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Liste des abréviations

Ac : Anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : Acide désoxyribonucléique complémentaire
Ag : Antigéne

APC : Cellule présentatrice d’antigéne

ARN : Acide ribonucléique

ARNGdb : ARN double brin viral

ARNm : Acide ribonucléique messager

CDV : Virus de la maladie de Carré

Cellule Ty : Cellule T auxiliaire

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CTL : Cellule T lymphotoxique

DAB : Diaminobenzéne

DC : Cellule dendritique

DTT : Dithiothréitol

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay
F : Protéine de la fusion

FBS : Sérum bovin feetal

H : Hémagglutinine

IFN : Interféron

IL : Interleukine

IPMA : Immunoperoxydase monolayer assay

IPTG : Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
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kDa : Kilodalton

LB : Milicu Luria-Bertani

M : Protéine de la matrice

MV : Virus de la rougeole

N : Nucléoprotéine

NK : Cellule tueuse naturelle

ns : Non spécifique

PBMC : Cellule mononucléaire du sang périphérique

PBS : Tampon phosphate salin

PCR : Réaction en chaine de la polymérasc

PHA : Phytohémagglutinine

RdRp : ARN polymérase ARN dépendantc

RNP : Ribonucléoprotéine

RT-PCR : Réaction en chaine de la polymérase par transcriptase inverse
SDS : Dodécylsulfate de sodium

SLAM : Molécule du signalement de I’activation lymphocytaire
TLR : Récepteur de type Toll

TNF : Facteur nécrosant des tumeurs

Trx : Thiorédoxine
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Résumé

Environ 40 millions de personnes contractent le virus de la rougeole (MV) chaque
année et environ 600,000 d’entre elles en meurent. Le MV appartient au genre Morbillivirus
dans la famille des paramyxoviridae qui comprend aussi le virus de la maladie de Carré
(CDV). L’infection de furets par le CDV reproduit les principales caractéristiques de la
rougeole chez ’humain, incluant des éruptions cutanées typiques, une forte fiévre, une haute
virémie et une sévére immunosuppression. Cette immunosuppression se manifeste
principalement par une sévére leucopénic ct par 1’inhibition de la prolifération lymphocytaire
et peut mener a des complications graves, notamment des infections bactériennes secondaires

ou des désordres neurologiques.

Nous avons précédemment montré par PCR en temps réel que les PBMCs d’animaux
infectés par la souche sauvage 5804P, létale chez le furet, ne développent pas de réponse de
cytokincs, tandis que I’infection par des souches atténuées entraine la régulation a la hausse de
I’ARNm des interférons (IFNs) et d’autres cytokines. Afin d’évaluer la réponse immunitaire
chez des tissus immunitaires et épithéliaux, et pour confirmer les résultats précédents au
niveau protéique, nous avons produits des anticorps (Ac) contre plusieurs cytokines du furet,
ceux-ci n’étant pas disponibles commercialement. Les cytokines choisies sont des
représentants importants des réponses immunitaires innées et adaptatives, soit les IFNs de type
I et II, le facteur nécrosant des tumeurs (TNF)-a et les interleukines (IL)-2, -4 et -6. Les génes
des cytokines ont été insérés dans un vecteur d’expression procaryotique et exprimés chez E.
Coli. Une fois purifiées, les protéines bactériennes ont été utilisées pour I’immunisation de
lapins. Des poulets ont également été immunisés par des peptides synthétiques choisis pour
leur immunogénicité. La réponse des animaux & I’immunisation a été évaluée par
« immunoperoxydase monolayer assay » (IPMA) ainsi que par immunobuvardage de type

Western.

Une fois leur spécificité confirmée, les Ac ont été utilisés pour la coloration
immunohistochimique de tissus immunitaires et épithéliaux d’animaux infectés par la souche
létale 5804P, ou par une souche atténuée causant néanmoins une maladie sévére. Les profils

de cytokines ont été évalués aux jours 7 et 14 post infection, qui correspondent respectivement
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chez la souche sauvage a I’apparition de manifestations cliniques sévéres et a la mortalité.
L’cxpression des cytokines de I'immunité innée s’est avérée importante envers les deux
souches du CDV, particuliérement pour la souche sauvage dans les tissus épithéliaux. La forte
expression de cytokines proinflammatoires envers cette souche corréle avec 1’observation de
manifestations cliniques plus séveres. De plus, une altération de I'immunité adaptative a été
observéc avec 5804P. Dans les ganglions mésentériques, I’expression des cytokines de la
réponsc adaptative s’cst avérée soit inhibée, pour IFN-y, ou retardée, pour IL-2 et IL-4. Nos
résultats démontrent que les morbillivirus interférent de fagon différente avec 1’activation de la
réponsc innée dans des cellules immunitaires et épithéliales. Ceci suggére une contribution
importante des ccllules épithéliales au développement d’une réponse immunitaire appropriée

ct a la résolution de ’infection.
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Chapitre 1 : Revue de littérature

1.1 Les morbillivirus
1.1.1 Taxonomie

La famille des Paramyxoviridae est divisée cn deux sous-familles selon des critéres
morphologiques, soit Paramyxovirinae ¢t Pneumovirinae. Les virus de cette famille sont
enveloppés et leur génome cst constitué d’ARN monocaténaire non segmenté de polarité
négative. La sous-famille des Paramyxovirinae comprend cinq genres, soit Respirovirus,
Rubulavirus, Henipavirus, Avulavirus et Morbillivirus et les espéces d’un méme genre

posscdent une réaction antigénique croisée similaire (Lamb and Kolakofsky, 2001).

Le genre Morbillivirus englobe le virus de la rougeole (MV), qui infecte les humains,
et les virus de la maladie de Carré (CDV), de la peste-des-petits-ruminants et de la peste
bovine, ainsi que des virus touchant des mammiféres marins (Lamb and Kolakofsky, 2001;
Pringle, 1999). L’ensemble des morbillivirus infecte donc un large spectre d’espéces. Le CDV
est un virus trés apparenté a celui de la rougeole (MV). Une multitude d’espéces carnivores
peuvent contracter le CDV, dont certaines appartenant aux canidés (chiens, renards), aux
procyonidés (ratons laveurs), aux mustélidés (furets, visons), aux félins (lions) et certains
mammiferes marins (Appel et al., 1994; Kennedy et al., 2000; Montali et al., 1987; Roelke-
Parker et al., 1996). L’infection par le CDV est potentiellement mortelle chez le chien, tandis

qu’elle est associée a un trés haut taux de mortalité chez le furet (Williams et al., 1988).

1.1.2 Génome et réplication

Le génome des morbillivirus est composé de six génes codant pour huit protéines
(Figure 1a): la nucléoprotéine (N), un cofacteur de la polymérase (P), un antagoniste aux
interférons (V), la protéine C (C), la matrice (M), la protéine de fusion (F), ’hémagglutinine
(H) et ’ARN polymérase ARN-dépendante (RdRP) (L) (Lamb and Kolakofsky, 2001). Les
protéines V et C sont des protéines non structurales et non essentielles pour la réplication

virale et proviennent du géne P; la protéine C est transcrite d’un cadre de lecture superposé
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(Bellini ct al., 1985) et Ia protéine V est produite par ’édition de I’ARNm du géne P (Cattaneo
ct al., 1989).

8) N P_M F H L

59 3 | B =)
<
Non structural proteins
1 generated from overiapping

reading frame

! 1 p
Y /) Phospholipid bilayar
Genomic RNA (-) -
— Nucleoprotein (N)

Matrix protein (M) Phosphoprotain (P)

Homagglutinin (H) ———8K ¢ “—— Polymerase (L)

Fuslon protein (F)

Figure 1 : Génome (a) et structure (b) des morbillivirus (Kerdiles et al., 2006)

L’attachement du morbillivirus & son récepteur via la protéine H fournit 1’énergie
d’activation nécessaire a la fusion des membranes, qui est réalisée par un complexe composé
des protéines H et F. L’entrée de la ribonucléoprotéine (RNP) dans la cellule méne au début de
la réplication virale, qui se déroule entiérement dans le cytoplasme. La RNP contient entre 20
a 30 copies de la protéine L (Lamb et al., 1976), qui posséde une activité ARN polymérase
ARN dépendante. Puisque le génome viral est de polarité négative, la RNP doit d’abord
transcrire les génes en ARNm, afin d’induire la production des protéines virales. Le complexe
de polymérase se dissocie parfois au cours de la transcription du génome viral, ce qui conduit
a une plus forte transcription des génes situés en 3’, soit des génes N et P (Cattaneo et al.,
1987). La réplication du génome se fait en deux étapes, soit d’abord la synthése d’une copie
d’ARN de polarité positive qui sert ensuite de matrice pour la synthése de plusieurs copies de
polarité négative. Les protéines F et H, glycosylées dans le réticulum endoplasmique,
s’associent avec la protéine M présente a la membrane cytoplasmique. L’association de la
RNP a la protéine M conduit finalement au bourgeonnement du virion, chez lequel les
protéines F et H sont présentes 4 la membrane virale (Figure 1b) (Lamb and Kolakofsky,

2001).
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1.1.3 La pathogénése morbillivirale

Les morbillivirus sont trés contagicux et se transmettent par aérosol. Les principaux
symptomes de 1’infection par le CDV sont similaires a ceux de la rougeole chez I’humain:
éruptions cutanées, décharges nasales et oculaires, conjonctivite, perte de poids et signes
gastro-intestinaux et respiratoires. De plus, il est possible que certaines complications
surviennent par la suite, dont des infections bactériennes secondaires ou des désordres
neurologiques (révisé dans Perry and Halsey, 2004). Les risques élevés d’infections

opportunistes sont dus au fait que les morbillivirus causent une sévére immunosupression chez

leur héte (Griffin, 2001).
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Figure 2 : Evolution de I’infection morbillivirale dans le temps. Le virus infecte d’abord
les tissus lymphoides en utilisant le récepteur SLAM (A et B). Plus tard, I’infection se répand
aux cellules épithéliales de tout I’organisme (C et D) (Takeda, 2008).

L’infection morbillivirale est caractérisée par deux phases de virémie (figure 2),
chacune étant accompagnée d’une poussée de fiévre. La réplication initiale débute dans les
tissus lymphoides du tractus respiratoire. Lors de la premiére phase, soit trois a six jours post
infection, le virus se propage a tous les tissus lymphoides, dont les nodules lymphatiques, le
thymus, la rate et les plaques de Peyer (Appel, 1970; Takeda, 2008; Wright et al., 1974). Lors
de la seconde phase de virémie, quelques jours aprés la premiére, I’infection se répand aux
cellules épithéliales de toutes les parties du corps, dont celles des poumons, de la vessie et de
Pintestin. C’est a ce moment que se manifestent la majorité des symptomes de I’infection

mentionnés précédemment (Blixenkrone-Moller, 1989; Okita et al., 1997; Takeda, 2008).
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1.2 Modgéles animaux pour I’étude des morbillivirus

La rougeole est classée parmi les 10 maladies mortelles les plus communes avec 40
millions de cas annucllement, parmi lesquels prés de 600,000 ont une issue fatale (Griffin,
2001). Différents modéles animaux existent pour 1’étude de la rougeole, dont les macaques et
certaines lignées de souris transgéniques (Auwaerter et al., 1999; Oldstone et al., 1999). Seule
I’utilisation de primates non humains permet 1’étude de la réponse de I’héte face au MV

(Auwacrter et al., 1999), mais leur utilisation engendre des coiits importants.

L’infection du furet ou du chien par le CDV permet la reproduction des principales
manifestations cliniques de la rougeole observées chez I’homme (Imagawa, 1968); la figure 3
illustre bien les éruptions cutanées typiques causées par une souche virulente du CDV chez le
furet. Par contre, I’infection du furet par le CDV est souvent mortelle et beaucoup plus grave
que celle causée par le MV chez ’homme ou le primate, ce qui en fait un excellent modéle
pour étudier la pathogénése morbillivirale. L’utilisation de souches atténuées entrainant une
maladic moins sévére permet la reproduction d’une maladie proche de celle observée chez
I’homme (Kauffman et al., 1982). Finalement, 1’infection du furet par une souche sauvage de
CDV entraine aussi la reproduction des principales caractéristiques de I’immunosuppression
morbillivirale (von Messling et al., 2003). Le furet consiste donc en un petit animal idéal pour

I’étude de la virulence et de la pathogénése morbillivirale.
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Figure 3: Eruptions cutanées aprés infection par le CDV. Des rougeurs importantes
apparaissent chez un furet infecté par une souche virulente du CDV (B), non observées chez
un furet en santé (A) (von Messling et al., 2003).

1.3 L’immunosuppression morbillivirale
1.3.1 Principales caractéristiques

L’infection par le CDV ou le MV peut provoquer unc inhibition sévére et prolongée
des fonctions immunitaires cellulaires et humorales normales. Ceci rend I’hdte susceptible au
développement d’infections secondaires pouvant compliquer son rétablissement, tel que des
pneumonies, des bronchites, des diarrhées, des encéphalites, des otites et des convulsions
hyperthermiques (révisé dans Griffin, 2001; Perry and Halsey, 2004). L’immunosuppression
morbillivirale a été observée pour la premiére fois par von Pirquet au début du 20° siécle. Il
avait remarqué que la réponse d’hypersensibilité de type retardé (DTH) a la tuberculine de
Mycobacterium tuberculosis était supprimée aprés un épisode récent de rougeole (von Pirquet,
1908). L’immunosuppression se manifeste principalement par une leucopénie et par

Iinhibition de la prolifération lymphocytaire (Krakowka et al., 1975a; Okada et al., 2000).

1.3.2 Impact de Pinfection sur les leucocytes

MYV et CDV ont un tropisme élevé pour les cellules immunitaires. Le tropisme pour un
type cellulaire corréle avec ’expression chez celui-ci de « Signaling lymphocytes activation
molecule » (SLAM), qui a été identifié comme étant le principal récepteur de MV et de CDV
(Tatsuo et al., 2001). Aussi appelé CD150, SLAM est exprimé de facon constitutive a la

surface de plusieurs types de cellules immunitaires, dont les thymocytes immatures, les
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cellules T mémoires ct certaines cellules B, ct son expression est induite 4 la hausse lors de
I"activation de d’autres types cellulaires, soit les lymphocytes T et B périphériques, les
monocytes et les cellules dendritiques matures (Bleharski et al., 2001; Cocks et al., 1995;
Kruse ct al., 2001; Minagawa ct al., 2001; Sidorenko and Clark, 1993). Le taux d’infection des
PBMC:s cst faible lors d’unc maladic généralement non mortelle, telle que la rougeole chez
I’homme ou I’infection du furet par une souche atténuée de CDV (Esolen et al., 1993; Forthal
et al., 1992; Schncider-Schaulies et al., 1991). Par contre, un épisode létal de CDV chez le
furet correle avec un taux d’infection trés élevé des PBMCs, soit autour de 40 ou 50% (von
Messling et al., 2006). La mortalité associée a I’infection de nombreuses cellules immunitaires
peut ainsi contribuer a I’induction d’une forte immunosuppression chez I’héte. La leucopénie
touche principalement les cellules B, les monocytes, les neutrophiles et les lymphocytes CD4
et CD8 (Okada et al., 2000). Finalement, lc taux de cellules infectées associé¢ 4 MV chez
I’homme étant relativement faible, d’autres mécanismes contribuent & la lymphopénie, tel que
I’apoptose de lymphocytes non infectés et la perturbation du microenvironnement thymique
(Okada ct al., 2000; Valentin ct al., 1999). En effet, MV induit ’expression a la hausse de
I’annexine V et de Fas (CD95) a la surface des cellules T CD4 et CD8 (Ryon et al., 2002).

Des anomalies au niveau des fonctions normales des lymphocytes sont également
observées pendant et aprés I’infection morbillivirale, notamment au niveau de la
lymphoprolifération. En effet, les PBMCs isolés de patients atteints de la rougeole ne
proliférent pas en présence de mitogénes (Hirsch et al., 1984). Chez le furet, 1’inhibition de la
prolifération lymphocytaire associée & une infection létale du CDV s’est révélée plus
importante que celle associée 4 une infection atténuée (von Messling et al., 2006). L’inhibition
de la prolifération lymphocytaire affecte également les cellules non infectées; par exemple,
I’incubation de cellules T avec le surnageant irradié de cellules infectées par MV conduit
quand méme a I’inhibition de leur prolifération (Sun et al., 1998). La rougeole chez I’homme
entraine I’arrét du cycle cellulaire dans la phase G0/G1 d’une grande proportion des cellules
T, soit un taux largement supérieur & celui des cellules infectées (Yanagi et al., 1992). De
plus, le plasma d’enfants atteints de la rougeole contient des niveaux élevés d’IL-10, et ce

durant plusieurs semaines (Moos et al. 2002). L’IL-10, cytokine immunosuppressive, entraine
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cntre autres une inhibition de la production de plusieurs cytokines ainsi que de la prolifération

lymphocytaire.

1.3.3 Role de la protéine V

La protéine V joue un réle important dans la virulence de I’infection morbillivirale. En
cffet, un mutant du CDV qui est déficient pour la protéine V (Vko) entraine chez le furet une
infection dont la sévérité est atténuée comparé a celle associée a4 une souche sauvage.
L’infection par Vko entraine I’apparition de plusieurs symptémes typiques du CDV, quoique
moins prononcés. Contrairement a ceux infectés par une souche sauvage, les furets infectés
par la souche Vko ne succombent pas a la maladie. Finalement, les PBMCs des furets infectés
par la souche sauvage ne développent pas de réponse de cytokines, tandis que I’infection par
Vko entrainc chez les PBMCs une régulation a la hausse de ’ARNm des cytokines de
I’immunité innée et adaptative (von Messling et al., 2006). Les protéines V de plusieurs

paramyxovirus, dont MV et CDV, interférent avec la signalisation des IFNs de type I (révisé

dans Fontana et al., 2008).

1.4 Les cytokines en réponse aux infections virales et morbillivirales
14.1 Immunité innée

L’immunité innée défend 1’organisme contre les infections d’une maniére rapide et non
spécifique. Elle ralentit les infections virales durant I’activation et 1’expansion de la réponse
adaptative. Les cytokines de I’immunité innée sont majoritairement produites par les cellules
de I'immunité innée, tel que les macrophages, les neutrophiles, les cellules dendritiques (DCs)
et les cellules «natural killers» (NK), et certaines le sont aussi par des cellules non
immunitaires (Biron et al., 2002). L’ensemble des cytokines forme un réseau trés complexe, et
certaines d’entre elles favorisent ou inhibent I’expression d’autres cytokines. L’immunité
innée joue donc un réle critique pour le développement d’une réponse adaptative appropriée.
Une immunosuppression causant I’inhibition de cytokines de I’immunité innée peut donc
nuire également au développement de la réponse adaptative. L’immunité innée comprend

entre autres les interférons (IFNs) de type I et II et les cytokines proinflammatoires.
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1.4.1.1 Interférons de type I

Les IFNs a et B procurent unc défense immédiate contre les infections virales. Ils
peuvent étre produits par toutes les cellules nucléées. L’ ARN double brin viral (ARNdb) est
produit durant le cycle de réplication de la majorité des virus. Puisqu’il n’est jamais présent
chez une cellule normale, I’ARNdb est reconnu par 1’héte comme étranger et est un inducteur
majeur des interférons de type I et I (Katze et al., 2002). L’un des rdles principaux des IFNs
consiste a interférer avec la réplication virale. Les IFNs sont d’une grande importance pour
restreindre le tropisme d’une infection virale. En effet, il a été démontré que blocage des
fonctions normales des IFNs lors de plusieurs infections virales entraine 1’infection d’un plus
grand nombre de types de cellules (Garcia-Sastre et al., 1998; Leib et al., 1999; Sandberg et
al., 1994).

La reconnaissance de composants viraux par les « Toll like receptors » (TLRs) entraine
I’induction de la synthése des IFNs de type 1. La liaison des IFNs a leurs récepteurs, présents a
la surface de toutes les cellules nucléées, conduit alors a I’activation de la signalisation par les
JAK/STAT chez ces derniéres, ce qui méne & la transcription de nombreux génes impliqués
dans la défense antivirale (Malmgaard, 2004). On sait quc MV peut interférer tant avec
P’induction des IFNs qu’avec la signalisation par les JAK/STAT. En effet, il a été démontré
que MV n’induit généralement que de trés faibles niveaux d’IFNs de type 1. De plus, une
souche sauvage de MV entraine une plus faible induction des IFNs o/B comparé a des souches
vaccinales, i.e. atténuées (Naniche et al., 2000). Toutes les souches de MV entrainent
néanmoins une certaine induction des IFNs de type I due a la présence de composants viraux,
soit par exemple celle de transcrits leader viraux terminant par un 5’-triphosphate (Plumet et
al., 2007). 1l a aussi été démontré que les IFNs induits par MV peuvent interférer avec la
réponse immunitaire dans certains sites, notamment par I’induction de I’apoptose de cellules
cpithéliales thymiques (Auwaerter et al., 1996), par la perturbation de la thymopoiése
(Vidalain et al., 2002) et par I’interférence avec la maturation et la différenciation appropriée
des DCs (Hahm et al., 2005). De plus, MV inhibe la signalisation des IFNs par I’intermédiaire
des protéines codées par le géne P, soit les protéines P, V et C (Caignard et al., 2007; Devaux
et al., 2007; Nakatsu et al., 2008; Palosaari et al., 2003; Takeuchi et al., 2003). La protéine V

du CDV joue un rdle important dans I’immunosuppression (von Messling et al., 2006). En
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somme, I’infection par MV peut entrainer une induction des IFNs, mais leurs effets antiviraux
sont majoritairement inhibés par I’interférence de MV avec la signalisation en aval de leurs

récepteurs.

1.4.1.2  Interféron gamma

L’IFN-y, ou IFN de type I, est sécrété rapidement en réponse & de nombreux virus. Il y
a une certainc redondance entre les effets des IFNs de type I et II. Comme pour les IFNs de
type I, de nombreux génes peuvent étre activés par I’'IFN-y, dont certains ont des fonctions
antivirales. L’infection par MV de souris déficientes pour I’IFN-y est associée 4 une plus haute
morbidité et mortalité (Finke et al., 1995; Patterson et al., 2002). Au début d’une infection
virale, cette cytokine cst produite principalement par les cellules NK. Les cellules NK sont
activées par les IFNs de type I et peuvent ensuite induire un état antiviral en relichant de
'IFN-y. MV, qui provoque une diminution du nombre de plusieurs cellules immunitaires,
n’influence pas la quantité de cellules NK (Okada et al., 2001). De plus, I’infection des DCs
par MV entraine une augmentation de la sécrétion d’IFN-y par les cellules NK (Ebihara et al.,
2007). Finalement, I’'IFN-y stimule également I’activation des macrophages et des cellules
NK, augmentant respectivement la présentation des CMH de classe 11 et I’activité cytotoxique.
En préscnce de MV, I’'IFN-y favorise chez les macrophages la synthése d’oxyde nitrique (NO)
qui peut modifier un grand nombre de molécules importantes dans la réplication virale (Biron

and Brossay, 2001; Hirano et al., 1999).

1.4.1.3  Cytokines proinflammatoires

Les cytokines proinflammatoires TNF-a, IL-1 et IL-6 sont habituellement produites
rapidement par des cellules de I’immunité innée, notamment par les macrophages activés en
réponse aux infections virales. Elles favorisent I’inflammation aux sites de I’infection,
stimulent la maturation des DCs et peuvent induire la fiévre chez 1’hdte (Biron et al., 2002).
Une souche sauvage de MV, contrairement a une souche atténuée, stimule la production de
certaines cytokines proinflammatoires par I’activation de TLR2 par I’intermédiaire de la

protéine H (Bieback et al., 2002). Une dérégulation dans I’expression de certaines cytokines
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proinflammatoires a été observée lors de I’infection avec MV, notamment au niveau de 1I’IL-1
et TNF-a (Leopardi et al., 1992). Des niveaux trop élevés de cytokines proinflammatoires
peuvent également étre impliqués dans la pathogénese, notamment en provoquant

d’importants dommages tissulaires (Gutierrez-Ramos and Bluethmann, 1997).

14.2 Immunité adaptative

Une présentation appropriée des antigénes viraux par les APCs est responsable du
déclenchement de la réponse adaptative contre I’infection. Les principales APCs sont les DCs,
les macrophages et les cellules B. L’élimination compléte d’un virus nécessite ’activation des
branches cellulaires et/ou humorales de la réponse adaptative, leur contribution respective
variant selon le virus impliqué. L’activation rapide de ces deux branches suite a I’infection est
essentielle pour 1’élimination compléte du CDV. La maturation des DCs est d’abord stimulée
par I’internalisation des antigénes et par les cytokines proinflammatoires. Les DCs matures
procédent ensuite a I’activation des cellules T auxiliaires CD4+ (Ty;) principalement dans les
organes lymphoides périphériques, dont les nodules lymphatiques (Szomolanyi-Tsuda et al.,
2002).

L’activation des cellules Ty par leur antigeéne spécifique stimule leur prolifération,
grice a la synthése de protéines anti-apoptotiques et de certaines cytokines. En effet, les
cellules T naives activées produisent de 1’IL-2 et régulent son récepteur a la hausse. L’IL-2 est
bien connue pour promouvoir la lymphoprolifération. Le r6le majeur des cellules Ty consiste a
stimuler et a réguler la réponse immunitaire, tant au niveau des lymphocytes T cytotoxiques
CD8+ (CTL) que des cellules B. Les cellules Ty exercent principalement leur fonction par la
sécrétion de cytokines, qui modulent ensuite 1’action des autres cellules immunitaires. Selon
les cytokines présentes dans leur environnement, les cellules Ty naives acquiérent
habituellement ’'un des deux sous-types majeurs, soit Tyl ou Tj2. Ceux-ci se distinguent
principalement selon les cytokines produites et sécrétées. Les cellules Tyl stimulent
Iimmunité 4 médiation cellulaire, et les cellules Ty2 stimulent la réponse humorale (révisé
dans Rengarajan et al., 2000). Comme le montre la figure 4, les principales cytokines régulant

ces deux types de réponse sont I’IFN-y, I’IL-2, I’'IL-4 et I’IL-12.
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Figure 4 : Les cytokines déterminent le sous-type des cellules Ty naives. La présence d’IL-
12 est cssentielle pour le déclenchement d’une réponse Tyl et celle d’IL-4 pour le
déclenchement d’une réponse Tj2. Les cellules Ty 1 amplifient la réponse Ty1 par la sécrétion
d’IFN-y et les cellules Ty2 amplifient la réponse Ty2 par la sécrétion d’IL-4. De plus, ces deux
cytokines inhibent respectivement les réponses Ty2 et Tyl (Rengarajan et al., 2000).

Certaines cellules T sécrétent de I’IL-17 ainsi que d’autres cytokines inflammatoires.
Cette population cst considérée comme appartenant a la réponse Tyl7. Plusieurs cytokines,
dont I’IL-6, le TGF-B et I'IL-21, favorisent la réponse Ty17, alors que d’autres, dont I’IFN-y,
’IL-4 et certaines autres cytokines de la réponse Ty2, I’inhibent (révisé dans Ivanov et al.,
2007). L’on sait que la réponse Tyl7 peut entrainer certaines maladies auto-immunes et
inflammatoires. Or, celle-ci joue également un rdle dans la réponse immunitaire envers
certains pathogénes, dont les bactéries et les champignons, notamment en favorisant la
maturation des neutrophiles. Finalement, il a été suggéré que la réponse Tyl7 pourrait
permettre de prévenir I’apparition d’infections secondaires & certaines infections virales

(révisé dans Louten et al., 2009).

1.4.2.1 Immunité 23 médiation cellulaire

L’APC présente d’abord I’antigéne viral 4 la cellule T CD8 naive. Cette derniére régule
ensuite a la hausse ses récepteurs d’IL-2. Cette cytokine, produite majoritairement par les
cellules Tyl, est essentielle pour I’activation des CTLs, puis pour leur prolifération. Pour cette

raison, I’IL-2 est surtout considérée comme une cytokine de la réponse Tyl. Pour acquérir le
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sous-type Tyl, les cellules Ty; naives nécessitent d’abord la présence d’IL-12, qui est produite
principalement par les macrophages et les DCs. Par la suite, I'IFN-y, qui est une autre cytokine
essentielle pour la réponse cellulaire, exerce une rétroaction positive sur la réponse Tyl en
stimulant la production d’IL-12 (révisé dans Rengarajan ct al., 2000). En plus des cellules NK,
I’IFN-y est produit par les cellules Tyl et par les CTLs. Comme mentionné précédemment, la
présence d’IFN-y défavorise le sous-type Ty2 (Szabo ct al., 2000). On sait que MV tente
d’exercer un certain contrdle sur la réponse Tyl en inhibant I’IL-12, notamment chez les
monocytes et les DCs (Karp et al., 1996; Servet-Delprat et al., 2000). De plus, il a également
été rapporté que la transduction du signal dc SLAM, réceptecur de MV, entraine une
diminution de la production d’IFN-y par les cellules T CD4 et CD8 suite a leur stimulation

(Wang et al., 2004).

Les CTLs sont trés importantes pour 1’élimination compléte d’une infection virale.
Elles reconnaissent et lysent les cellules infectées, dont les CMH de classe I présentent les
antigénes viraux, par la reliche de granules cytotoxiques ou par I’induction de ’apoptose via
le ligand Fas (Russell and Ley, 2002). Une fréquence élevée de CTLs spécifiques aux
protéines virales F, H et N a été observée lors d’épisodes aigus de rougeole (Jaye et al., 1998).
L’immunité 4 médiation cellulaire est d’une trés grande importance pour la résolution de
Pinfection par le MV et il a été suggéré qu’elle pourrait étre suffisante pour induire une
immunité a long terme (Gans et al., 2001; Jaye et al., 1998; Samb et al., 1995; Ward et al.,
1995). Le MV entraine chez des macaques appauvris en CTLs une virémie plus élevée ainsi
qu’une maladie et une mortalité plus importantes (Permar et al., 2003). Le MV est aussi
souvent mortel chez les enfants ayant des déficiences de I’immunité cellulaire, causées par
exemple par une leucémie (Burnet, 1968; Good and Zak, 1956). 11 a été démontré qu’une forte
réponse cellulaire envers le CDV ou MV est associée a4 son élimination, alors qu’une réponse
affaiblie ou retardée est associée a la persistance du virus dans le systéme nerveux central

(SNC) (Appel et al., 1982; Machlen et al., 1989).
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1.4.2.2 Immunité humorale

L’IL-4 est une cytokine essenticlle pour I’induction de I'immunité humorale. Elle
induit fortement lc développement de la réponse Ty;2. Elle induit également la prolifération et
le développement de plusieurs types de cellules, soit des cellules Ty2, des cellules B et des
monocytes (Tato and Cua, 2008). Aucune réponse Ty;2 ne peut étre observée chez des souris
déficientes pour le géne d’IL-4. A partir d’une certaine quantité d’IL-4, le développement
d’une réponse Ty;2 est favorisé par rapport a cclui d’une réponse Ty, et ce méme en présence
d’IL-12 et d’JFN-y, ce qui démontre la tendance de I’IL-4 a inhiber le sous-type Tyl (Ouyang
et al., 1998). L’IL4, via le facteur de transcription GATA-3, stimule la production par les
cellules Ty2 de plusieurs cytokines impliquées dans I’immunité humorale, notamment de I’IL-

5, de I’IL-6, de I’IL-10 et de I'IL-13 (révisé dans Li-Weber and Krammer, 2003).

Les anticorps (Ac) peuvent contrdler les infections virales par plusieurs mécanismes,
notamment par I’inhibition de I’attachement, de I’internalisation et de la fusion membranaire
des virus, par I’aggrégation des particules virales et par ’activation du complément. De plus,
la présence d’Ac contre un virus est un mécanisme majeur pour prévenir une réinfection
subséquente (Szomolanyi-Tsuda et al., 2002). Lors de I’infection par MV, des Ac spécifiques
sont habituellement détectés dés I’apparition des éruptions cutanées. Puis, les titres
augmentent rapidement (Bech, 1959). Les Ac sont principalement produits contre la
nucléocapside, puis ensuite contre I’hémagglutinine et la protéine de fusion (Norrby and
Gollmar, 1972; Norrby et al., 1981). Une infection naturelle entraine une protection a vie
contre le MV, les Ac polyclonaux produits pouvant neutraliser n’importe quelle souche de MV
(Bellini and Rota, 1998). La réponse humorale envers le CDV joue aussi un réle capital dans
la résolution de I’infection. La production de titres élevés d’Ac contre le CDV favorise le
rétablissement complet. Or, une réponse humorale intermédiaire entraine la persistance du
virus et une réponse faible ou absente est associée avec une forte mortalité (Krakowka et al.,
1975b). La détection d’Ac spécifiques plus t6t dans I’infection morbillivirale est donc

associée avec I’élimination compléte du virus.
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Chapitre 2 : Objectifs du projet

Des études précédentes ont montré une inhibition totale de la réponse de cytokines
chez les PBMCs de furets infectés par une souche létale de CDV. Par contre, une forte et
rapide expression a la hausse était observée au niveau de ’ARNm de plusieurs cytokines lors
d’infections atténuées, notamment pour les IFNs de type I et II (Svitck and von Messling,
2007). Malgré ces connaissances, la réponse des cytokines au niveau tissulaire demeure encore
mal connue. Ceci devient encore plus intéressant si ’on tient compte du fait que 1’apparition
dc la réponse immunitaire coincide dans le temps avec la dissémination virale dans les tissus
épithéliaux (von Messling et al., 2004). Le but de notre projet était donc I’évaluation des
profils de cytokines dans les tissus épithéliaux et immunitaires de furcts infectés par des
souches létales ou atténuées de CDV. Nous avons émis ’hypothése que I’inhibition de la
réponsc des cytokines était moins forte dans les tissus épithéliaux qu’immunitaires. Pour tester
cette hypothése, nous avons poursuivi deux objectifs spécifiques :

1) La production d’Ac contre un panel de cytokines du furet.
2) La comparaison de I’expression des cytokines dans des tissus épithéliaux suitc a

I’infection avec une souche mortelle ou atténuée de CDV.

La production d’Ac a été effectuée contre des cytokines majeures des réponses
immunitaires innée et adaptative, soit les IFNs de type I et II, TNF-a et les interleukines 2, 4 et
6. Les génes des cytokines ont d’abord di étre insérés dans un vecteur d’expression
procaryotique et exprimés chez E. coli. Une fois purifiées, les protéines bactériennes ont été
utilisées pour I'immunisation de lapins. Des poulets ont également été immunisés par des
peptides synthétiques choisis pour leur potentiel immunogénique estimé selon I’indice de

Jameson-Wolf.

Des outils étant alors disponibles pour 1’évaluation de la réponse immunitaire du furet,
le deuxiéme objectif consistait observer par immunohistochimie des profils de cytokines dans
les tissus immunitaires et épithéliaux de furets infectés par la souche sauvage 5804P ou la
souche atténuée 5804P-Vko-V(H:L). Le poumon et le nodule lymphatique (ganglion

mésentérique) ont été choisis pour représenter respectivement les tissus épithéliaux et
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immunitaires. Les tissus ont ¢té prélevés aux jours 7 et 14; ces derniers correspondent
respectivement a I’apparition de manifestations cliniques sévéres et a la mortalité chez le furet

infecté par la souche sauvage 5804P.
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Chapitre 3 : Matériel et méthodes

3.1 Clonage et expression des génes

3.1.1 Stimulation de PBMCs de furet et isolement de PARN

Les PBMCs de furets en santé sont tout d’abord isolés par gradient de ficoll. Un
volume de trois ou quatre millilitres (ml) de sang est dilué le méme volume de PBS. Le
mélange est ensuite déposé délicatement sur 4,5 ml de Ficoll (GE Healthcare), puis le tout est
centrifugé a 400 g a température piéce pour une durée de 40 min. Les lymphocytes, qui se
retrouvent dans la mince fraction blanche, sont prélevés et lavés trois fois dans du PBS. Le
culot est resuspendu dans du RPMI contenant 10% de sérum FBS et 1% de
pénicilline/streptomicine (RPMI complet), ajusté a une concentration de 5x10° cellules par ml.
Un ml de cellules par puits est déposé dans des plaques a 12 puits (Corning), et 10 pg/ml de
phytohémagglutinine (PHA, Sigma) sont ajoutés. Les cellules sont ensuite incubées pour une
durée de deux jours a 37°C, avant d’étre resuspendues dans du RN Alater (Qiagen), a raison de

1,5x10° de cellules par ml. Les aliquots obtenus sont conservés a -80°C.

Pour I’isolement de I’ARN, le RNAlater est d’abord enlevé entiérement. L’ajout de
350 pl de tampon RLT (Qiagen), qui contient 10 ul/ml de B—mercaptoéthanol, permet ensuite
la lyse des cellules. Le lysat obtenu est transféré dans une colonne QIAshredder (Qiagen), puis
centrifugé a vitesse maximale pour deux minutes. Le surnageant recueilli est mélangé avec
350 ul d’éthanol 70% et purifié¢ 4 I’aide d’une mini colonne RNAeasy (Qiagen). L’ARN est
¢lué dans 30 pl d’eau sans ARNase.

3.1.2 Clonage des génes a partir de ’ARN des PBMCs stimulés

Pour le clonage des génes de cytokines de furet, ’ARN de PBMCs stimulés est
amplifié par Iusage d’une transcriptase inverse et d’un mélange d’oligo dT et d’hexaméres
aléatoires (Superscript III, Invitrogen). Le géne d’intérét est par la suite amplifié & partir de
’ADNc par PCR a I’aide des amorces appropriées (tableau I). Les amorces utilisées pour le
clonage des cytokines consistent en des régions conservées entre les génes correspondants du

chien et du chat, parce que ces deux animaux et le furet sont proches au niveau évolutif, Le
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PCR s’effectue selon le programme suivant : désappariement de 2 minutes a 94°C, suivi de 10
cycles de 10 sec a 94°C, 25 secondes a 50°C et 1 minute a 72°C, puis 20 cycles de 10
secondes a 94°C, 25 secondes a 55°C et 1 minute a 72°C. La taille de ’ADN obtenu est

vérifiée par migration sur gel d’agarose.

Tableau I : Amorces sens et anti-sens utilisées lors des clonages.

pCG Sens

pET32a Sens

Antisens

5’ TTTTGGATCCACCATGGC

5’-TTTTGGATCCCTCGGCT

5’- TTTTGTCGACTCACTT

IFN-a CCTGCCCTGCTCCTTCTTG-3’ CTCTGGGATGTGACCTG-3’ CCTGCTCCGCAATCTC-3’
IFN-B 5-TTTTGGATCCACCATGAC 5-TTTTGGATCCATGAACT S’-TTTTGTCGACTCAGTTAG
CAGCAGGTGTATCCTCC-3’ ATAACTTACTTCGATTC-3" GGAGAGAATCTGTAAG-3*

IFN 5’-TTTTGGATCCACCATGAAT S-TTTTGGATCCATGTTTTT S’ TTTTGTCGACTTATTTC
- TATACAAACTATATCTTAG-3’ TAAAGAAATAGAAGAC-3’ GATGCTCTGCGGCCTC-3’
TNF-a 5’-TTTTGGATCCACCATGAGC 5S-TTTTGGATCCCTGTTCTG 5’-TTTTGTCGACTCACAGGG
ACTGAAAGCATGATCCGG-3’ CCTGCTGCACTTTGGAG-3* CAATGATCCCAAAGTAG-3’

IL-2 5S’TTTTGGATCCACCATGTA 5’-TTTTGGATCCGCACCTA S’TTTTGTCGACTCAAGTC
CAAAATGCAACTCTTGTC-3’ CTACTTCAAGCTCTACG-3’ AGTGTTGAGAAGATGC-3’

IL-4 5’-TTTTGGATCCACCATGGGT 5’-TTTTGGATCCCATAACT 5’-TTTTGTCGACTCAGTGC
CTCACCTCCCAACTGATTC-3’ TCAGTATTGCCATTAAG-3’ CTGTAGTATTTCTGTTG-3’

IL-6 5’-TTTTGGATCCACCATGAAC S>-TTTTGGATCCTTCCCTAC S>-TTTTGTCGACCTACATG
TCCCTCTCCACAAGCGCC-3’ CCCGGGACCCCTGGGAG-3’ ATCCGAATGGCCCTCAG-3’

3.1.3 Insertion dans les vecteurs d’expression

Le produit de PCR obtenu est digéré par les enzymes de restrictions BamHI et Sall
(NEB) pendant une heure a 37°C. Aprés migration du produit de la digestion sur gel
d’agarose, la bande est coupée et I’ADN contenu dans le morceau recueilli est isolé sur
colonne d’extraction de gel (Qiagen). Le vecteur d’expression eucaryotique pCG est
également digéré par les mémes enzymes de restriction et purifié de maniére similaire. Le
vecteur pCG est par la suite déphosphorylé par 1’enzyme « shrimp alcaline phosphatase »
(NEB) durant 1 h a 37°C. Une incubation subséquente de 15 minutes a 65°C permet
Iinactivation de la phosphatase. Pour I’insertion du fragment digéré dans le vecteur pCG, 7 pl
d’insert sont incubés a température piéce pour 30 min avec 1 pl de vecteur, en présence de T4

DNA ligase (Invitrogen).

Des bactéries compétentes sont ensuite transformées par choc thermique avec le

produit de ligation. Un volume de 5 pl de la ligation est ajouté a 20 pl de bactéries et le tout
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est conservé pour 20 minutes sur glace. Le choc thermique consiste 4 ’exposition des
bactéries pour 30 secondes & une température de 42°C. Le choc est suivi par deux minutes
d’attente sur glace, puis par I’ajout de 250 pl de milieu NZY+ (Fisher). Une incubation d’une
heure a 37°C sous agitation précéde I’inoculation sur pétri d’environ 50 pl de culture. Le pétri
cst composé de Luria-Bertani (LB) Agar (Novagen) et contient de I’ampicilline, le vecteur
pCG possédant un géne de résistance pour cet antibiotique. Les pétris sont incubés pour
environ 16 h a 37°C. Plusicurs des colonies obtenues sont mises en culture jusqu’a saturation
a 37°C dans un volume de 5 ml de LB avec ampicilline. Ensuite, le surnageant est enlevé, les
bactéries sont lysées et leur ADN est isolé a 1’aide d’une trousse de miniprep (Qiagen). Pour
finir, ’ADN des différents clones est envoyé & Génome Québec pour séquengage. Pour
chaque cytokine, les séquences obtenues sont comparées avec la séquence consensus et un
clone dont la séquence concorde est sélectionné. Son ADN est amplifié dans 100 ml de LB
avec ampicilline en vue de purification par midiprep (Qiagen). C’est ce clone qui sera utilisé

pour les étapes suivantes du projet.

Les génes des cytokines sont également insérés dans un vecteur d’expression
procaryote, soit pET32a (Novagen), qui permettra la production de protéines recombinantes
chez les bactéries. Or, les génes utilisés pour ’expression chez les procaryotes doivent étre
sous leur forme mature, c’est-a-dire sans séquence de peptide signal. Un deuxiéme clonage est
donc nécessaire, cette fois en utilisant des amorces sens reconnaissant le site de clivage du
peptide signal. Deux programmes ont été utilisés pour prédire ce site, soit SignallP 3,0
(Université du Danemark) et SIG-Pred (University of Leeds). Le clonage est effectué par RT-
PCR a partir des génes insérés dans pCG en utilisant ’amorce sens pET32a (voir Tableau X).
L’enzyme Dpn I (NEB), qui ne digére que I’ADN bactérien, est utilisée aprés le PCR afin de
se débarrasser du vecteur pCG qui était utilisé en tant que matrice. L’ADN des différents

clones obtenus est encore validé par séquengage.
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3.14 Production des protéines

3.1.4.1 Protéines bactériennes : expression et purification

Les bactéries d’expression BL21(DE3) et Origami2(DE3) (Novagen) sont utilisées
pour la production des protéines nécessaires a I’immunisation des animaux. Les bactéries
produisent généralement un haut nivcau de protéines recombinantes, mais celles-ci se
retrouvent souvent presque exclusivement dans les corps d’inclusion, soit sous unc forme
insoluble (Fahnert et al., 2004). Puisque les protéines bactériennes seront utilisées uniquement
pour I’immunisation, elles peuvent étre produites ct purifiées méme si elles sont insolubles.
Des bactéries BL21(DE3) sont donc transformées par le plasmide pET32a dans lequel ont été
insérés les génes des cytokines. Les protéines exprimées dans ce vecteur sont couplées a la
thiorédoxine, ce qui permet de favoriser leur solubilité et leur repliement (Novagen, 2006).

Les protéines seront purifiées sur gel d’acrylamide et utilisées pour I’immunisation.

L’expression de protéines commence tout d’abord par une préculture composée de
milieu LB avec ampicilline sous agitation a 37°C. Lorsque le milieu est saturé, la préculture
est transférée dans environ 20 fois son volume de LB frais avec ampicilline. Lorsque la densité
optique @ 600 nm atteint une valeur d’environ 0,8, 1 mM d’isopropyl-beta-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) (Fisher) est ajouté au milieu de culture, puis I’incubation se
poursuit pour une durée de trois hcures. Une fois le milieu de culture enlevé par
centrifugation, les bactéries sont resuspendues dans du tampon LEW (Protino), dans un
volume 50 fois inférieur au volume de culture. Elles sont ensuite lysées en présence de 1
mg/ml de lysozyme (NEB) a 4°C pour 30 minutes sous agitation douce. Afin de compléter la
lyse et de réduire la viscosité, six sonications de 10 secondes a 4°C sont nécessaires, chacune
étant espacée d’environ 10 secondes. Suite a4 15 min de centrifugation a 10,000 g et 4°C, les
protéines insolubles sont vortexées et homogénéisées a 1’aide d’une seringue dans 300 pl de
LEW et 300 pl de tampon d’électrophorése contenant du dithiothréitol (DTT) par 50 ml de

culture.

Les protéines sont ensuite dénaturées a 65°C durant 10 minutes. Un gel d’acrylamide
12% est coulé pour chaque 50 ml de culture. Le gel (5 ml) est préparé par le mélange de 2,2
ml d’eau distillée, de 1,5 ml d’acrylamide 30% (Biorad), de 1,3 ml de Tris 1,5 M a pH 8,8
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(Biorad), de 50 ul de SDS 10% (Biorad), de 50 pl d’ammonium persulfate 10% et de 2 pl de
TEMED (Fisher). Le gel de regroupement est ensuite coulé. Ce dernier est composé, par
millilitre, du mélange de 590 pl d’eau distillée, de 130 pl d’acrylamide 40%, de 260 pl de Tris
0,5 M a pH 6,0 (Biorad), de 10 pl de SDS 10%, de 10 pl d’APS 10% et de 1 ul de TEMED.
Le mélange des protéines et de tampon d’électrophorése est chargé entiérement sur le gel,
avec a une extrémité 5 pl d’un standard dont les poids moléculaires sont connus (Fermentas).
Les protéines sont séparées par électrophorése, puis le gel est rincé dans de 1’eau distillée et
dans une solution froide de KC1 0,3 M. Les protéines deviennent alors de couleur blanche et
une portion du gel est prélevée avec un scalpel au bon poids moléculaire. Afin d’extraire les
protéines, le morceau est broyé avec le scalpel et les protéines sont solubilisées durant la nuit,
sous agitation, dans 1 ml de 0,1% SDS. La teneur en protéines de la solution est vérifiée le
lendemain par électrophorése et coloration au bleu de Coomassie (Biorad) d’un gel
d’acrylamide 12%. La concentration en protéines est mesurée par MicroBCA (Biofx), en
utilisant différentes solution d’albumine bovine (Pierce) comme étalons. Toutes les protéines

sont conservées a -20°C.

Les fractions bactériennes peuvent également étre analysées par immunobuvardage de
type Western. Les protéines sont d’abord séparées sur gel d’acrylamide comme a la section
3.1.4.1 et transférées sur membrane PVDF (Millipore) 4 12 V pour 30 min. Aprés le transfert,
la membrane est bloquée avec un tampon de blocage (Roche) durant un minimum de 1 h.
L’Ac primaire est d’abord ajouté a une dilution appropriée dans une solution de TBS avec
0,1% de tween 20 (Fisher) (TBS-tween) sous agitation douce pour 1 h. La membrane est
ensuite lavée trois fois 10 min dans du TBS-tween, puis 1’Ac secondaire est ajouté pour 1 h
dans du TBS-tween. Aprés une autre série de lavages, la membrane est finalement incubée 5
min avec du ECL western blotting detection kit (GE healthcare) avant la visualisation des

bandes par systéeme d’imagerie (Kodak).

3.1.4.2 Protéines eucaryotes

La transfection de cellules eucaryotes permet la production de protéines identiques a
celles retrouvées chez le furet, soit au niveau de leur repliement et structure. La veille de la

transfection, 10° cellules 293 sont déposées dans des puits contenant 2 ml de DMEM 5% FBS.
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Juste avant la transfection, le milieu est remplacé par du DMEM 1% FBS. Pour chaque puits,
8 pl de lipofectamine et 4 pg d’ADN sont dilués séparément dans 250 pl de milicu Opti-MEM
(Gibco). Les deux volumes sont mélangés 5 min plus tard. Suite & unc attente de 20 min, les
cellules sont incubées a 37°C avec le mélange ADN-lipofectamine. Le milicu sans sérum est
remplacé apres environ 5 h. Les cellules 293 sont récoltées dans Ie milicu 2 jours plus tard.
Apres gel et dégel, les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation et le surnageant

obtenu est conservé a -20°C.

3.2 Production d’Ac polyclonaux contre les cytokines de furet
3.2.1 Immunisation des animaux

3.2.1.1 Immunisation de lapins

Deux lapins par cytokine sont immunisés avec les protéines bactériennes.
L’immunisation est effectuée par la compagnie Cocalico Biologicals selon leur protocole
standard pour les lapins. Un mélange de 100 pg de protéines et d’adjuvant incomplet de
Freund est administré aux animaux de maniére intramusculaire. L’immunisation initiale est
suivie de rappels aprés deux, trois, et sept semaines. Afin d’évaluer la réponse des animaux a
'immunisation, du sérum est prélevé avant la premiére administration, puis cinq et huit
semaines aprés celle-ci. Des rappels supplémentaires sont nécessaires si la réponse des

animaux est jugée insuffisante.

3.2.1.2 Immunisation de poulets

Deux poulets par cytokine sont immunisés avec des peptides synthétiques couplés au
KLH (Tableau II). Ces peptides ont été choisis pour leur immunogénicité estimée selon
I’indice de Jameson-Wolf (Jameson and Wolf, 1988). L’immunisation est aussi effectuée par
la compagnie Cocalico Biologicals selon leur protocole standard pour les poulets.
L’immunisation initiale, effectuée de maniére intramusculaire, est suivie de rappels aprés trois,
six, neuf et onze semaines. Comme pour les lapins, du sérum est prélevé avant la premiére

administration, puis aprés cinq, huit, neuf et douze semaines aprés celle-ci afin d’évaluer la
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réponse a 'immunisation. Des rappels supplémentaires sont nécessaires si la réponse des

animaux cst jugée insuffisante.

Tableau II : Peptides utilisés pour 'immunisation des poulets.

IFN-a  CDNYTNHFGFPQEAFDSKQ
IFN-B  CLKDRMNFKIPEEIQKSQK
IFN-y  CNLRKRKRSHSLFRGRRASK

TNF-a CQRETPEGTEAKPWYE/
CVKSSSRTPSDKPV

IL-2 CNGVKNYESPRMLTFKFYM

IL-4 CSNRLLRGLHRNLRNM

IL-6 CGDSKDDATSNRPPLTSAD

3.2.2  Kvaluation de la réponse 2 Pimmunisation

3.2.2.1 Immunoperoxydase monolayer assay (IPMA)

L’IPMA sert a détecter les Ac présents dans les sérums. Cette technique consiste a
incuber différentes dilutions des sérums avec des cellules transfectées par les génes d’intérét.
Des cellules Vero sont transfectées a 90 % de confluence de maniére semblable aux 293. Cette
fois, le milicu de transfection ne contient pas de FBS et n’est pas enlevé aprés S heures. Le
lendemain de la transfection, les cellules sont trypsinisées et resuspendues dans du DMEM 5%
avec antibiotiques, avant d’étre transférées dans des plaques de 96 puits a raison de 2x10*
cellules par puits. Aprés 24 heures d’incubation a 37°C, les puits sont lavés par du PBS, puis

par du PBS dilué 1:3. Les cellules sont ensuite fixées pendant 4 heures a 65°C.

Les sérums des lapins et poulets sont évalués par IPMA a différentes dilutions, variant
entre 1:100 et 1:6400. Les cellules fixées sont incubées pendant 2 heures avec 100 pul de sérum
dilué, puis avec 50 pl d’Ac IgG de chevre anti-lapin peroxidase (Sigma) pendant 90 min. Trois
lavages au PBS tween 0,05% sont nécessaires aprés chaque étape d’incubation d’Ac. La
plaque est ensuite lavée par du PBS avant d’étre révélée par I’ajout de 50 pl d’un substrat

Jjusqu’a I’apparition de cellules colorées. Le substrat, pour une plaque, est préparé par I’ajout a

32



5 ml de tampon AEC de 250 pl de 3-amino-9-éthylcarbazole (AEC) et de 2,5 pl de H,0; 30%
(Fisher). Les animaux chez qui le signal obtenu est non spécifique ou jugé insuffisant se font

administrer des rappels supplémentaires.

3.3 Histologie

3.3.1 Infection des animaux et prélévement des organes

Un mélange de 0,4 ml de kétamine (Bioniche Animal Health) et de 0.4 ml de
midazolam (Sandoz) est d’abord utilisé pour ’anesthésie des furets avant qu’une dose de 10°
TCIDso du virus d’intérét soit administrée par voie intranasale. Le développement de signes
cliniques est observé quotidiennement et du sang est prélevé a différents jours post infection.
Apres avoir été traité 2 ’EDTA, le sang des furets infectés est mélangé avec un tampon ACK
(150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO;, 0.01 mM EDTA, pH 7.2 & 7.4) qui permet la lyse des
¢rythrocytes. Aprés leur compte, les PBMCs sont cultivés en présence de cellules
VerodogSLAMtag a des dilutions de facteur 10 et en quadriplicata. La formation de
syncytiums, évaluée aprés trois jours, permet ensuite de déterminer la virémie cellule-associée.
Sept ou 14 jours post infection, les furets sont anesthésiés comme précédemment, puis
euthanasiés par 1’administration d’Euthanyl (Bimeda-MTC) de maniére intra péritonéale. Le

furet est perfusé par une solution de NaCl 0,9 % (Baxter), puis par 50 ml de PBS.

Les organes d’intéréts sont ensuite prélevés et divisés en deux morceaux égaux. La
moitié des organes est ensuite refroidie durant 1 heure a -20°C, avant d’étre conservée a -80°C
en vue de PCR en temps réel. L’autre moitié¢ est fixée pendant quelques jours dans du PBS
contenant 3,2% de paraformaldéhyde (Electron Microscopy Science). Les morceaux d’organes
pour I’histologie sont déshydratés dans plusieurs bains d’alcool pour ensuite étre emparaffinés.
Des coupes tissulaires de 5 um sont effectuées a I’aide d’un microtome et fixées sur des lames

de microscope a 65°C.
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3.3.2 Coloration des tissus et analyse microscopique

Avant la coloration, les coupes sont déparaffinées dans du xyléne, réhydratées dans
plusieurs bains d’éthanol (successivement 100, 95, 70 et 50%), trempées 15 min dans une
solution de 0,3% H,O, et bloquées dans du sérum de chévre (Vector) dilué 1/100 dans du
PBS. Les tissus sont incubés durant 1 h avec 1I’Ac primaire dilué dans la solution de blocage,
puis avec I’Ac anti-lapin biotinylé de chévre (Vector) dilué 1/100 dans du PBS. Le signal est
amplifié par I'usage du kit Vectastain ABC (Vector), qui contient un enzyme couplé a de
Iavidine, puis les tissus sont colorés avec du di-aminobenzéne (Sigma). Trois lavages de 5
min au PBS sont nécessaires aprés 1’exposition aux Ac, a la solution d’ABC et au DAB. Les
coupes sont ensuite colorées par de I’hématoxyline (EMD chemicals) pour 5 min et par de
I’eau ammoniée bricvement. Finalement, clles sont déshydratées dans différents bains
d’éthanol (50, 70, 95 et 100%), trempées dans du xyléne, puis la lamelle est montée en
présence de permount (Fisher). L’obscrvation et la prise de photos sont effectuées a I’aide

d’un microscope Nikon Eclipse 80i ct du logiciel Nikon ACT-1.

34 ELISA indirect en sandwich

Toutes les ¢tapes suivantes sont effectuées sous agitation douce et & température piéce, en
utilisant un volume de 100 pl. L’Ac de capture est tout d’abord dilué dans une solution de 0,05
M de carbonate-bicarbonate 4 un pH de 9,6, pour ensuite &tre déposé dans chaque puits d’une
plaque de 96 puits pour une durée de 1,5 h. Suite a trois lavages de la plaque avec du PBS
contenant 0,05% de Tween 20 (PBS-tween), cette derniére est bloquée pendant 1 h dans une
solution de bicarbonate ayant une teneur de 1% en BSA. Les échantillons, a une dilution
appropriée, sont ensuite déposés dans les puits en triplicata pour une durée de 2 h. Aprés
lavages de la plaque, I’Ac de détection est ajouté pour une durée de 1 h a une dilution
appropri¢e. D’autres lavages sont encore nécessaires avant et aprés 1’ajout de I’Ac conjugué a
la peroxydase. Le signal est révélé par I’incubation de la plaque avec du TMB HRP microwell
substrate (biofx) durant 10 4 15 min, puis la réaction est bloquée avec une solution de 0,6 M
de H»SO4 et 1 M de HCI (Fisher). La lecture de la plaque est finalement effectuée 4 une
longueur d’onde de 450 nm.
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Chapitre 4 : Résultats
4.1 Production des anticorps

Afin de permettre la détection des cytokines de furet, nous avons poursuivi une
approche paralléle en immunisant soit des poulets avec des peptides synthétiques, soit des
lapins avec des protéines recombinantes produites chez les bactéries. L’utilisation du poulet
permet de diminuer les réactions croisées dans le contexte des applications nécessitant deux
Ac, tel que les ELISAs. Le poulet est connu pour minimiser les réactions croisées avec les
proté¢ines de mammiféres, puisqu’il est éloigné phylogénétiquement de ces derniers (Tini et
al., 2002). Comme les lapins ont été immunisés par les protéines bactériennes dont il reste
toujours une certaine quantité de protéines résiduelles suite a la purification, I’utilisation de

peptides synthétiques chez les poulets permet de minimiser le signal non spécifique.

4.1.1 Production et purification des protéines chez E. coli

Le vecteur d’expression bactérienne pET32a a été choisi pour la production de
protéines recombinantes (Fig. 5). Ce vecteur crée une protéine de fusion de la protéine
d’intérét et de la thiorédoxine, ce qui favorise la solubilité des protéines recombinantes et
augmente leur résistance envers les protéases. Le vecteur méne également a I’ajout d’une
séquence His-tag qui est composée de 6 histidines consécutives. Cette séquence permet la
purification des protéines recombinantes par chromatographie d’affinité, ainsi que leur
détection par immunobuvardage de type Western en utilisant un Ac commercial. Finalement,
les protéines recombinantes possédent en amont de la protéine d’intérét une séquence
composée de 4 aspartates et d’une lysine qui représente le site de clivage par 1’entérokinase,

permettant de séparer la protéine produite de la thiorédoxine et de ’étiquette His-tag.
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Figure 5: Schéma des protéines recombinantes lors de I’expression dans le vecteur
pPET32. L’ajout d’IPTG au milieu de culture entraine la production de protéines
recombinantes qui contiennent en amont de la protéine d’intérét la thiorédoxine, la séquence
His-tag et le site de clivage par I’entérokinase.

4.1.1.1 Caractérisation des protéines recombinantes produites

L’un des problémes principaux souvent rencontré lors de la production de protéines
chez E. coli est que celles-ci ont tendance 4 se retrouver dans les corps d’inclusion (Fahnert et
al., 2004). Nous avons tout d’abord testé I’expression chez la lignée de bactéries compétentes
BL21(DE3). Le niveau d’expression était trés élevé, mais les protéines recombinantes se
retrouvaient exclusivement dans les fractions insolubles (Fig. 6A). Nous avons donc évalué
différentes conditions d’expression afin de favoriser la production des protéines de maniére
soluble, notamment I’utilisation de différentes lignées de bactéries compétentes ou la culture &
25°C ou 30°C plutot qu’a 37°C. Seule I'utilisation de la lignée Origami2 (Novagen, 2006) a
permis I’expression de 3 cytokines sous leur forme soluble, soit de TNF-a, IFN-y et IL-2 (Fig.
6B).
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Figure 6 : Expression des protéines recombinantes chez E. coli. Distribution dans les

fractions insolubles (I) et solubles (S) d’IL-6 et d’IFN-B chez la lignée BL21(DE3) (A) et de
TNF-a chez la lignée BL21(DE3) ou Origami2(DE3) (B).

4.1.1.2 Purification et digestion des protéines recombinantes

Les protéines exprimées de maniére soluble ont été purifiées par chromatographie
d’affinité. La purification d’IL-2 a d’abord été effectuée, puisque c’était la premiére cytokine
que nous avons exprimée de maniére soluble. Aprés les étapes de liaison et de lavages, I’ajout

d’imidazole a permis I’élution d’une quantité appréciable d’IL-2 sous une forme pure (Fig. 7).
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Figure 7 : Purification de protéines recombinantes sur colonne Ni-TED. Coloration au
bleu de coomassie du lysat bactérien non purifié (1) et des deux premiéres fractions récoltées
apres I’ajout d’imidazole a la colonne Ni-TED (2,3).

L’étape suivante consistait a la digestion par Ientérokinase des protéines
recombinantes. Aprés avoir testé différentes concentrations d’enzyme, nous avons choisi
d’utiliser celle recommandée par le fabriquant, soit de 0,0006% (poids/poids). La digestion a
entrainée I’apparition de deux bandes supplémentaires d’un poids moléculaire d’environ 17
kilodaltons (kDa) (Fig. 8A) et qui correspondent a IL-2 (15,9 kDa) et a la thiorédoxine (13
kDa). Un immunobuvardage de type Western en utilisant un Ac anti-His-tag a confirmé que la
bande inférieure représente portion thiorédoxine avec 1’étiquette. La bande supérieure, qui
n’était plus détectable avec I’Ac, a donc été identifiée comme étant I’IL-2. Afin de faciliter la
séparation des protéines recombinantes non clivées et de la thiorédoxine de I’IL-2, nous avons
ensuite procédé a la digestion enzymatique directement sur la colonne de chromatographie.
Aprés les étapes de liaison et de lavages, ’enzyme était ajoutée 4 la colonne pour une durée
d’environ 16 h. Des lavages subséquents ont permis d’éluer I’IL-2 clivée sous une forme
relativement pure, avec un rendement d’environ 2 mg de protéines par 300 mi de culture

bactérienne (Fig. 8B).
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Figure 8 : Digestion des protéines recombinantes par ’entérokinase. (A) Coloration par
bleu de Coomassie d’IL-2 recombinante non digérée (1) ou digérée par I’ajout de 0,0006%
d’entérokinasc (2) et immunobuvardage de type Western d’IL-2 digérée en utilisant un Ac
anti-His-tag (3). (B) Coloration par bleu de Coomassie du lysat bactérien non purifié (1) et des
2 fractions récoltées aprés lavage de la colonne suite 4 I’ajout de 0,0006% d’entérokinase

(2,3).

4.1.1.3 Purification des protéines sous leur forme insoluble

Puisque la majorité des cytokines d’intérét n’étaient pas exprimées de maniére
soluble, nous avons ensuite décidé de les purifier sous leur forme insoluble. Lorsque le niveau
d’expression est trés élevé chez E. coli, il est connu que la protéine d’intérét peut représenter
Jusqu’a 50% des protéines bactériennes totales; la protéine exprimée se retrouve alors souvent
dans les corps d’inclusion, qui sont composés presque exclusivement de cette derniére (Lilie et
al., 1998). Nous avons donc produit les protéines partiellement purifiées suite 4 une séparation
par électrophorése des corps d’inclusion isolés par centrifugation et une extraction de la bande
correspondant au poids moléculaire approprié. Les protéines insolubles obtenues avec ce
protocole sont sous une forme dénaturée et linéaire, ou la thiorédoxine n’a pas été clivée. Les

protéines recombinantes ne servant qu’a I’immunisation des animaux, leur resolubilisation et
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leur clivage par I’entérokinase n’ont pas été nécessaires. L’extraction sur gel d’acrylamide
s’est montrée beaucoup plus simple, rapide et efficace que la chromatographie. En effet, le
rendement obtenu par extraction sur gel était d’environ 2 mg de protéines recombinantes par
50 ml de culture. Les cytokines IL-6 ct IFN-B ont été les premiéres & étre purifiées de cette
fagon (Fig. 9). Puisque les lapins répondaient aussi bien & ’immunisation par les protéines
recombinantes solubles (IL-2) qu’insolubles (IL-6, IFN-B), nous avons ensuite purifié toutes

les autres cytokines d’intérét par extraction sur gel.

PM

100
72

55
40

33

24

1 2

Figure 9 : Purification des protéines recombinantes sous leur forme insoluble. Coloration
par Coomassie de fractions purifiées par extraction sur gel d’acrylamide pour IL-6 (1) et IFN-

B(2).

Les protéines bactériennes et les peptides choisis pour leur immunogénicité ont
finalement été envoyés a la compagnie Cocalico pour I’immunisation respective de lapins et
de poulets. Plusieurs rappels furent nécessaires et des prélévements sanguins a différent temps

du calendrier d’immunisation ont permis I’évaluation de la réponse des animaux.

40



4.1.2  Evaluation de la réponse d’Ac des animaux

La premiére évaluation de la réponse 4 I"immunisation des lapins et des poulets a été
cffectuéc par IPMA, suivie par une confirmation des échantillons positifs par
immunobuvardage de type Western. Quoique I’IPMA soit une technique plus longue que
I’immunobuvardage, nous I’avons préféréc pour son efficacité. En effet, 'IPMA permettait
une comparaison plus évidente et quantitative de la réponse des différents animaux. La figure
10A montre les résultats obtenus par IPMA pour un lapin immunisé par les protéines
bactériennes d’IFN-, pour lequel un signal spécifique est obtenu a une dilution aussi forte que
1 : 12800; aucun signal n’est évidemment obtenu pour le contréle négatif, récolté du méme
animal avant I'immunisation. Il est attendu que seulement une partie des cellules apparaissent
comme positives, puisque la majorité d’entre elles n’ont pas été transfectées avec le plasmide
d’expression de la cytokine en question utilisé pour la production d’antigéne. Une coloration
non spécifique de toutes les cellules diminuant progressivement selon la dilution était observée
lorsqu’un animal répondait mal 4 I'immunisation. Les animaux négatifs par IPMA se voyaient
ensuite administrer un ou deux rappels supplémentaires. Une fois les animaux sacrifiés, les
sérums finaux étaient évalués également par immunobuvardage de type Western, en utilisant
les protéines bactériennes comme antigénes. La figure 10B montre les résultats
d’immunobuvardage obtenus pour les poulets immunisés par le peptide d’IL-6; ces résultats
concordaient avec ceux obtenus par IPMA, qui montraient que le premier poulet avait mieux
répondu que le deuxiéme (résultats non montrés). La bande d’intérét correspond a celle un peu
inférieure a 40 kDa; I’origine des bandes a 115/125 kDa est inconnue, mais il pourrait s’agir

de formes multimériques de la protéine produite chez la bactérie.

Les résultats obtenus pour les poulets se sont avérés variables. En effet, nous n’avons
pas réussi a produire des Ac contre I'I[FN-y et I'IL-2 chez le poulet. Il y a toujours une
possibilité qu’un peptide soit inefficace pour induire une réponse face a la protéine native, ceci
pouvant étre di entre autres 4 la conformation tridimensionnelle de cette derniére (Harlow and
Lane, 1988). Par contre, I'immunisation des lapins par les protéines bactériennes a permis
d’obtenir des Ac polyclonaux contre les sept cytokines d’intérét (Tableau III). Des outils

immunologiques pour I’évaluation de la réponse immunitaire du furet étaient ainsi disponibles.
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Figure 10 : Evaluation de la réponse des animaux face 4 'immunisation. (A) IPMA pour
le sérum pré-immun (prebleed) et le sérum final d’un lapin immunisé par IIFN-B a une
dilution 1:12800. (B) Immunobuvardage de type Western des protéines bactériennes purifiées
exposces a des dilutions en série (1:500 & 1:3000) du sérum des poulets immunisés par le

peptide d’IL-6; le témoin positif (+) consiste a 1’ Ac anti-His-tag.
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Tableau III : Bilan de la réponse 3 Pimmunisation des lapins et des poulets. Tous lcs
animaux ont été testés en duplicata par IPMA. Le tableau montre la plus forte dilution a
laquelle un signal spécifique était observé; certains sérums se sont avérés non spécifiques (ns).
Les sérums étaient dilués en série de 1:100 a 1:12800.

Lapinl Lapin2 Pouletl Poulet2 Poulet3 Poulet4

IFN-a 12800 12800 6400 ns

IFN-g 800 1600 3200 12800

IFN-y 800 800 ns ns

TNF-a 12800 1600 ns ns 6400 X
IL-2 12800 1600 ns ns

IL-4 3200 6400 ns 3200

IL-6 6400 12800 12800 6400
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4.2 Evaluation du profil de cytokines associé a une infection Iétale ou atténuée de CDV
4.2.1 Introduction de la souche létale et atténuée
4.2.1.1 Virus utilisés

La souche sauvage 5804P (Fig. 11A) a été isolée du chien lors d’une épidémie
sévissant dans un chenil en Allemagne (von Messling et al., 2003) et la souche 5804P-Vko-
V(H:L) (Fig. 11B) provient d’études précédentes dans notre laboratoire (données non
publiées). Chez celle-ci, le géne P est muté pour ne pas exprimer la protéine V et cette

derniére cst exprimée d’une cassette transcriptionnelle séparée insérée entre les génes H et L.

A ¥~ JMevETm T _F w1 L s

B ¥[L N TPvkel[[M 1T F T W IVl L [1s

Figure 11 : Schémas des génomes des virus utilisés. (A) La souche sauvage 5804P est 1étale
chez le furet. (B) La souche V(H:L) est atténuée di a I’expression de V d’une cassette
transcriptionnelle séparée insérée entre les génes H et L. Les génomes respectifs de ces virus
sont représentés ci-haut.

4.2.1.2 Manifestations cliniques

La souche sauvage 5804P cause des manifestations cliniques sévéres chez le furet,
notamment des éruptions cutanées, de la fiévre, de la perte de poids, de la virémie associée
aux PBMCs et de la leucopénie menant au décés de I’animal en 14 jours. Par contre,
Iinfection par la souche V(H:L) entraine chez I’animal plusieurs signes cliniques typiques du
CDV, mais d’une plus faible sévérité. Cette souche est non létale chez tous les sujets (Fig.
12A). La virémie associée aux PBMCS des furets infectés par la souche atténuée s’est avérée
diminuce par rapport a la souche létale (Fig. 12B). La souche V(H:L) posséde donc toujours

un tropisme élevé pour les cellules immunitaires, mais avec des taux d’infection et de
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réplication diminués. Une leucopénie sévére s’est aussi manifestée lors de I’infection par la
souche atténuée, mais d’une durée transitoire (Fig. 12C). En somme, quoique I’infection par la
souche V(H:L) est non mortelle et atténuée chez le furet, elle maintient chez celui-ci les
principales caractéristiques cliniques du CDV. C’est pour cette raison que nous ’avons choisi

comme virus atténué dans le cadre de ce projet.

A Signes cliniques
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5304 HENEEE NEEEEE EEEEEN /-
V(H:L) L[]  HN BT 0/3
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] Aucunes Faible 0%
B Virémie cellule-associée C Leucopénie
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Figure 12 : Comparaison des manifestations cliniques associées aux deux virus chez le
furet. (A) Les s1gnes cliniques ont été évalués pour leur sévérité suite a 1’administration
intranasale de 10° TCIDs, de la souche sauvage 5804P ou de la souche atténuée V(H:L). (B)
La virémie associée aux PBMCs et (C) la leucopénie ont aussi été évaluées chez ces furets a
différents jours post infection.
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4.2.2 Immunohistochimie
4.2.2.1 Tissus immunitaire (nodule lymphatique)

Afin d’observer dans les tissus les profils de cytokines associés a ces deux souches de
CDV, nous avons donc utilisé les Ac polyclonaux produits chez le lapin. Deux furets ont été
sacrifiés pour chaque virus aux jours 7 et 14 post infection, qui représentent soit le début des
signes cliniques ou le temps de décés pour la maladie la plus sévére. Les résultats obtenus par
immunohistochimie n’étaient pas toujours identiques a I’intérieur d’un méme groupe. Par
contre, la compilation des résultats montrait des différences importantes entre les profils

généraux de cytokines associés a I’infection par les deux virus.

L’expression des différentes cytokines d’intérét a en premier été évaluée dans les
ganglions méscntériques. Des différences importantes entre les deux infections y ont été
observées pour I’expression des cytokines de ’immunité adaptative (IFN-y, IL-2 et IL-4)
(Tableau 1V). En effet, unc forte et rapide cxpression & la hausse de I’IFN-y n’était induite
chez les cellules immunitaires que lors de I’infection par la souche atténuée V(H:L). Par
contre, presqu’aucune cellule positive pour cette cytokine n’était détectée dans les nodules
lymphatiques des animaux infectés par la souche létale (Fig. 13A). Au jour 7 post infection,
les cytokines IL-2 et IL-4 étaient fortement exprimées dans le nodule lymphatique lors de
I"infection atténuée, contrairement a I’infection 1étale au cours de laquelle elles n’ont pas été
détectées. Au jour 14 post infection, c’est I’inverse qui était observé (Fig. 13B, 13C).
L’expression de ces cytokines serait donc retardée lors de I’infection létale. En somme, nos
résultats suggerent que I’infection par la souche létale 5804P interfére avec une activation

appropriée des réponses a médiation cellulaire et humorale.
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Tableau IV : Profils de cytokines observés dans les tissus immunitaires. Le niveau
d’expression de plusieurs cytokines a été évalué par immunohistochimie dans le nodule
lymphatique d’animaux infectés par la souche 1étale et atténuée de CDV en utilisant les Ac
produits chez le lapin; les résultats sont présentés selon I’index suivant : négatif -, faible (+),
fort + et trés fort ++,

5804P Jour 7 5804P Jour 14 V(H:L) Jour 7 V(H:L) Jour 14
958 971 732 725 375 353 380 383

IFN-a + - . - 6D - . -

IEN () + & - #® o+ : +
IFN-y - ) ) - + + + )

TNF-a - - - - - - - -
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Figure 13: Coloration par immunohistochimie des cytokines dans le nodule
lymphatique. Détection des cellules positives pour (A) 'IFN-y, (B) IL-2 et (C) IL-4 dans le
nodule lymphatique d’animaux infectés par la souche Iétale 5804P ou la souche atténuée
V(H:L).

48




4.2.2.2 Tissus épithélial (poumons)

Le tableau V montre I’ensemble des résultats obtenus dans les poumons représentant
les tissus ¢pithéliaux ciblés par le virus. Lors de I’infection par les deux souches de CDV, une
expression a la hausse des cytokines de I'immunité innée a été observée dans les tissus
¢pithéliaux. Par contre, I’expression des cytokines de I’immunité innée était particuliérement
robuste lors de Iinfection létale, avec des niveaux élevés d’IFNs de type I et II, ainsi que de la
cytokine proinflammatoire TNF-a (Fig. 14). Le CDV ne peut donc pas inhiber 1’expression
des cytokines chez les cellules épithéliales, leur niveau d’expression corrélant dans les

poumons avec la virulence et le taux de réplication du virus en question.

Tableau V: Profils de cytokines obtenus dans les tissus épithéliaux. Le niveau
d’expression de plusieurs cytokines de I’immunité innée a été évalué par immunohistochimie
dans les poumons d’animaux infectés par la souche létale et atténuée de CDV en utilisant les
Ac produits chez le lapin; les résultats sont présentés selon I’index suivant : négatif -, faible
(+), fort + et trés fort ++.

5804P Jour 7 5804P Jour 14  V(H:L) Jour 7 V(H:L) Jour 14
958 971 732 725 375 353 380 383

IFN-B ++ + ++ - + + - +
IFN-y ++ ++ + - ) + + +)
TNF-a ++ ++ ++ - - + - -
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Figure 14 : Coloration par immunohistochimie de TNF-a dans les tissus épithéliaux.
Détection des cellules positives pour TNF-a dans les poumons d’animaux infectés par la

souche Iétale 5804P ou par la souche atténuée V(H:L).

4.3 Développement de tests ELISAs indirects en sandwich

Les Ac produits dans le cadre de ce projet seront utilisés prochainement dans notre
laboratoire  dans plusieurs applications, notamment en immunohistochimie, en
immunobuvardage de type Western et en ELISA. Cette demniére section porte sur le
développement de tests ELISAs indirects en sandwich. Pour cet essai, les dilutions optimales
doivent d’abord étre déterminées pour les trois Ac, soit de capture, de détection et conjugué.
Puisqu’uniquement deux paramétres d’'un ELISA peuvent étre optimisés simultanément,
I’optimisation doit se faire en deux étapes, nécessitant donc un temps considérable. Dans le

cadre de ma maitrise, un test ELISA a été élaboré avec succés pour le moment, soit pour

PPIFN-B.

50



4.3.1 Quantification de protéines de cellules 293

Dans un premier temps, nous avons produit 'IFN-B dans un systéme d’expression
mammifere pour s’assurer du repliement approprié de la protéine témoin. Les protéines
produites suite 4 la transfection avec le vecteur pCG-IFN-B étaient quantifiées par
immunobuvardage de type Western en utilisant comme standard les protéines bactériennes,
dont les concentrations sont connues. La quantification de cette fagon des trois lysats
eucaryotes présentés dans la figure 15 a donné respectivement des concentrations de 1,9
pg/ml, > 10 pg/ml et 7,9 pg/ml. Leur expression différait pour certains paramétres (durée et

densité), ce qui explique les différences de concentration obtenues.
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Figure 15: Quantification des protéines eucaryotes par immunobuvardage de type
Western. Des dilutions en série entre 1:50 et 1:400 de protéines bactériennes de concentration
connue ont permis d’évaluer la concentration en IFN-B de trois lysats de cellules 293
transfectées, en utilisant du sérum de poulet comme Ac primaire.

4.3.2 Développement d’un test ELISA pour I’IFN-§

Apres avoir testé les deux combinaisons d’Ac de poulet et de lapin, nous avons choisi
d’utiliser le lapin comme Ac de capture et le poulet pour la détection. Un premier essai a
d’abord été tenté avec I’IFN-B produit dans les cellules 293 en utilisant des concentrations

d’Ac non optimisées, soit de 1 :500 pour I’Ac de capture, de 1 :1000 pour I’Ac de détection et
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de 1 :5000 pour I’Ac conjugué (a-poulet). Ce test menait & une sensibilité d’cnviron 30 ng/ml

(résultats non montrés).

Nous avons ensuite procédé a I’optimisation des différentes concentrations d’Ac afin
d’obtenir une meilleure sensibilité. Un test ELISA en sandwich indircct comporte quatre
variables, soit I’Ac de capture, I’Ag, I’Ac de détection et I’Ac conjugué. Deux paramétres sont
optimisés 4 la fois par une dilution sérielle dans une plaque de 96 puits, soit de gauche & droite
pour le premier et de haut en bas pour le deuxiéme, en gardant les deux autres variables
constantes. La concentration optimale consiste a la dilution la plus faible a laquelle un signal
maximal est obtenu, tout en s’assurant d’obtenir peu de signal non spécifique. L’Ac de capture
a d’abord été optimisé en présence de différentes concentrations d’Ag. Les Ac de détection et
conjugué ont par la suite été optimisés en utilisant la concentration optimale d’Ac de capture &
une dilution d’Ag appropriée. Afin de s’assurer que les variations de signal observées étaient
toujours spécifiques, les mémes manipulations étaient effectuées en paralléle en utilisant
comme Ag des lysats de cellules 293 non transfectées. Nous avons obtenus des concentrations
optimales de 1 :2500 pour I’Ac de capture, de 1 :500 pour I’Ac de détection et de 1 :1000 pour
’Ac conjugué. L’optimisation a permis la quantification des protéines jusqu’a des
concentrations de 2 ng/ml (Fig. 16; Tableau VI), ce qui représente une amélioration d’environ

10 fois de la sensibilité du test.

Les tests ELISA pour les autres cytokines devront étre optimisés prochainement de la
méme maniére. L’optimisation du test pour I’IL-6 a également été tentée, mais la sensibilité
obtenue était faible. Il est donc possible que I’obtention d’ELISA en sandwich indirect contre
toutes les cytokines d’intérét nécessite I’immunisation de d’autres animaux et possiblement la

production d’Ac monoclonaux.
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Figure 16: Courbe standard pour PELISA indirect en sandwich d’IFN-p. La
concentration en IFN-B de différentes dilutions d’un lysat de cellules 293 transfectées a été
obtenue par ELISA. La formule y = 0,0079x> + 0,0083x + 0,0357 a été obtenue avec un
cocfficient de corrélation de 0,9989.

Tableau VI: Valeurs obtenues en ELISA indirect en sanwich pour PIFN-B. La
concentration en IFN-B dec différentes dilutions d’un lysat de cellules 293 transfectées a été
obtenue par ELISA.

_ng/ml D.O. (405 nm)
120,2063 0,483
60,10313 0,346
30,05156 0,263
15,02578 0,198
7,512891 0,128
3,756445 0,076
1,878223 0,050
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Chapitre 5 : Discussion

5.1 Solubilisation des protéines bactériennes

L’expression des cytokines de maniére soluble chez E. coli est un aspect du projet
ayant nécessité I’'investissement d’un temps considérable. Méme si les protdines ont
finalement été purifiées sous leur forme insoluble, leur production de maniére soluble pourra
étre effectuce, si nécessaire, cette fois de maniére relativement rapide. En effet, la composition
en acides aminés d’une protéine pourra étre utilisée afin d’estimer les conditions les plus

favorables a son expression de maniére soluble.

Premi¢rement, I’'usage de la souche Origami2 s’impose afin d’obtenir un repliement
adéquat si une protéine posséde un ou plusieurs ponts disulfures. Les ponts disulfures chez les
bactéries sont habituellement formés dans I’espace périplasmique, car le cytoplasme bactérien
consiste en un milieu fortement réducteur qui ne permet pas la formation appropriée des ponts
disulfures. Les protéines mal repliées sont alors dégradées ou se retrouvent dans les corps
d’inclusion. La souche Origami2 posséde deux mutations, soit pour la glutathione réductase
(gor) et pour la thiorédoxine réductase, qui favorisent 1’oxydation dans le cytoplasme et donc
la formation de ponts disulfures (révisé dans Aslund et al., 1999; Novagen, 2006). La plus
grande solubilité du TNF-a et de I'IL-4 (Fig. 6) obtenue chez Origami2 est probablement due
a la présence chez ces cytokines de ponts disulfures (Davis et al., 1987; Kruse et al., 1991).
Toutefois, cette souche bactérienne a également été utile pour I’expression de maniére soluble

de ’IFN-y, une cytokine ne possédant pas de ponts disulfures (Ealick et al., 1991).

Ensuite, le modele de Wilkinson-Harrison peut étre utile pour prédire si une protéine
sera exprimée de manicre soluble d’aprés sa teneur en certains résidus. Ce modéle tient
compte de deux paramétres critiques pour la solubilité d’une protéine, i.e. sa charge moyenne
et la présence de résidus induisant un coude dans la structure (Asn, Gly, Pro, Ser) (Wilkinson
and Harrison, 1991). NusA, une protéine bactérienne connue pour sa trés haute solubilité, est
exprimée par le vecteur pET43.1 (révisé dans Harrison, 2000). D’aprés le modéle de
Wilkinson-Harrison, 1’usage de ce vecteur permettrait d’augmenter en général la solubilité des

protéines recombinantes comparé au vecteur pET32 (Tableau I).
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Tableau VII: Probabilité de solubilité sclon le modéle de Wilkinson-Harrison lors de
I’expression de certaines cytokines dans les vecteur pET32 ou pET43.1. Des résultats
inférieurs 4 50% signifient que la protéine devrait étre produite sous sa forme insoluble.

pET32  pET43.1

IFN-B 65 % 85 %
IL-2 70 % 87 %
IL-6 49 % 82 %

5.2 Profils de cytokines dans les tissus épithéliaux

5.2.1 L’importance des cellules épithéliales dans le controle de Pinfection

Nos résultats suggérent que le CDV inhibe la réponse de cytokines spécifiquement
chez les cellules immunitaires, mais n’est pas capable de bloquer celle-ci dans les tissus
épithéliaux. On savait déja que le CDV pouvait influencer I’expression de certaines cytokines
de maniére spécifique au type cellulaire (Grone et al., 2002). Par exemple, I’infection de
cellules immunitaires par MV entraine chez celles-ci une forte inhibition de I’expression de la
chimiokine IL-8 et du facteur de transcription NFkB, impliqué dans I’expression de plusieurs
cytokines, ce qui n’est pas observé lors de I’infection de cellules épithéliales (Indoh et al.,
2007). Naniche et al., 2000 ont observé qu’une souche sauvage de MV inhibait I’expression
des IFNs de type I chez les PBMCs, alors qu’une forte expression de ces derniers était
observée avec une souche virale adaptée aux cellules Vero (cellules épithéliales). Les furets
infectés par la souche atténuée V(H:L) sont tout de méme fortement immunosupprimés,
puisque I’on observe chez eux une sévére leucopénie (Fig. 12C) et une inhibition importante
de la prolifération lymphocytaire (données non montrées); pourtant, ils parviennent 4 contrdler
et a survivre a I’infection. Le CDV ne semble pas inhiber 1’expression des cytokines chez les
tissus épithéliaux, ce qui suggére donc une contribution importante des cellules épithéliales au
développement d’une réponse immunitaire appropriée et a la résolution de I’infection par une

souche atténuée.
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5.2.2 Une forte réponse innée pourrait contribuer a la pathogénése

Par contre, I’induction trés robuste de certaines cytokines de I’immunité innée dans les
tissus épithéliaux, soit de I'IFN-B, de I’'IFN-y et du TNF-qa, pourrait contribuer de maniére
importante a la pathogénése et & la morbidité associées a la souche sauvage 5804P. Chez
certaines infections virales, on sait qu’une trop forte expression a la hausse de ces cytokines
corréle avec I’apparition de complications sévéres, notamment pour I’influenza A et les
coronavirus (Deng et al., 2008; Reghunathan et al., 2005). En effet, des niveaux anormalement
¢levés ont ét¢ observés notamment pour I'IFN-p, I'IFN-y, I'IL-6 et le TNF-a lors d’un épisode
fatal de grippe aviaire de type HSN1 (Deng et al., 2008; Salomon et al., 2007; Uiprasertkul et
al., 2007). Les cellules positives pour ces cytokines consistaient principalement en des
macrophages, sauf pour I'IFN-B qui était exprimé par plusieurs types cellulaires, dont les
cellules ¢pithéliales et endothéliales (Deng et al., 2008). Quoi que son importance ait
récemment €té remise en question (Salomon et al., 2007), la tempéte de cytokines semble
contribuer a la pathogénése associée aux cas sévéres d’influenza de type A. Le syndrome
respiratoire aigu sévére causé par le coronavirus (SRAS-CoV) est également associé a une
forte cxpression des cytokines innées proinflammatoires plus qu’au développement d’une
réponse spécifique contre 1’agent viral (Reghunathan et al., 2005). L’observation chez les
patients de hauts niveaux en cytokines proinflammatoires corréle finalement avec un mauvais
pronostic (Rcghunathan et al., 2005; Zhang et al., 2004). Nos résultats, pour le moment
préliminaires, suggérent néanmoins que le haut niveau de certaines cytokines de I’immunité
innée pourrait ainsi venir compliquer la résolution de I’infection par des souches virulentes de
CDV. En effet, I’expression soutenue de cytokines dans les tissus épithéliaux semble corréler
avec la sévérité du score clinique observé et pourrait finalement empirer I'immunosuppression

déja importante.

5.3 Profil de cytokines dans les tissus immunitaires

Nos résultats montrent que I’expression de certaines cytokines majeures de la réponse
adaptative est inhibée lors de I’infection Iétale, ce qui a également été observé lors d’infections
ayant un lymphotropisme élevé, tel que celle par le virus de 1’immunodéficience humaine
(VIH). Le VIH est également associé a une immunosuppression importante qui favorise

I"apparition d’infections opportunistes. L’infection par le VIH entraine entre autres une perte
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importante du nombre et de la fonction des cellules T, perturbant ainsi le fonctionnement
normal du systéme immunitaire (Douek et al., 2003). Les personnes infectées deviennent alors
trés sensibles a de multiples infections secondaires. De plus, une diminution de la réponse
Tul, telle qu’observée et décrite chez VIH (Kedzierska and Crowe, 2001), peut également
nuire a I’élimination du CDV. Des études cliniques en phase III récemment complétées ont
montrées que I’administration exogéne d’IL-2 & des patients infectés par le VIH permet une
augmentation significative de leur nombre de cellules T, méme si aucun bénéfice clinique
important n’a été rapporté (Abrams et al., 2009). Les résultats d’une autre étude clinique
récente suggérent que I’administration d’IL-7, une cytokine importante pour la survie des
cellules T, pourrait rétablir certaines fonctions des cellules T, notamment au niveau de la
production d’IL-2 et d’IFN-y (Levy et al., 2009). Nos résultats proposent donc qu’une
déficience importante en cytokines de type Tyl chez les furets infectés par la souche 5804P
pourrait nuire a leur rétablissement, en favorisant la progression de I’infection ainsi que
I"apparition d’infections opportunistes. En effet, la majorité des complications subséquentes a
la rougeole chez ’homme consistent en des infections secondaires a I’infection dans les voies
respiratoires; celles-ci se manifestent par 1’apparition de pneumonies et de bronchites dont la
sévérité peut étre importante et méme mortelle (Beckford et al., 1985; Miller, 1964). Les
souches virulentes de CDV, dont la souche sauvage 5804P, entrainent souvent chez le furet

I’apparition d’infections secondaires sévéres.

5.4 Perspectives

Le projet initial incluait I’immunisation par des protéines bactériennes de souris Balb/c
en vue de produire des Ac monoclonaux pour 1’élaboration des tests ELISAs. Les différentes
étapes du processus ont été optimisées avec succés, mais la production d’Ac monoclonaux
contre les sept cytokines d’intérét aurait finalement demandé beaucoup trop de temps. Tel que
mentionné dans la partie résultat, les Ac de poulet ne permettront pas 1’élaboration de tous les
tests ELISAs. Lorsque nécessaire, la production d’Ac monoclonaux consistera donc en une

alternative envisageable aux Ac de poulet.

Les résultats obtenus par immunohistochimie seront prochainement confirmés par

immunobuvardage de type Western et par PCR en temps réel 4 partir d’homogénats des tissus
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récoltés. De plus, des différences ayant parfois été observées dans I’expression des cytokines
entre les animaux de mémes groupes (Tableau IV et V), un animal supplémentaire sera inclus

dans chaque groupe temps/virus.

En somme, les résultats de ce projet suggerent que les cellules épithéliales joueraient
un rdle important dans la résolution de I’infection morbillivirale. La production de cytokines
de I'immunité innée chez celles-ci permettrait un certain contrdle de 1’infection durant la
période quand il y a une forte suppression de I’immunité adaptative. En effet, les cytokines
pro-inflammatoires peuvent induire un état antiviral chez les cellules et ainsi limiter la
réplication virale (révisé dans McFadden et al., 2009). Afin d’avoir une meilleure perception
du role des cellules épithéliales dans le contrdle de I’infection, il faudra prochainement
comparer I’expression des cytokines dans les tissus épithéliaux plus t6t dans I’infection. Les
résultats obtenus viennent également confirmer au niveau protéique des résultats obtenus par
PCR lors d’études antérieures dans notre laboratoire, i.e. une forte inhibition de I’expression
des cytokines chez les cellules immunitaires. Les outils immunologiques développés lors de ce
projet seront trés utiles prochainement pour poursuivre I’analyse de la réponse immunitaire

lors de I’infection du furet par le CDV ainsi que d’autres agents pathogénes.
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