IRES-GFPq

4- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5/GFPq

5- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq

6- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq
7- cellules MARC-145 infectées avec le VSRRP

8- cellules MARC-145 infectées avec le AACMV5GFPq
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B. Immunobuvardage révélé avec un anticorps anti-GFP.

1- cellules MARC-145 non-infectées

2. cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5-IRES-GFPq

3. cellules MARC-145 infectées avec le Ad-IRES-GFPq

4- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5/GFPq

5- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq

6- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5(1 18-200aa)/GFPq
7- cellules MARC-145 infectées avec le VSRRP

8- cellules MARC-145 infectées avec le AACMV5GFPq
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3.3.2 Localisation cellulaire de la GPs en fusion avec la GFPq

La présence de la GFPq comme géne rapporteur en fusion avec les différentes versions de
la GPs permet de visualiser directement en microscopie la localisation cellulaire des
différentes versions construites. L objectif de la figure 10 est de voir I'influence de la
présence de la GFPq en fusion sur la localisation cellulaire de la protéine GPs. Cette
étude de localisation cellulaire se fait, tout d’abord, dans les cellules A549 (figure 10) ol
les différents virus sont non réplicatifs. En effet, si I’étude était effectuée en condition
réplicative (dans des cellules 293A), I'excés de protéine produit pourrait interférer avec la
visualisation de la localisation cellulaire. Ensuite, cette méme expérience est reprise dans
les cellules MARC-145 avec les mémes objectifs dans une lignée cellulaire se prétant
mieux a I’expression naturelle de la GPs. La GPs pleine longueur est une protéine
membranaire qui passe par le réticulum endoplasmique lors de sa maturation mais qui
lorsque exprimée par un adénovirus recombinant, a tendance a rester coincée dans le
Golgi (Gagnon et al., 2003). Quant a la GFP, on la retrouve diffuse dans toute la cellule.
Autant dans la figure 10 que 11, la GFP du AACMV5GFPq se retrouve diffuse dans toute
la cellule. Par contre, il a été observé (résultats non publiés) que lorsque la GFP est en
configuration dicistronique, celle-ci a tendance a se concentrer plutot au noyau comme on
voit aux figures 10 et 11 avec le Ad-IRES-GFPq. Cette concentration au noyau est moins
visible aux figures 10 et 11 avec le Ad-ORF5-IRES-GFPq. Ensuite, lorsque la GFPq est
fusionnée 2 la GPs pleine longueur, la protéine de fusion semble rester dans 1’espace
périnucléaire (voir figures 10 et 11, ORF5/GFPq). Ainsi, la présence de la GFPq
n’influence pas la localisation cellulaire de la GPs pleine longueur. Quant 2 la version
tronquées Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq, la figure 10 permet d’observer que les cellules
exprimant le plus de GFP sont celles présentant de 'ECP et que la fluorescence semble
uniforme 4 'intérieur de celles-ci. Par contre, la figure 11 montre que dans les quelques
cellules positives pour la GFP ne présentant pas de ECP, la GFPq semble située dans
I’espace périnucléaire (voir la cellule dans 1’encadré rouge). Donc cette version tronquée
aurait la méme localisation cellulaire que la version pleine longueur. L’intensité de
fluorescence de la version Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq étant faible, il est difficile

d’observer la localisation cellulaire de la protéine. Dans la figure 10, la GFP est située
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uniformément dans les cellules, et dans la figure 11, la fluorescence est trop faible pour
permettre une visualisation adéquate de la localisation cellulaire. Cette faible expression
in vitro rappelle la faible expression observée en immunobuvardage a la figure 9. Ainsi,
la présence de la GFP dans la version Ad-ORF5/GFPq n’influence pas la localisation
cellulaire de la protéine. Quant & la version Ad-ORF5(1-90aa)/GFPg, elle se situe dans
I’expace périnucléaire. Pour la version Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq il est impossible de

conclure sur sa localisation.
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Figure 10 : Localisation cellulaire de la GPs des différentes versions tronquées par
observation directe de la GFPq dans des cellules A549 infectées avec une MOI de 50.

(Grossissement 40X).

Contraste de phase GFPq

AJdCMV5GFPq

Ad-IRES-GFPq

Ad-ORF5-IRES-GFPq

Ad-ORF5/GFPq

Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq

Ad-ORF5(118-2002a)/GFPq
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Figure 11: Localisation cellulaire de la GPs des différentes versions tronquées par
observation directe de la GFPq dans des cellules MARC-145 infectées avec une MOI de

100. (Grossissement 40X).

Contraste de phase GFPq

AdCMV5GFPq

Ad-IRES-GFPq

Ad-ORF5-IRES-GFPq

Ad-ORF5/GFPq

Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq

Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq
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3.3.3 Vérification de la toxicité de la GPs

Apres la construction des versions tronquées de la GPs fusionnée GFPq, il a été
nécessaire de voir si la fusion de la GPs a la GFPq influengait la caractéristique
apoptotique de la protéine. La figure 12 montre 1’effet des différentes versions de la GPs
sur 1’état du tapis cellulaire par rapport a ’effet d’un adénovirus AdCMVS5GFPq. Les
cellules utilisées sont les MARC-145 car ce sont des cellules sensibles a ’apoptose par la
GPs (Gagnon et al., 2003). La toxicité peut provenir de la présence du virus et/ou de
I’expression de la GFPq par ce virus. Donc la quantité de virus présent (MOI) peut
influencer 1’étendue de la toxicité. La figure 12 montre en microscopie, I'état de la
destruction du tapis cellulaire a 72 heures PI, soit avant la récolte des échantillons pour
analyse en cytofluorométrie et avant le décompte de mortalité cellulaire. En contraste de
phase, les cellules MARC-145 non infectées présentent un beau tapis cellulaire confluent
et sain. Les cellules infectées avec un AACMV5GFPq présentent également un beau
tapis cellulaire mais contenant tout de méme quelques cellules arrondies suggérant une
certaine toxicité du virus. En effet, le pourcentage de mortalité cellulaire (figure 13) est
un peu plus élevé dans les cellules infectées avec le AdCMV5GFPq que dans les cellules
non-infectées. Quant aux cellules infectées avec le Ad-ORF5-IRES-GFPq, plusieurs
cellules sont rondes et détachées, présentant de I'effet cytopathique (ECP). En ce qui
concerne les cellules infectées avec le Ad-ORF5/GFPq, elles présentent peu de cellules
rondes et détachées et ce méme 2 une MOI plus forte. La figure 13 montre le pourcentage
de mortalité cellulaire et le pourcentage de cellules vertes (positives pour la GFP) pour
les différents virus utilisés. Le pourcentage de cellules vertes sert & vérifier I’efficacité de
I’infection. Cette figure montre la mortalité causée par les différents virus lorsque leurs
pourcentages de cellules vertes (donc I’efficacité de I’infection) sont semblables. La GPs
seule cause une mortalité de 33 %. La mortalité des cellules infectées avec le
AJdCMV5GFPq n’est que de 6,5 %. Quant 2 la mortalité causée par la protéine de fusion,
elle varie selon la MOI utilisée : pour une MOI de 100, il y a 2,6 %, pour une MOI de
200, on retrouve 5,9 % et la derniére MOI, celle de 400, présente une mortalité de 12 %.
En comparant la mortalité entre les différents virus a 1a MOI de 100, il est observé que la
protéine de fusion n’est plus toxique en comparaison avec la GPs seule, méme que sa

toxicité est inférieure 2 celle des cellules infectées avec un AACMV5GFPq. Méme en

60



augmentant les MOI de la protéine de fusion a 200 et 400, la toxicité reste inférieure a
celle d’une GPs seule. Le pourcentage de cellules vertes quant a lui, est une indication de
Iefficacité de I’infection. En effet, méme si 2 la figure 12 il est plus difficile de juger de
I’uniformité de I’infection en regardant le nombre de cellules positives pour la GFP,
’analyse en cytofluorométrie (figure 13) détecte autant les cellules qui expriment
fortement que celles qui expriment plus faiblement la GFPq. Méme si le nombre de
cellules exprimant le géne rapporteur en fusion avec la GPs est plus élevé lorsque la MOl
augmente, soit 91 % de cellules positives pour la GFP a une MOI de 200 et 98 % de

cellules positives pour la GFP a une MOI de 400, la toxicité demeure faible.

A 1a suite de cette partie des travaux effectués avec les virus non réplicatifs, il est possible
de déduire que: 1) la localisation cellulaire de deux des trois protéines de fusion
(I’expression de 1I’ORF5(118-200aa)/GFPq étant trop faible pour conclure) demeure
I’espace périnucléaire tout comme la GPs seule; 2) I’expression en immunobuvardage de
type Western démontre que les trois versions de la GPs fusion GFPq sont fonctionnelles;
3) la présence de la GFP en fusion avec la GPs pleine longueur (ORF5/GFPq) rend cette
GPs non toxique en comparaison avec la GPs seule. Ainsi, cette absence de toxicité de la
protéine de fusion par rapport 2 la protéine seule empéche d’étudier davantage I’effet des
versions tronquées sur la toxicité de la protéine. Par contre, I'ORF5/GFPq semble €tre un
bon candidat pour remplir I’objectif fixé de trouver une protéine non apoptotique. Son
immunogénicité reste 2 démontrer. Ainsi cette version sera utilisée dans la suite des

travaux pour générer des virus réplicatifs/non disséminatifs.
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Figure 12 : Observation en microscopie de la toxicité cellulaire (destruction du tapis
cellulaire) causée par une infection de cellules MARC-145 par trois virus non réplicatifs a
différentes MOI. (Grossissement 20X).
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Figure 13 : Analyse du pourcentage de mortalité cellulaire et du pourcentage de cellules
vertes 2 la suite d’une infection de cellules MARC-145 par trois virus non réplicatifs a
différentes MOI.
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3.4 Virus réplicatifs/non disséminatifs

Puisqu’il a été démontré que la protéine de fusion ORF5/GFPq est la protéine qui
s’exprime le mieux parmi les trois protéines de fusion et que cette protéine ne cause pas
de mortalité cellulaire, elle a été choisie pour la suite des travaux. Ainsi cette version a
été insérée dans un virus réplicatif/non disséminatif qui a été utilisé pour améliorer
’expression de la GPs in vitro. Eventuellement, ce virus pourrait méme servir in vivo a

stimuler une meilleure réponse immunitaire qu’un virus non réplicatif.

3.4.1 Construction des vecteurs de transfert servant a créer les virus
réplicatifs/non disséminatifs

Les plasmides ont été construits tel que décrit dans la section 2.1.3 du présent mémoire.
Puisque les deux geénes d’intérét, soit ’ORF5/GFPq et ’'ORF5 seul, proviennent de
digestion enzymatique et non pas d’une amplification par PCR, le séquengage des genes

n’a pas été effectué.
3.4.2 Construction des virus réplicatifs/non disséminatif

Une fois que les vecteurs de transfert ont été obtenus, la prochaine étape était de
construire les virus par une méthode basée sur le systéme AdEasy™ tel que décrit
précédemment a la section 2.2.2 du matériels et méthodes, afin d’obtenir des virus qui
contiennent la région E1A mais non la protéase. L’expression de ’ORFS5 et de I'ORF5-

GFPq de ces virus a été déterminée par immunobuvardage de type Western.

3.4.3 Immunobuvardage de type Western pour les différents virus
réplicatifs/non disséminatifs

Dans la figure 14, ’expression de la GPs des deux virus réplicatifs/non disséminatifs dans
les cellules 293PS-CymR est analysée par immunobuvardage de type Western. L’ORF5
seul s’exprime autant dans les cellules 293PS-CymR que dans les cellules MARC-145.
La masse moléculaire de la GPs des pistes 3 et 4 est d’environ 24,5 kDa alors que celle de
la GPs provenant du VSRRP (piste 7) est un peu supérieure. Cette différence est

probablement due a 1’état de glycosylation de 1a GPs qui fait varier sa masse entre 245 et
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26 kDa. Quant a la protéine de fusion ORF5/GFPq, on la voit autant dans les cellules
293PS-CymR que dans les MARC-145 2 une masse d’environ 50 kDa. Les bandes d’une
masse plus faible que 50 kDa sont des formes de dégradation tout comme celles
observées dans les cas des virus non réplicatifs.

Ainsi, comme la protéine de fusion ORF5/GFPq s’exprime bien, il sera possible de
continuer les études en comparant 1’expression du virus réplicatif/non disséminatif au non
réplicatif (par mesure du niveau d’expression de la GFPq) dans plusieurs lignées
cellulaires différentes. La suite des expériences a été effectuée avec cette version car elle
n’a pas de toxicité cellulaire ce qui est souhaitable pour la production a grande échelle

d’un adénovirus pour des fins de vaccination.
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Figure 14 : Détection de I’expression des virus réplicatifs/non disséminatifs par immunobuvardage de
type Western sur lysat de cellules MARC-145 et 293PS-CymR infectées. 11y a 30 pg de protéines par piste
et la révélation a été effectuée avec un premier anticorps anti-GPs (1 :2000) et un second anticorps anti-
lapin (1 :10 000) conjugué a la peroxydase). Les cellules MARC-145 sont infectées avec une MOI de 100,
sauf le VSRRP qui est infecté a MOl de 1 et les 293 CB6 sont infectées a une MOI de 10.

1- cellules MARC-145 non-infectées

2- cellules 293PS-CymR non-infectées

3- cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5-IRES-E1A

4- cellules 293PS-CymR infectées avec le Ad-ORF5-IRES-E1A

5. cellules MARC-145 infectées avec le Ad-ORF5/GFPg-IRES-E1A

6- cellules 293PS-CymR infectées avec le Ad-ORF5/GFPg-IRES-E1A
7- cellules MARC-1456 infectées avec le VSRRP
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3.4.4 Différence d’expression entre le virus réplicatifs/non
disséminatifs (Ad-ORF5/GFPq-IRES-E1A) et le virus non réplicatifs
(Ad-ORF5/GFPq) dans différentes lignées cellulaires

Les deux types de virus ont été analysés dans les lignées cellulaires suivantes : 1) les
293A qui contiennent une partie du génome viral de 1’adénovirus et dans lesquelles les
virus des deux types peuvent répliquer leur génome; donc la différence d’expression entre
les deux types de virus devrait étre minimisée. 2) les A549 qui sont des cellules sensibles
aux adénovirus car elles ne complémentent pas la délétion des virus non réplicatifs; donc
la différence d’expression entre le virus réplicatif/non disséminatif et le virus non
réplicatif devrait se voir facilement. 3) deux lignées cellulaires porcines, les cellules PT et
les PKA, qui sont aussi des cellules sensibles a I’adénovirus; donc il devrait y avoir une
différence d’expression entre les deux virus. De plus, dans ces cellules, la différence
d’expression entre les deux virus devrait se rapprocher des conditions présentes dans le
model in vivo. L’expression du transgéne par ces virus dans les différentes lignées
cellulaires peut étre influencée par trois facteurs qui ne sont pas mutuellement exclusifs
soit : 'infectabilité relative des différentes cellules (donc I’abondance relative des
récepteurs pour I’adénovirus), la force relative du promoteur CMVS5 dans les différentes
lignées et 1’absence de la région E1B de I’adénovirus dans le vecteur réplicatif/non
disséminatif.

La figure 15 montre la différence d’expression entre le Ad-ORF5/GFPq-IRES-EI1A et le
Ad-ORF5/GFPq dans plusieurs lignées cellulaires afin de voir si le virus réplicatif/non
disséminatif exprime plus fortement la protéine de fusion pour permettre : 1) de stimuler
une meilleure réponse immunitaire in vivo, et 2) de diminuer la MOI utilisée par rapport a
la MOI du virus non réplicatif, tout en conservant le méme niveau d’expression. La
figure 15 montre que ce sont dans les cellules 293A que les indices de fluorescence (IF)
sont les plus élevés. Le niveau d’expression de la GFP présent dans la protéine de fusion
ORF5/GFPq a été mesuré par analyse en cytométrie de flux et un exemple du calcul
d’indice de fluorescence IF se retrouve a I’Annexe C. Les cellules 293A étant tres
permissives a 1’adénovirus, Pinfection se fait de facon efficace bien qu’il faut une MOI
supérieure a pour obtenir une majorité de cellules infectées (résultat non montré) et un

indice de fluorescence (IF) élevé. De plus, I’expression du promoteur CMVS5 est
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favorisée dans ces cellules, ce qui contribue 3 I’obtention de IF élevés. Le rapport entre
le niveau d’expression du virus réplicatif/non disséminatif et le virus non réplicatif est
faible, et ce a toutes les MOL Etant donné que le virus non réplicatif a la capacité de
répliquer son génome dans les cellules 293A, son IF est élevé a toutes les MOI, ce qui
explique le faible rapport entre les niveaux d’expression des deux types de virus.

Dans les cellules A549, les IF du virus réplicatif/non disséminatif sont élevés (puisque les
cellules sont sensibles A 1’adénovirus) mais pas autant que dans les cellules 293A. En
effet, le IF le plus élevé est de 4006, pour une MOI de 50 alors que dans les 293A, le IF
le plus élevé pour le virus réplicatif (MOI de 50) est de 15 639. La différence est
possiblement due a I’expression du promoteur CMVS5 qui n’est pas aussi favorisé dans les
A549 que dans les 293A. Quant au ratio entre le niveau d’expression des deux types de
virus, il est beaucoup plus élevé que dans les cellules 293A étant donné qu’il n’y a pas de
complémentation permettant au virus non réplicatif de répliquer son génome. Ainsi, &
une MOI de 1, le virus réplicatif/non disséminatif s’exprime 132 fois mieux que le non
réplicatif alors qu’a une MOI de 10, ce ratio augmente a 588 fois. Par contre, a plus forte
MOI (MOI de 50), une chute dans le ratio est observée; il est de seulement 27,1. Le IF
du virus réplicatif/non disséminatif passe de 2940 pour une MOI de 10 a 4006 pour une
MOI de 50 ce qui démontre tout de méme une augmentation, mais cette augmentation
n’est pas suffisante pour contrer la chute du ratio observée a la MOI de 50. Le virus
réplicatif/non disséminatif comprend la région E1A de ’adénovirus mais pas la région
E1B, pour des raisons de simplification lors de la construction virale. Or, il est connu que
dans les adénovirus de type sauvage, la région E1A est toxique et cette toxicité est
compensée par la présence de la région E1B. Contrairement aux cellules 293A, les
cellules A549 n’expriment pas la région E1B et la toxicité de la région E1A présente chez
le virus réplicatif/non disséminatif peut expliquer que le IF de ce virus n’a pas augmenté
a plus de 4006 causant ainsi une diminution dans le ratio 4 une MOI de 50. A plus faible
MOI, soit MOI de 1 et de 10, cette toxicité de la région E1A ne semble pas affecter les
IF ou les ratios.

Quant aux cellules PT, le virus réplicatif/non disséminatif a de bons IF, aux différentes
MOIL Ces IF sont meilleurs que ceux du virus réplicatif/non disséminatif dans les

cellules A549, A toutes les MOI, ce qui signifie que le promoteur CMVS5 est favorisé dans
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les cellules PT mais pas autant que dans les cellules 293A. Peu importe la MOI utilisé,
les ratios sont assez constants, soit 48,9 pour une MOI de 1, puis 29,7 pour une MOI de
10 et 48,2 pour une MOI de 50. Ceci signifie que le IF du virus réplicatif/non
disséminatif et le IF du virus non réplicatif augmentent de fagon proportionnelle I’'un par
rapport a I’autre gardant le ratio constant. Méme 2 une forte MOI (MOI de 50) le ratio
reste constant, donc les cellules PT ne sont pas aussi affectées que les autres types de
cellules pas la toxicité reliée a la présence de la région E1A qui fait diminuer les ratios
dans les cellules A549 et PKA. Par contre, les IF des deux types de virus dans les
cellules PKA, aux différentes MOI, sont les plus faibles parmi les IF dans toutes les
lignées cellulaires (293A, A549 et PT). Ainsi, le promoteur CMV5 est moins fort dans
cette lignée que dans les autres, mais Pinfectabilité est assez comparable (résultats non
montrés). Bien que le IF du virus réplicatif/non disséminatif, dans les cellules PKA,
augmente en fonction de la MO, cette augmentation n’est pas linéaire amenant les ratios
3 diminuer. Cette augmentation qui n’est pas linéaire est probablement due, tout comme
dans les cellules A549, 4 la toxicité de la région E1A a plus forte MOL

A la lumiére de ces résultats, dans les lignées cellulaires porcines (PT et PKA) a plusieurs
MOI, les ratios variant de 22,1 & 72 démontrent que le virus réplicatif/non disséminatif
est plus efficace que le non réplicatif pour exprimer le transgéne. C’est a la MOl la plus
faible, MOI de 1, que les ratios sont les plus forts, soit de 72 pour les cellules PKA et
48,9 pour les cellules PT.
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Figure 15 : Niveau d’expression de 1’ORF5/GFPq, en terme d’indice de fluorescence IF,
des virus Ad-ORF5/GFPg-IRES-EIA et Ad-ORF5/GFPq dans différentes lignées
cellulaires a différentes MOL Les cellules 293A, A549, PT et PKA ont été infectées avec
des MOI de 1, 10 et 50 du virus réplicatif/non disséminatif (Ad-ORF5/GFPg-IRES-E1A)
et du virus non réplicatif (Ad-ORF5/GFPq).
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4. Discussion

L’objectif principal de ce projet de maitrise était de fabriquer différentes versions
tronquées de la GPs du VSRRP (en fusion avec la GFPq) afin de trouver une version qui
serait non apoptotique mais qui demeurerait immunogénique. Ensuite, la meilleure
version devait clonée dans un adénovirus réplicatif/non disséminatif et pourrait étre
ultérieurement utilisée dans des études in vivo afin d’évaluer son potentiel protecteur
contre 1’infection au VSRRP.

Trois versions ont été construites et exprimées dans des virus non réplicatifs, soit
1’ORF5/GFPgq, I’ORF5(1-90a2)/GFPq et 1’ORF5(118-200aa)/GFPq. La capacité de ces
virus & exprimer la GPs a été vérifiée par immunobuvardage de type Western. Puisque
les cellules 293A complémentent les délétions d’un virus non réplicatif et permettent sa
réplication, tous les transgénes contenus dans nos différents virus devaient bien
s'exprimer. Or, il a été observé que la protéine de fusion 1I’ORF5/GFPq s’exprimait
mieux dans les cellules MARC-145 que dans les cellules 293A. Néanmoins la
comparaison entre 1’efficacité d’expression de la GPs dans ces deux types cellulaires est
hasardeuse étant donné que les conditions expérimentales uilisées entre les deux
infections (figure 8 par rapport a la figure 9) sont différentes. En effet, la MOI utilisé
pour infecter les cellules MARC-145 est plus élevée que celle utilisée dans les cellules
203A. Cette différence au niveau du dosage génique a certainement favorisée une
meilleure expression dans les cellules MARC-145. La réalisation de nouvelles
expériences utilisant plusieurs MOI permettrait de déterminer le type cellulaire favorisant
le meilleur niveau d’expression de la GPs. Ensuite, 2 la figure 8A, les deux versions
tronquées, ORF5(1-90aa)/GFPq et ORF5(118-200aa)/GFPq, ne sont peu ou pas du tout
détectées par un anticorps anti-GPs alors qu’elles sont visibles en utilisant un anticorps
anti-GFP. L’immunobuvardage de type Western révélé avec un anticorps anti-GFP
prouve que ces deux versions tronquées sont exprimées par les virus puisque dans le cas
d’une protéine de fusion, ’expression du géne rapporteur est liée & D’expression du
transgéne. Ainsi, si ces deux versions ne sont pas ou peu détectées, nous pouvons
émettre plusieurs hypothéses : 1) peut-étre que 1’anticorps anti-GP5 n’était pas utilisé

dans des conditions optimales ce qui expliquerait que la détection des protéines se fasse
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moins bien avec un anticorps anti-GPs qu’avec un anticorps anti-GFP; 2) c’est peut étre
parce que quelque chose nuit physiquement a la détection, comme un changement
conformationnel, ou bien que les épitopes ne sont pas présents. Selon les études
effectuées avec des isolats du VSRRP autre que celui de la souche IAF-Klop, les
différentes régions contenant les déterminants antigéniques majeurs se situent entre les
acides aminés 27 et 52 (voir figure 3) ce qui pourrait expliquer que la version tronquée
ORF5(118-200a2)/GFPq ne soit pas reconnue par I’anticorps anti-GPs étant donnée
qu’elle ne contient pas cette région des épitopes. Par contre, cela ne permet pas
d’expliquer pourquoi la version ORF5(1-90aa)/GFPq est peu détectée puisqu’elle possede
la région des épitopes. Alors, une autre hypothése pour expliquer le probléme de
détection par I’anticorps anti-GPs concerne la fusion des versions tronquées 2 la GFP. 1l
a été démontré que le fait de fusionner la GFP a une protéine peut changer sa localisation
ou sa fonction (McCann et al., 2005) donc, peut étre que cela peut également changer la
conformation de la GPs interférant avec la liaison de 1’anticorps et réduisant la capacité
de détection en immunobuvardage de type Western.

Dans la piste 2 de la figure 9, les bandes de masse moléculaire supérieures a 24,5KDa
peuvent résulter de 1’ubquitination de la GPs. L’ubiquitine est une protéine de 76aa qui
peut former une variété de complexes polypeptiques. Avec I'enzyme El (activatrice
réplicatifs), 1a E2 (enzyme de conjugation de 1’ubiquitine) et la E3 (ligase d’ubiquitine),
une molécule de monoubiquitine peut étre ajoutée a un ou plusieurs sites sur une protéine
ou il peut y avoir I’ajout d’une chaine de polyubiquitine (Horak, 2004). Cet ajout
d’ubiquitine attire la protéine vers un complexe appelé protéasome ou la protéine sera
dégradée. La dégradation par 1’'ubiquitine permet d’éliminer des formes altérées d’une
protéine, des formes dénaturées, des protéines normales dont la concentration est trop
élevée ou des protéines étrangéres a la cellule (H. Lodish, 2000). Par exemple, les
cellules infectées par un adénovirus subissent une stabilisation et une accumulation de la
protéine p53 causée par I’action de la protéine virale E1A. Cette présence de p53 amene
3 un arrét du cycle cellulaire et a I’apoptose. Puisque cet arrét du cycle cellulaire peut
nuire 2 la réplication virale, ’adénovirus a trouvé une facon de diminuer la quantité de
p53. En effet, la E1B 55K et la Edorf6 de 1’adénovirus favorisent I’ubiquitination de la

p53 et la dégradation par le protéasome. En immunobuvardage de type Western, il a été
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démontré que 1’ubiquitination de la p53 cause une augmentation de la masse moléculaire
de la protéine (Querido et al., 2001; Harada et al., 2002). Donc en se basant sur ces
études traitant de 1'ubiquitination de la p53, il est suggéré que les bandes de masse
moléculaire plus élevées que celles attendues (figure 9A piste 2, figure 9B piste 5) soit
des formes ubiquitinées de I’ORF5.

Lors des études de toxicité cellulaire, il a été démontré que la fusion de la GFPq a la GPs
interfere avec la caractéristique apoptotique de la protéine (voir section 3.3.3). De plus, il
a été démontré que l'infection est uniforme par comparaison entre le pourcentage de
cellules positives pour la GFP lors des infections avec chacunes des différentes
constructions. Donc, 1’absence de toxicité de la GPs en fusion avec la GFPq n’est pas
due a son absence dans les cellules puisque le nombre de cellules exprimant le géne
rapporteur est comparable au nombre de cellules exprimant la GPs en configuration
dicistronique avec la GFPq. Cette diminution de la toxicité cellulaire vient renforcer
I’hypothése du changement conformationnel causé par la présence de la GFPq qui
expliquerait la diminution de la toxicité cellulaire de ’ORF5/GFPq et la diminution de la
capacité de détection en immunobuvardage des deux versions tronquées. I a également
clairement été démontré que lorsque la GPs est seule, elle est toxique pour les cellules
(Gagnon et al., 2003). Ces études aménent 2 conclure que la caractéristique apoptotique
des deux versions tronquées ne pourra pas gtre étudiée puisque la comparaison avec 1a
version pleine longueur ORF5/GFPq est impossible étant donné que celle-ci n’est plus
toxique. Tel que décrit précédemment a la section 1.3.3, la caractéristique apoptotique de
la GPs est encore a ce jour, un phénomene controversé. Certains auteurs n’ont pas réussis
3 démontrer la présence d’apoptose (Lee et al., 2004; Miller et Fox, 2004), certains autres
1’ont démontrés mais n’ont pas démontré clairement la voie apoptotique empruntée par la
GP;s (Suarez et al., 1996; Gagnon ef al., 2003) et d’autres émettent méme des affirmations
traitant de nécrose ou d’apoptose de cellules avoisinantes (Sur et al., 1997). Regardons a
nouveau 1’étude de Suarez et al. (Suarez et al., 1996) qui démontre que la GPs d’une
souche Européenne du VSRRP cause une apoptose qui ne serait pas mitochondriale car
elle est indépendante de I'influence de la protéine anti-apoptotique Bcl-2. Le probléme
de cette étude est qu’il n’est pas possible de savoir si le niveau de Bcl-2 exprimé par la

lignée cellulaire utilisée est suffisant pour contrer le caractére apoptotique de la GPs.
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Donc, est-ce que I’apoptose causée par la GPs est véritablement indépendante de la voie
mitochondriale? En ce qui concerne ’ORF5 synthétique de la souche IAF-Klop utilisé
pour les travaux du présent mémoire, il a déja été démontré par le Dr Gagnon (Gagnon ef
al., 2003) qu’elle induit une toxicité de type apoptose par des analyses TUNEL et
d’activation de procaspase 3. De plus, des études complémentaires effectuées par
Lachapelle et al. (communication personnelle) avec ’ORFS5 de type sauvage de la souche
JAF-Klop ont démontré qu’il y a détection de ’activation de la procaspase 9 etle
relargage de cytochrome C, suggérant qu’il y a formation de 1’apoptosome dans des
cellules MARC-145 infectées avec un adénovirus exprimant cette GPs. Ensuite, il y a
activation de la procaspase 3 qui est impliquée dans 1’apoptose intrinséque (voie
mitochondriale) sans avoir activation de la procaspase 8. Cette derniére est impliquée
dans la voie extrinséque des récepteurs de mort. Par contre, dans cette méme étude
(Lachapelle et al. communication personnelle) il a été observé que dans le cas de
1’apoptose induite par une infection avec le VSRRP, il y a activation de la cascade
mitochondriale (procaspase 9, cytochrome C, procaspase 3 et procaspase 2) et aussi de la
procaspase 8, ce qui suggere que les deux voies apoptotiques seraient activées. Ainsi, ily
aurait peut-€tre une autre protéine du VSRRP qui induirait la deuxiéme voie apoptotique.
Selon Gagnon et al. (2003), la protéine de la nucléocapside N serait peut-étre impliquée
dans cette deuxiéme voie apoptotique puisqu’il a été impossible de construire un
adénovirus exprimant constitutivement cette protéine.

Par contre, Miller et al. (Miller et Fox, 2004) et de Lee et al. (Lee et al., 2004) ne
montrent pas de présence d’apoptose. Deux explications sont possibles pour cette
contradiction. Premierement, dans 1I’étude de Miller (Miller et Fox, 2004), il s’agit de la
détection par biopuce de I’absence d’augmentation de la synthése de génes ayant un role
a jouer dans I’apoptose, ce qui a amené les auteurs 4 conclure qu’il n’y avait pas de mort
cellulaire programmée. Par contre, si 1'apoptose observée in vitro est causée par
1’activation de procaspases, il est possible de ne pas voir d’augmentation de synthése des
génes des caspases puisque ces protéines sont sécrétées constitutivement dans les
cellules. Ainsi, il pourrait peut-étre y avoir activation de procaspases sans que Miller
détecte un changement dans la synthése de génes proapoptotiques (lordanov et al., 2005;

Peluffo et al., 2005). Ensuite, en ce qui concerne les résultats de Lee et al. (2003), ilya
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toutefois un probléme avec les expériences. Le promoteur inductible 2 la tétracycline ne
permet pas d’éteindre complétement I’expression d’une protéine sous son contrdle, il y a
toujours une fuite dont la conséquence dépend de la protéine exprimée par le promoteur.
Ainsi, lorsque la lignée HeLa-GPs a été crée, la faible expression de GPs qui est peut-étre
dtie a la fuite du promoteur tétracycline a appliqué une pression sélective sur les clones
cellulaires en croissance. La majorité des clones seraient éliminés soit par la présence
d’un antibiotique de sélection soit par I’induction de ’apoptose par la GPs. Les clones
restants seraient ceux ayant survécus a ]’ antibiotique de résistance (donc exprimant une
GPs) et a I'induction de 1’apoptose. La lignée cellulaire ainsi développée ne serait pas
sensible 2 I’apoptose induite par la GPs d’ot les résultats obtenus par 1’équipe du Dr Yoo.
Pour aborder ce probléme il faudrait créer une lignée cellulaire avec une GPs sous le
contrble d’un promoteur inductible plus efficace ou bien utiliser une double régulation de
la GPs pour &tre certain d’éteindre complétement son expression.

Lors de 1’analyse en immunobuvardage de type Western des deux virus réplicatifs/non
disséminatifs 2 la figure 14, les infections ont été effectuées dans les cellules 293PS-
CymR donc dans des conditions ot I’expression des protéines GPs et GPs/GFPq était
partiellement réprimée. En effet, au moment ot les virus réplicatifs/non disséminatifs ont
été construits, il n’était pas connu que la fusion de la GFPq a la GPs altérait la
caractéristique apoptotique de la protéine donc, il a été choisi de réprimer 1’expression
des deux types de protéines par 1’utilisation du CymR. Si cette expression n’avait pas été
partiellement réprimée, il aurait été possible d’observer a la figure 14 une production de
protéine plus ¢levée dans les cellules 293PS (sans répression) que dans les cellules
MARC-145. Ces résultats coincideraient avec ceux de la figure 15 ot il est démontré
que, dans des conditions non répressives, les niveaux d’expression en terme d’indice de
fluorescence les plus élevés sont dans les 293A.

L’adénovirus Ad-ORF5/GFPq-IRES-E1A contient la région E1A qui lui permet de
répliquer son génome mais le géne de la protéase est supprimé empéchant ainsi la
formation de particules virales infecticuses. De plus, il ne contient pas la région E1B qui
sert, entre autre, & réguler la toxicité de la région E1A. Tel que décrit précédemment
(section 1.4.5), en utilisant le géne suicide CD::UPRT, le virus réplicatif/non disséminatif

exprime beaucoup mieux que le virus non réplicatif. L’utilisation d’un adénovirus
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réplicatif/non disséminatif, augmentera le nombre de copies du transgéne ce qui pourrait
permettre de stimuler une meilleure réponse immunitaire lors de la vaccination.

La section 3.4.4 du présent mémoire montre les résultats concernant la différence
d’expression entre les virus réplicatifs/non disséminatifs Ad-ORF5/GFPq-IRES-E1A et
non réplicatifs Ad-ORF5/GFPq dans différentes lignées cellulaires. Rappelons que les
cellules 293A sont des cellules humaines d’épithélium de rein qui contiennent une partie
du génome de 1’adénovirus humain de type 5 permettant de complémenter la délétion
présente chez les virus non réplicatifs et que ce sont des cellules permissives lors de
I’infection avec plusieurs types d’adénovirus. Quant aux cellules A549, qui sont des
cellules humaines de cancer de poumon, elles sont sensibles 2 la pénétration du virus
mais elles ne supportent pas la réplication des virus délétés dans la région E1. Quant aux
cellules porcines, les PKA sont des cellules épithéliales de reins de porc et les cellules PT
sont des fibroblastes de testicule de porc qui sont des cellules sensibles a 1’adénovirus.
Les meilleurs IF sont ceux retrouvés lors de I’infection des cellules 293A ce qui démontre
que ces cellules sont trés permissives aux adénovirus et que I’expression du promoteur
CMVS5 dans ces cellules est favorisée. Par contre, les rapports sont faibles étant donné
que la présence de E1A permet au virus non réplicatif de répliquer son génome. Dans les
cellules A549 et les cellules PT, de bons IF et de bons rapports sont observés
conformément 2 ce 2 quoi on s’attendait. Dans les cellules porcines, de bons IF ont été
obtenus bien que les IF mesurés dans les cellules PKA soient inférieurs. Donc
I’expression du transgéne par le CMVS5 est moins efficace dans les cellules PKA malgré
une bonne infectabilité (résultats non montrés). En ce qui concerne les rapports entre
I’expression du virus réplicatif/non disséminatif et le virus non réplicatif dans les cellules
porcines, ils varient entre 22.1 et 72,0 fois plus élevés permettant d’affirmer que lors
d’une expérimentation chez I’animal, I’utilisation de virus réplicatifs/non disséminatifs
devrait permettre de diminuer la dose d’adénovirus injecté par animal en comparaison
avec la dose normalement utilisée de virus non réplicatif. Ceci diminuerait le coiit du
vaccin recombinant. De plus, on observe que les meilleurs rapports sont 4 la MOI la plus
basse, MOI de 1, ce qui permettra de diminuer davantage les coilts du vaccin. Ajoutons a

cela I’utilisation d’une version non apoptotique soit 1’0ORF5/GFPq dans le réplicatif/non
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disséminatif et il serait peut étre possible de diminuer non seulement le cofit du vaccin
mais également le cofit de production de ce méme vaccin.

Considérant que Kheyar et al. (Kheyar ef al., 2005) a démontré qu’il y a une meilleure
réponse immunitaire chez ’animal lorsque la quantité de protéine GPs est plus élevée
(dans leur cas par Putilisation de ’ORF5 synthétique par rapport a I’ORF5 de type
sauvage), une méme dose d’adénovirus réplicatif/non disséminatif par rapport a la dose
de non réplicatif utilisée au préalable dans ces expériences devrait étre plus efficace a
stimuler la réponse immunitaire. De plus, la présence de la région E1A dans le virus
réplicatif/non disséminatif devrait stimuler davantage la réponse immunitaire de type
inflammatoire par rapport a un adénovirus de premiére génération ne comprenant pas
cette région. En effet, la présence de la région E1A de 1’adénovirus permet de constater
une augmentation de la production d’IL-8 (Keicho et al., 1997a; Keicho et al., 1997b;
Higashimoto et al., 2002), une augmentation de la quantité intracellulaire de la molécule
d’adhésion ICAM-1 (Keicho et al., 1997b) et une corrélation avec 1’augmentation de
Iactivité de NF-kp (Keicho et al., 1999). De plus, la région 13S de E1A transactive le
géne du TNF dans des cellules inflammatoires (Metcalf, 1996).

L’utilisation d’une protéine de fusion ORF5/GFPq permettrait d’obtenir la production
d’anticorps contre la GPs du VSRRP mais également contre la GFPq et contre le vecteur
adénovirus. Les anticorps obtenus contre la GFPq peuvent devenir avantageux lorsqu’il
s’agit de distinguer entre un animal vacciné et un animal naturellement infecté.

Il existe une problématique concernant I'utilisation des adénovirus dans la vaccination
chez I’humain qui concerne la présence d’une immunité préexistante, plus forte dans
certains endroits du monde, contre I’ adénovirus de type 5 (Barouch et Nabel, 2005).
Cette immunité préexistante nuirait a la stimulation d’une bonne réponse immunitaire lors
de la vaccination mais ceci ne devrait pas s’appliquer dans le cas de P’utilisation d’un
adénovirus humain de type 5 chez le porc. La forte réponse immunitaire contre le
transgéne, qui devient un désavantage dans le cas de P’utilisation d’adénovirus
recombinants pour la thérapie génique, devient souhaitable dans un cas de vaccination
(Barouch et Nabel, 2005). Ainsi, des études ont été effectuées afin de minimiser la
réponse immunitaire contre le vecteur et favoriser celle contre le transgéne. Selon des

études effectuées avec un adénovirus encodant la protéine Gag du virus de
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I’immunodéficience simienne, 1’adénovirus s’est avéré plus efficace a stimuler la réponse
immunitaire que le vaccin & ADN et le poxvirus recombinant lors d’une étude in vivo
chez le singe rhesus (Shiver et al., 2002; Shiver et Emini, 2004). En plus, ils ont
démontré qu’une premiére stimulation par un vaccin 3 ADN suivie par une restimulation
avec 1’adénovirus recombinant exprimant le méme antigéne permet de centraliser la
réponse immunitaire sur cet antigéne et d’avoir une bonne réponse immunitaire
spécifique (Shiver et al., 2002). Selon Barouch et al., I’'une des fagons de contrer les
effets négatifs de la réponse immunitaire contre le vecteur serait d’augmenter la dose
mais cela entrainerait une augmentation de la toxicité (Barouch et Nabel, 2005). Or par
]’utilisation d’un adénovirus réplicatif/non disséminatif, il est possible d’augmenter

1’expression du transgéne sans augmenter la dose.

En conclusion, les différents objectifs fixés pour ce projet de maitrise ont été rencontrés.
En effet, différents adénovirus non réplicatifs contenant plusieurs versions de 1la GPs en
fusion avec la GFPq (premier objectif) ont été construits et ont permis de trouver une
version non apoptotique de la GPs (deuxiéme objectif) soit 1I’ORF5/GFPg. Etant donné la
toxicité de la GPs pleine longueur, une version non apoptotique de cette protéine
permettra de faciliter la production a grande échelle d’adénovirus recombinants. Ensuite,
avec la construction de virus réplicatifs/non disséminatifs (troisiéme objectif) et les
études de différence d’expression entre les virus non réplicatifs et réplicatifs/non
disséminatifs, il a été démontré que ces derniers expriment plus efficacement le transgene
dans les A549, les cellules PKA et les PT. De plus puisque le virus réplicatif/non
disséminatif exprime une protéine de fusion GFPq (ORF5/GFPq), la présence de la GFPq
aurait un avantage, celui de distinguer entre un animal naturellement infecté par le
VSRRP et un animal vacciné par un adénovirus recombinant en faisant la détection de la
présence d’anticorps anti-GFP dans le sérum des porcs. Cette distinction devient
importante pour 1’industrie porcine lorsqu’il est question d’exporter les animaux. Pour la
suite de ces travaux, il faudrait effectuer les études in vivo chez le porc pour vérifier
I'immunogénicité de la GPs/GFPq et comparer la protection induite par le virus
réplicatif/non disséminatif avec celle induite par le virus non réplicatif ainsi que les

vaccins commercialement disponibles. La stratégie 2 adopter serait une vaccination avec
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un vaccin 2 ADN suivit d’une restimulation avec le virus réplicatif/non disséminatif
exprimant le méme transgéne. Ensuite, il a été démontré par I’analyse du niveau
fluorescence de la GFP (indice de fluorescence) que le virus réplicatif/non disséminatif
exprime beaucoup mieux que le virus non réplicatif. Ainsi, il faudrait s’assurer que, bien
que la protéine utilisée soit une protéine de fusion (ORF5/GFPq), le niveau de la GPs est
aussi plus élevé avec un virus réplicatif/non disséminatif qu’un virus non réplicatif. Suite
a2 la conclusion que la fusion de la GFP i la GPs pleine longueur a changé la
caractéristique apoptotique de cette derniére, est-il possible que la fusion de la GFPq a
d’autres protéines apoptotiques puisse influencer leurs fonctions? Ainsi, est-ce que le
caractére apoptotique de la GPs serait dépendante de sa conformation? Dans un autre
ordre d’idée, il a été démontré que le VSRRP se réplique 2 de faibles titres in vitro (Kim
et al., 1993). Le caractére apoptotique de 1a GPs influengerait-elle le taux de réplication
du virus? Suite a la création d’une GPs non apoptotique, il serait possible de construire un
clone infectieux du VSRRP exprimant ’ORF5/GFPq et d’étudier 1'impacte de la
présence de la protéine de fusion sur la production virale. Si le clone infectieux
exprimant I’ORF5 augmente la quantité de particules virales produites, cela pourrait
faciliter la réalisation d’expériences in vitro utilisant le VSRRP ainsi que la production de

vaccin atténué ou tué.
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Annexe A

Réactifs de CsCl (Qbiogene) et de purification sur colonne NAP25 (Amersham
Biosciences, Baie d’Urfé, Qc)

CsCl11.2:26.8 gCsCl +92mL 10mM Tris pH 7.9; filtrer
CsCl 1.4 : 53.0 g CsCl + 87mL 10mM Tris pH 7.9; filtrer

10mM Tris pH 7.9 : 605.7mg Tris, ajouter 400mL d’H,0, ajuster le pH a 7.9, compléter
le volume a 500mL, filtrer

Tampon de congélation : 2.5% de glycérol, 20mM Tris pH8, 25mM NaCl, filtrer
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Annexe B

Titre des virus utilisés dans le présent mémoire

VIRUS TITRE EN PURIFIE/NON

TCID50/ML PURIFIE*

AdCMV5GFPq 1,00X10"° Non purifié
Ad-IRES-GFPq 7,50X10° Purifié
Ad-ORF5-IRES-GFPq 3,16X10’ Purifié
Ad-ORF5/GFPq 5,62X10"° Purifié
Ad-ORF5(118-200aa)/GFPq 5,62X10™ Purifié
Ad-ORF5(1-90aa)/GFPq 1,00X10" Purifié

Ad-ORF5-IRES-E1A 1,00X10° Non purifié
Ad-ORF5/GFPq-IRES-E1A 3,16X10° Purifié

* Purifié au CsCl;

* Non purifié: tous les pétris infectés sont récoltés dans un seul tube,
centrifugés, resuspendus dans un volume de 3mL, 3 cycles de gel-dégel sont
effectués, le tube est encore centrifugé et seul la partie supérieur (sans les
débris cellulaires) est conservée dans un nouveau tube.
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Annexe C

Tous les résultats de cytofluorométrie en flux ont été analysé par une agente technique
spécialisée dans ce domaine afin de s’assurer que les différentes barriéres fixées était les
mémes d’un échantillon 3 un autre et d’une lignée cellulaire & I’autre. Une fois que les

résultats étaient uniformisés, les calculs suivants ont été effectués :

1) L’indice de fluorescence (IF) est défini comme le produit du pourcentage de cellules

positives (cellules vertes) multiplié par la fluorescence moyenne des cellules positives.

Exemple :

Pour les cellules 293A infectées 4 une MOI de 1 (expérience du 16-02-05) :
Pourcentage de cellules positives est de : 42,48%

La fluorescence moyenne de ces cellules est de : 92,80

Donc I’indice de fluorescence (IF) = 42,48 X 92,80 = 3942, 14

2) Le ratio entre ’indice de fluorescence (IF) d’un virus réplicatif/non disséminatif par

rapport au virus non réplicatif pour une méme MOT est calculé de la fagon suivante :
Premiérement, soustraire 1’indice de fluorescence du niveau basal d’autofluorescence des
cellules non infectés i I’indice de fluorescence du virus réplicatif/non disséminatif et a

I’indice du virus non réplicatif. Puis faire le rapport des deux valeurs obtenues

Exemple :

A - Pour les cellules 293 A non infectées (expérience du 16-02-05), le pourcentage de
cellules positives est de 1,09% et la fluorescence moyenne de 2,80, donc l’indice
d’autofluorescence est de : IF = 1,09 X 2,80 = 3,05.

B : Pour les cellules infectées 2 une MOI de 1 du virus réplicatif/non disséminatif (Ad-
ORF5/GFPq-IRES-E1A) (expérience du 16-02-05), le pourcentage de cellules positives
est de 42,48% et la fluorescence moyenne de 92,80 alors I’indice de fluorescence est de :

IF = 42,48% X 92,80 = 3942,14.
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C : Pour les cellules infectées 2 une MOI de 1 du virus non réplicatif (Ad-ORF5/GFPq)
(expérience du 16-02-05), le pourcentage de cellules positives est de 25,21% et la
fluorescence moyenne de 120,2 donc I’indice est de : IF = 25,21% X 120,2 = 3030,242.
Donc le ratio est :

Ratio = (B-A)/(C-A)= (3942,14-3,05)/(3030,242-3,05) = 1,3

Alors on peut dire que le virus réplicatif/non disséminatif exprime 1,3 fois plus de GFPq

que le virus non réplicatif.
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