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Résumé

La tordeuse des bourgeons de I’épinette, Choristoneura fumiferana (Clemens),
est un insecte ravageur des foréts de coniféres en Amérique du Nord. Les épidémies
récurrentes de cet insecte causent des pertes économiques importantes de la matiere
ligneuse. Par conséquent, la lutte biologique contre des populations de la tordeuse
constitue un enjeu important. Dans ce contexte, notre laboratoire méne un projet
d’envergure visant a I’utilisation d’un baculovirus, le granulovirus de Choristoneura
Sfumiferana (ChfuGV), comme agent de lutte biologique pour contrdler les populations

de I’insecte.

La protéine virale EGT est non essentielle a la réplication d’un baculovirus. Le
fait que la protéine EGT du ChfuGV joue un réle important dans la mue chez les larves
infectées, était a I’origine de notre projet de recherche qui consistait en la caractérisation
moléculaire et immunobiologique de cette protéine virale. Ainsi, lors de cette étude, le
géne egl codant pour la protéine EGT a été séquencé a partir de ’ADN viral
du ChfuGV. L’analyse de la séquence nucléotidique et de la séquence déduite en acides
aminés du gene egr démontrent un haut degré d’homologie avec les autres génes egs
baculoviraux. Les études comparatives des séquences en acides aminés suggérent une
homologie fonctionnelle entre la protéine EGT du ChfuGV et les protéines EGT des

autres baculovirus.

Par la suite, nous nous sommes intéressés & la production des anticorps
polyclonaux anti-EGT par immunisation génétique afin de suivre I’expression et la
propagation de la protéine EGT lors de I’infection des larves par le ChfuGV. Dans le
premier temps, I’expression d’un fragment du géne egr du ChfuGV codant pour la partie
C-terminale de la protéine EGT dans un systéme d’expression procaryote (pQE32) a
permis de produire la protéine recombinante tronquée EGT589Pc¢ d’un poids moléculaire
de 32 kDa. Cette protéine a été purifiée par chromatographie d’affinité et concentrée a 0,2
mg/L. Dans un deuxiéme temps, la protéine EGT du ChfuGV a été produite en utilisant
un systeme d’expression eucaryote (pcDNA3), lors de I’immunisation génétique visant a

produire des anticorps polyclonaux anti-EGT chez les souris Balb/c (immunisées avec le



plasmide recombinant pcDNA3-EGT). La spécificité de ces anticorps a été confirmée par
immunobuvardage de type Western en utilisant la protéine recombinante tronquée

EGT589Pc comme antigéne.

L’étude de la cinétique de production des anticorps polyclonaux anti-EGT
par immunisation génétique a permis d’observer [’apparition des premiers anticorps
42 jours suivant la premiére immunisation avec le plasmide recombinant pcDNA3/EGT.
Par ailleurs, une meilleure production d’anticorps anti-EGT a été observée lors
de I’injection du plasmide recombinant pcDNA3/EGT avec le plasmide recombinant
pcDNA3/IL2 (14 jours suivant la premiére immunisation) ou avec le plasmide pcDNA3
(28 jours suivant la premiére immunisation). La production d’anticorps anti-EGT est plus

importante avec I’immuno-adjuvant IL-2 (I’interleukine-2 mourine).

Ce projet de recherche nous a permis de produire des anticorps polyclonaux
anti-EGT par immunisation génétique. Ces anticorps seront étre utilisés dans
les essais immuno-histologiques visant & suivre 1’expression de la protéine EGT et a
étudier son implication dans la pathogenése associée a I’infection au ChfuGV des larves

de Choristoneura fumiferana.
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Introduction



Dans ses efforts visant a apprivoiser, transformer et méme, dans un certain sens,
a maitriser les éléments de son environnement, I’homme cherchait souvent des alliés
potentiels dans le monde des organismes vivants. Le développement de nos
connaissances scientifiques, entre autres dans le domaine de microbiologie, a permis
de mieux comprendre plusieurs phénoménes observés et souvent exploités depuis
longtemps. Les observations de la nature, des interactions entre ces éléments composants
et I’émergence de [’écologie qui avaient suivi, ont enrichi nos connaissances
sur la structure et le fonctionnement des systemes biologiques de différentes tailles
et niveaux de complexité. Aujourd’hui, la science nous donne I’occasion de transformer
(pour ne pas dire «améliorer») le monde naturel de fagon jamais disponible auparavant,
notamment grace a la biotechnologie. Cette discipline de la science donne des possibilités
de modifier la constitution des organismes selon les besoins de ’homme, afin qu’ils
servent encore mieux a la réalisation des objectifs fixés par les activités humaines.
Un champ important de ces activités consiste a lutter contre les organismes nuisibles
du point de vue de nos objectifs économiques. L’utilisation des pathogénes naturels dans
la lutte contre ces organismes constitue une alternative de plus en plus répandue

et généralement mieux acceptée du point de vue écologique que la lutte chimique.

Le projet présent vise a établir les outils moléculaires appropriés pour
la caractérisation des interactions entre la tordeuse des bourgeons de I’épinette, un insecte
ravageur des foréts de coniféres en Amérique du Nord, et son pathogéne, le granulovirus
ChfuGV. Ce virus est considéré comme un agent potentiel dans la lutte biologique contre
la tordeuse. Des nouvelles connaissances obtenues grace aux outils établis lors
de ce projet pourraient nous permettre de mieux comprendre les intéactions entre cet

agent de lutte et I’insecte héte.
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1. La tordeuse des bourgeons de I’épinette

La tordeuse des bourgeons de 1’épinette, Choristoneura fumiferana (Clemens);
[Lepidoptera: Tortricidae], est un insecte ravageur défoliant des foréts coniféres
d’Amérique du Nord. Ces principaux hotes sont 1’épinette blanche [Picea glauca
(Moench) Voss] et le sapin baumier [dbies balsamea (L) Mill] (Bonneau et al., 1999 ;
Moreau et Bauce, 2003). Cet insecte peut également se nourrir de méléze larcin Larix
larcina | Larix larcina (Du Roi) K.Koch], de I’épinette rouge [Picea rubens Sarg.], de
I’épinette noire [Picea mariana (Mill.) B.S.P.] et de la pruche du Canada [7suga
canadiensis (L) Corr,] (Harvey, 1985). La distribution géographique de la tordeuse
des bourgeons de I’épinette concorde avec la répartition de ces principaux hotes. Ainsi,
la présence de la tordeuse couvre le territoire entre les provinces maritimes du Canada
et la Colombie Britannique, ainsi que celui entre I’état de Virginie et le territoire
du Yukon (Harvey, 1985). La dynamique des populations de cet insecte se caractérise par
I’apparition des périodes épidémiques récurrentes qui peuvent s’étaler sur plusieurs
années consécutives. L’infection généralisée causée par la tordeuse des bourgeons
de I’épinette provoque la défoliation des arbres qui entraine I’abaissement de I’activité
photosynthétique, I’affaiblissement et la réduction de la croissance et, finalement, la mort
des arbres (Blais 1985 ; Mattson et al, 1988). Durant une épidémie, la mortalité
des arbres peut varier de 80% a 90 % (Blais 1985) et les pertes de la matiére ligneuse
se chiffrent en plusieurs millions de meétres cubes de bois. Au cours du XX ™ siecle,
les foréts québécoises ont été infestées a quatre reprises par la tordeuse des bourgeons
de I’épinette, soit en 1909, 1940, 1967 et en 1992 (Bonneau et al., 1999 ; Lachance,
1995 ; Morin et Laprise, 1990). Le caractére cyclique de la dynamique des populations
de la tordeuse des bourgeons de I’épinette résulte des interactions entre différents facteurs
environnementaux a caractére abiotique (surtout les conditions climatiques) et biotique.
Parmi ces derniers on peut énumérer les maladies provoquées par les entomopathogénes,
comme les bactéries, les champignons et les virus (Blais, 1985 ; Régniére et Lysyk,
1995).



Le cycle de vie de la tordeuse des bourgeons de I’épinette dure un an. Les ceufs
pondus de la mi-juillet a la fin ao(t éclosent aprés une incubation de 8 a 12 jours et
les larves passent I’hiver dans les infractuosités du tronc (I’hibernaculum). Au printemps,
les larves sortent de leur hibernaculum et s’alimentent des nouveaux bourgeons
de feuillage qui émergent des arbres (Mattosn ef al., 1988 ; Moreau et Bauce, 2003).
Les larves se développent jusqu’au cinquiéme ou sixiéme stade avant de passer au stade
chrysalide, et les insectes adultes (papillons) émergent dans les deux semaines suivant
cette transformation. La ponte des ceufs a lieu quelques heures aprés 1’accouplement.
Apres I’éclosion, les jeunes larves hibernent jusqu’au printemps suivant et le cycle
recommence. Selon Bonneau er al.,, (1999), les larves des cinquiéme et sixiéme stades

larvaires sont responsables de plus de 85 % de la défoliation.

Afin de limiter les dommages causés par la tordeuse des bourgeons de I’épinette
aux foréts et, par conséquent, de minimiser les pertes économiques qui en résultent,
le contréle efficace des populations de cet insecte devient alors primordial.
Depuis I’introduction des limitations dans P’application des insecticides chimiques
en milieu forestier au Québec (BAPE, 1991), I’attention s’est tournée vers I’utilisation
des entomopathogénes naturels dans la lutte antiparasitaire. L’agent biologique le plus
utilisé jusqu’a présent pour contrfler la population de la tordeuse des bourgeons
de Iépinette est la bactérie Bacilllus thuringiensis var. kurstaki (Moreau et Bauce, 2003).
D’autres entomopathogénes comme le champignon Beauveria bassiana (Todorova et al.,
2000) et les baculovirus sont présentement exploités pour la lutte contre les épidémies
causées par la tordeuse afin de neutraliser I’émergence d’insectes résistants (McGaughey
et Beeman, 1988 ; Tabashnik. 1992).

Les baculovirus sont des enthomopathogénes viraux présent naturellement dans
’environnement et qui se caractérisent, entre autres, par une grande spécificité a leurs
hotes. Le ChfuGV est un baculovirus qui a été isolé a partir des larves de la tordeuse
des bourgeons d’épinette (Bird, 1959). Guertin (1995) et Forté et Guertin, (1999)



ont démontré ’efficacité de ce virus, utilis¢é comme bio pesticide pour le contrdle

des populations de la tordeuse.

2 Baculovirus

2.1. Généralités

Le baculovirus est un virus de forme ovocylindrique qui appartient & la famille
des Baculoviridae (Miller, 1996). Le génome du virus est composé¢ d’une molécule
d’ADN double brin, circulaire, fermée et d’une taille allant de 80 a 230 kpb (Tweeten et
al, 1977 ; Wormleaton ef al., 2003). L’ADN viral est entouré par une nucléocapside
enveloppée qui forme le virion. Ce virion est enrobé dans un corps d’inclusion protéique
qui protége la particule virale des facteurs inactivants tels que les rayons ultraviolet
et les nucléases (Blissard, 1996 ; Vialard ef al., 1995).

La famille des Baculoviridae est composée de deux genres, soit les granulovirus
(GV) et les nucléopolyédrovirus (NPV). Les granulovirus se présentent sous forme
de granules d’environ 0,5 um de diametre. Leur corps d’inclusion sont composés
principalement d’une protéine appelée la granuline (Summers et Smith, 1978; Tweeten ef
al., 1981; Rohrmann, 1992). Les virus de la polyédrose nucléaire sont des virus qui sont
également contenus dans des corps d’inclusion en forme de polyédre d’environ 15 pm
de diamétre (Rohrmann, 1992). Ces corps d’inclusion sont composés principalement
de polyédrine et peuvent contenir un ou plusieurs virions (Hayakawa et al., 1999).
Le genre NPV est divis€ en deux sous-genres qui se distinguent par le nombre
de nucléocapsides par virion, soit les nucléopolyédrovirus multiples (MNPV), possédant
jusqu’a huit nucléocapsides par virion et les nucléopolyédrovirus simples (SNPV)

possédant une seule nucléocapsides par virion (Hayakawa et al., 1999).

Les baculovirus forment une famille de pathogénes spécifiques aux invertébrés
(Cory, 2000). En général, les baculovirus infectent les larves des insectes des ordres
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera Neuptera, Siphonoptera, Thysanura,

Trichoptera, et méme quelques crustacés (Hayakawa et al., 1999 ; Vialard et al., 1995).



En tout, les baculovirus ont été isolés a partir de plus que 800 espéces d’insectes (Khan ef
al., 2003). En ce qui concerne les granulovirus, ils ont été isolés a partir d’environ
150 espéces d’insectes qui appartiennent a ’ordre Lepidoptera (Jehle et Backhaus, 1994 ;
Manzan et al, 2002). Chaque baculovirus se caractérise par un spectre d’hote étroit
et limit¢ a un ou quelques espéces proches phylogénétiquement. Selon les reégles de
I’International Commitee on Taxonomy of Viruses (Volkman et Blissard, 1995),
le nom spécifique des baculovirus provient du nom de leur héte naturel suivi par celui
de leur genre, d’out le nom du ChfuGV qui infecte specifiquement I’espece Choristoneura

Sfumiferana.

La spécificité et la forte pathogénicité des baculovirus ont permis d’ouvrir la voie
a leur utilisation dans secteur de la foresterie et de I’agriculture pour contrdler
les populations d’insectes ravageurs (Cory, 2000 ; Moscardi, 1999 ; Vialard et al., 1995).
Les baculovirus sont également utilisés pour le développement des vecteurs d’expression
des protéines (Keith er al., 1999 ; Miller,1988 ; Vialard et al., 1995). La majorité des
études portant sur les baculovirus concerne le genre NPV, principalement gréce
a la disponibilité des lignées cellulaires permissives permettant facilement la propagation
de ce virus. Dans le cas des granulovirus, les travaux portant sur la production de virus
ont donné des résultats peu concluant (Taha et al, 2000). De nouvelles informations
résultant d’études sur les baculovirus ont permis d’approfondir nos connaissances
au sujet de la biologie des baculovirus. De plus, des modifications génétiques apportées
a certaines espéces virales déja en utilisation ont permis d’améliorer leur pouvoir
insecticide et de modifier leur spécificité. Généralement, ces modifications consistent soit
en la production de baculovirus recombinants qui expriment des neurotoxines spécifiques
aux insectes, soit en la production de baculovirus recombinants qui expriment
des hormones des insectes, afin de rompre I’homeostase d’un insecte infecté et provoquer
sa mort. Finalement, ces modifications consistent & produire des baculovirus
génétiquement modifiés qui expriment certains génes (Bonning et Hammock, 1996;
Cory, 2000; Thiem, 1997). Dans le premier groupe on peut énumérer
des baculovirus recombinants exprimant la J-toxine provenant de la bactérie

B. thuringiensis var. kurstaki (Merryweather et al., 1990), la toxine AalT du scorpion



Androctonus autralis (Chen et al., 2000, Sun er al., 2002), ou la neurotoxine fox34
de la mite Pyemotes tritici (Popham et al, 1997). En ce qui concerne les hormones
des insectes exprimées par baculovirus recombinants, des essais avec |’expression
de I’hormone diurétique du Manduca sexta (Maeda, 1989) ou de I’hormone
prothoracique (O’Reilly et al., 1993) ont été conduits, mais les résultas obtenus furent
plutét modestes (Bonning et Hammock, 1996). Dans le troisiéme groupe, il faut
énumérer les baculovirus génétiquement modifiés qui n’expriment pas de géne eg! viral,

ce qui augmente le pouvoir insecticide du virus (Slavicek ef al., 1999 ; Sun ef al., 2002).

2.2. Granulovirus

2.2.1. Morphologie et ultrastructure

Les granulovirus munis d’un corps d’inclusion forment un cylindre ovoidal
de 300 a 500 nm de longueur et de 120 & 350 nm de largeur (Tweeten ef al., 1981).
Le corps d’inclusion de nature protéique est formé principalement de la granuline et est
recouvert d’une couche de protéines et de carbohydrates, nommée le calice (Minion et
al., 1979; Pinnock et Hess, 1978). A lintérieur du corps d’inclusion se trouve un virion
composé d’une nucléocapside enveloppée ayant entre 250 et 300 nm de longueur et entre
30 et 60 nm de largeur (Miller, 1996). L’enveloppe de la nucléocapside provient
de la membrane nucléaire de I’hdte, (Blissard, 1996 ; Miller, 1996). L’enveloppe
est composée d’une double couche phospholipidique et contient de nombreuses protéines
structurales (Blissard, 1996). L’enveloppe est connectée a la nucléocapside
par I’intermédiaire d’une structure protéique nommée le tégument (Kawamoto ef al.,
1977 ; Liu et Maruniak, 1999). La nucléocapside qui renferme le génome viral,
est composée de sous unités protéiques arrangées en anneaux superposés formant ainsi

I’axe longitudinal de la nucléocapside (Blissard, 1996 ; Miller, 1996) (figure 1).



Figure 1. Le granulovirus de Christoneura fumiferana.

Schéma et photographie du granulovirus Choristoneura fumiferana
(prise de microscopie électronique, agrandissement x 200 000).
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2.2.2. Génome du granulovirus

Le génome des GV est formé d’une molécule d’ADN double brin circulaire d’une
longueur approximative de 100 a 179 kpb. Les génes viraux sont codés sur deux brins
d’ADN et peuvent parfois se chevaucher (Blissard, 1996 ; Hashimoto er al., 2000 ;
Hayakawa et al., 1999 ; Luque et al., 2001 ; Wormleaton et al. 2003).

Jusqu’a présent, sept génomes de granulovirus ont ét€ séquencés complétement,
soit le granulovirus de Xestia c-nigrum (XcGYV : 178,8 kpb, 181 cadres de lecture ouverts
- Hayakawa et al.,, 1999), de Plutella xylostella (PxGV : 101 kpb, 120 cadres de lecture
ouverts - Hashimoto e al., 2000), de Cyndia pomonella (CpGV : 123,5 kpb, 143 cadres
de lecture ouverts - Luque et al., 2001), d’Adoxophyes orana (AdorGV : 99,7 kpb,
119 cadres de lecture ouverts - Wormleaton et al., 2003), d’Agrotis segmentum (AsGV :
131,7 kpb, 132 cadres de lecture ouverts — Xiulian er al, 2004), de Cryptophlebia
leucotreta (CIGV : 110,9 kpb, 128 cadres de lecture ouverts — Lange et Jehle, 2003)
et de Phthorimaea operculella (PoGV : 119,2 kpb, 130 cadres de lecture ouverts —
Croizier et al, 2002). La taille du génome du virus ChfuGV est estimée a 107 kpb
(Arifet al., 1986).

L’analyse comparative des génomes de quatre granulovirus séquencés (AdorGV,
CpGV, PxGV et XcGV) démontre une homologie allant jusqu’a 87% entre leurs génes
prédits et les genes déja identifiés chez d’autres baculovirus. De plus, ’orientation
des génes dans les quatre génomes des granulovirus est trés bien conservée (Wormleaton
et al., 2003). Par contre, en ce qui concerne la présence de certains génes et régions,
une variation a été observée entre les quatre espéces analysées (Luque et al., 2001 ;
Wormleaton ef al., 2003). Selon les analyses informatiques des génomes des baculovirus
déja séquencés, les génes de cette famille peuvent étre divisés en cinq groupes. Les génes
du premier groupe sont présents chez tous les baculovirus. Les génes du deuxiéme groupe
sont spécifiques aux NPV et les génes du troisiéme groupe sont spécifiques aux GV.
Les geénes du quatriéme groupe sont présents chez certains baculovirus alors que

les génes du cinquiéme groupe sont uniques a chaque espéce virale (Hayakawa ef al,
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1999). La diversité des génomes des baculovirus est reflétée par les différences entre
la taille et la composition des génomes a I’intérieur du méme genre et parmi des espéces
proches phylogénétiquement. Les différences de la taille entre des génomes
des baculovirus est diie & la présence de génes répétés et de séquences répétées non
codantes homologues (Ars). Ces derniéres servent, notamment, d’origine et de régulateur
de la réplication de I’ADN viral ainsi que de site de recombinaison entre les génomes
baculoviraux (Hayakawa ef al.,, 1999 ; Kool ef al., 1993 ; Lu et al., 1997). Les séquences
hrs jouent également un rdle dans la régulation de la transcription de I’ADN viral
(Hayakawa et al., 1999). La fréquence et la composition des Ars dans les génomes
des baculovirus déja séquencés varient de fagon spécifique (Hayakawa et al, 1999 ;

Luque et al., 2001 ; Wormleaton et al., 2003).

2.2.3. Cycle d’infection et réplication des granulovirus

Le cycle d’infection par le baculovirus est biphasique (Consigli et al., 1986).
Durant ce cycle, deux phénotypes distincts sont produits dans différents tissus
de I'organisme infecté et a différentes étapes du cycle. Les deux phénotypes différent
I’'un de I’autre selon leurs roles fonctionnels respectifs et selon leur mécanisme d’entrée
dans la cellule héte (Blissard, 1996). Lors de la phase primaire de Iinfection,
le phénotype de virus bourgeonnant (BV) est produit. Ce phénotype ne posséde pas
de corps d’inclusion et il est responsable de la propagation de I’infection dans I’insecte
atteint par le virus. La deuxiéme phase de caractére polyorganotrophique est déclenchée
par le virus de phénotype BV et elle conduit a la production de virus inclus (OV). Sous

cette forme, les virus sont libérés et transmis dans I’environnement (Rohmann, 1992).
2.2.4. Phase primaire de I’infection

L’infection virale est déclenchée lors de I’ingestion de la nourriture contaminée
par une larve. Une fois le virus ingéré, les conditions hautement alcalines d’intestin

larvaire provoquent la solubilisation des corps d’inclusions du virus, permettant ainsi

la libération des nucléocapsides enveloppées (Kelly, 1982). Les virions ainsi libérés sont
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hautement infectieux aux cellules épithéliales de I’intestin moyen (Volkman et Summers,
1977). Suite au contact du virion avec les cellules épithéliales de I’intestin moyen,
I’enveloppe virale fusionne avec la membrane cellulaire permettant ainsi I’entrée de
la nucléocapside dans le cytoplasme des cellules hotes (Consigli ef a/., 1986 ; Horton et

Burand, 1993).

Bien que la présence de sites de liaisons spécifiques au virus a été révélée au
niveau des bordures en brosse des cellules épithéliales par Horton et Burand (1993),
aucune interaction spécifique entre ces récepteurs cellulaires et les protéines virales
n’a été démontrée (Blissard, 1996). La nucléocapside est ensuite transportée vers
le noyau griace a un mécanisme impliquant les microtubules cytoplasmiques de F-actine
(Charlton et Volkman, 1993). L’ADN viral est ensuite libéré au niveau du noyau par
un mécanisme qui différe selon le genre de baculovirus. Ainsi, dans le cas des NPV,
’ADN viral est libéré aprés la pénétration des nucléocapsides a I’intérieur du noyau
(Granados, 1978), tandis que dans le cas des GV, les nucléocapsides restent dans
le cytoplasme ot elles s’alignent aux pores nucléaires a travers lesquels I’ADN viral
est injecté directement a I’intérieur du noyau grice aux protéines associées aux
nucléocapsides (Funk et Consigli, 1993 ; Russell et Rohrmann 1990 ; Wilson ef al,
1987). Lors de I’étape suivante, les plaques du stroma virogéne associées a la matrice
nucléaire sont formées a I’intérieur du noyau. Cette structure devient le site de la synthése
de I’ADN viral, de la transcription des génes viraux et de I’assemblage d’une nouvelle
génération de nucléocapsides. En méme temps, le noyau subit une désorganisation

et la membrane nucléaire devient fragmentée (Vialard ef al., 1995).

L’enveloppe des nucléocapsides néo-formées est acquise soit au niveau de la
membrane nucléaire, soit au niveau de la membrane intra cytoplasmique de la membrane
basale de la cellule durant le processus de bourgeonnement du virus (Robertson ef al.,
1974 ; Granados et Lawler, 1981, Tanada et Leutenegger, 1970). Les virus de phénotype
BV ainsi produits sont transportés vers la membrane basale des cellules épithéliales de
’intestin moyen et ils sont libérés dans I’hémocéle des larves infectées (Granados et

Lawler, 1981). Engelhard et al, (1994) ont suggéré que le systéme trachéal serait
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également utilisé par les virus bourgeonnants pour traverser la membrane basale de
I’épithélium intestinal. La libération des virus bourgeonnants (BV) dans I’hémolymphe
(Granados et Lawler, 1981 ; Keddie ef al., 1989) et dans le systéme trachéal (Engelhard
et al., 1994) amorce la seconde phase de I’infection par le virus, soit I’infection

systémique.

2.2.5. Phase secondaire de ’infection

Les BV libérés infectent d’autres tissus susceptibles tels que les cellules
de la matrice trachéale, de I’épiderme, et des hémocytes. Cependant, les cellules du corps
gras demeurent la cible principale du virus lors de cette phase de I’infection (Blissarsd et
Rohrmann, 1990 ; Consigli et al., 1986 ; Engelhard ef al., 1994). Les BV pénétrent dans
les cellules par endocytose (Volkman et Goldsmith, 1985). L’entrée du virus est facilitée
par ’interaction des protéines de I’enveloppe avec les récepteurs cellulaires (Blissard,
1996). La fusion entre I’enveloppe virale et la membrane endosomale relache
la nucléocapside dans le cytoplasme. La nucléocapside est transportée vers le noyau
oui ’ADN viral libéré est répliqué puis transcrit (Ijkel er al., 2000). Les virus générés
pendant cette phase de la réplication virale peuvent acquérir I’un des deux phénotypes
viraux (BV ou OV) dépendamment de la fagon d’acquisition de I’enveloppe. Cependant,
avec la progression de I’infection, la production des virus de phénotype BV diminue
en faveur des virus de phénotype OV (Braunagel er al, 1996 ; Hong ef al., 1994).
Les virus de phénotype BV produits durant cette phase acquiérent leurs enveloppes
a partir de la membrane cellulaire lors du bourgeonnement, tandis que les virus
de phénotype OV acquiérent I’enveloppe a I’intérieur du noyau, a partir de la membrane
nucléaire interne (Braunagel er al,, 1996). Les virions OV sont recouverts d’un corps
d’inclusion de granuline produite en abondance lors de I’étape finale de I’infection
(Rohrman, 1992). L’assemblage et I’accumulation de virus inclus & Iintérieur
des cellules infectées précédent la lyse cellulaire et la liquéfaction du corps de I’insecte,
ce qui ameéne ultimement & la mort de ce dernier. Les virus de phénotype OV ainsi

produits sont disséminés dans I’environnement (Consigli et al., 1986).

14



2.3. Expression des génes

Au niveau moléculaire, le cycle d’infection complexe des baculovirus est reflété
par le mécanisme d’expression des génes en cascade durant des phases inter-dépendantes.
Un mécanisme de régulation différent est associé a chaque phase de I’expression

génétique (Chang et al., 1999).

Lors du cycle d’infection, les génes de tous les baculovirus sont exprimés
en cascade pendant des phases inter-dépendantes et, selon le moment de leur expression,
il est possible de diviser ces génes en quatre groupes. Les deux premiers groupes
constituent les génes précoces immédiats (génes o) et les génes précoces (génes P),
et ils sont exprimés par I’appareil de transcription cellulaire. Ces deux groupes de génes
sont responsables de la régulation de ’expression des génes exprimés durant les phases
consécutives de la réplication de I'ADN viral (Blissard 1996 ; Vialard et al., 1995).
Les promoteurs de ces génes se caractérisent par la présence de la séquence canonique
TATA, nécessaire pour P’attachement de la protéine TBP (TATA binding protein)
du complexe de I’ARN polymeérase II eucaryote, ainsi que par la présence du motif
d’initiation de la transcription CAGT. Ce motif est requis pour la stabilisation
du complexe transcriptionnel de la cellule et il est présent également dans les promoteurs
des génes transcrits par I’ARN polymeérase II chez les insectes (Blissard, 1996 ; Purnell ef
al., 1994). L’expression des génes o et B peut étre également modulée par d’autres
séquences régulatrices reconnues et utilisées par les facteurs transcriptionnels
de la cellule héte. De plus, les motifs Ars augmentent I’activation de I’expression

de ces génes (Kogan et Blissard, 1994 ; Hayakawa ef al., 1999).

L’expression des groupes de geénes tardifs (génes y) et trés tardifs (génes §)
commence suite a la réplication de I'ADN viral (Miller, 1996). Le début de cette étape
d’expression se caractérise par |’activation de la transcription par ’ARN polymérase
résistante a I’a-amantine (Grula ef al., 1981 ; Huh et Weaver, 1990 ; Yang ef al.,, 1991)
et par le déclin du niveau de I’ARNm de I’h6te (Ooi et Miller, 1988). Les promoteurs

des génes v et § se caractérisent par la présence de la séquence conservée A/T/G TAAG
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au niveau du site de I’initiation de la transcription (Ooi ef al., 1989 ; Rankin e al., 1988 ;
Thiem et Miller, 1989). De plus, dans les promoteurs des génes & (souvent hyper
exprimés), le motif TAAG fait partie de la séquence bien conservée TAATAAGT/ AATT
(Ooti et al., 1989 ; Possee et Howard, 1987). Les génes y codent pour des protéines
structurales et régulent également I’expression des génes & (Kool et Vlak, 1993). Ils sont
transcrits avant les génes trés tardifs, pendant les 12 et 24 heures post-infection.
L’expression des génes & débute environ 48 heures post-infection (Vialard et al., 1995).
Ceux-ci codent pour les protéines structurales qui participent dans le processus
de I’occlusion du virus. Cette phase se caractérise par la réduction ou I’arrét total
de la transcription des génes y et elle continue jusqu'a la mort cellulaire par la lyse

(Blissard, 1996 ; Vialard et al., 1995 ; Chang et al.,, 1999).

2.3.1. Genes des granulovirus et leurs produits

Les génomes des granulovirus analysés comportent plus que 100 cadres de lecture
ouverts, codant pour des produits ayant plus que 50 acides aminés. Le niveau
d’homologie et le degré de conservation de ces produits varient de fagon spécifique

(Luque et al., 2001 ; Wormleaton et al., 2003).

2.3.1.1. Génes structuraux

Le gene codant pour la granuline (géne y) est bien conservé chez les granulovirus
(Bah et al., 1997, Taha et al., 2000) et il démontre également un haut dégré d’homologie
avec le géne codant pour la polyédrine, la protéine majeure du corps d’inclusion des NPV
(Bideshi et al.. 2000). Ces deux protéines sont considérées comme les plus conservées
parmi toutes les protéines structurales chez les baculovirus (Bideshi et al., 2000 ; Luque
et al, 2001). La granuline est un élément composant majeur du corps d’inclusion
du granulovirus. Cette phosphoprotéine hyper-exprimée de 28 a4 30 kDa n’est pas
glycolysée (Russel et Consigli, 1986 ; Bideshi ef al, 2000). La taille de la granuline
du virus ChfuGV est estimée a 29,3 kDa (Bah et al., 1997). La séquence en acides aminés

de cette protéine particuliére démontre une identité variant de 88 4 94 % avec les autres
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séquences connues de la granuline (Bideshi et al., 2000). Un autre géne hyper exprimé
est codé par les homologues du géne p/0 (géne y) chez les NPV, ou la protéine P10
forme des corps fibreux dans le noyau et dans le cytoplasme. La protéine P10 joue
également un role dans la morphogenése du corps d’inclusion et dans la désintégration
du noyau cellulaire qui précéde la dissémination des virus (Van Oers et Vlak, 1997).
Un autre géne similaire au géne p/0 a également été séquencé chez le ChfuGV (Jean
2003). Ce geéne est présent en plusieurs copies chez la plupart des NPV,
ainsi que chez tous les granulovirus séquencés jusqu’a maintenant, sauf chez le CpGV
(Hayakawa et al., 1999 ; Luque et al., 2001). Or le degré de conservation de ce géne
est faible et varie considérablement parmi les espéces des GV, ainsi qu’a I’intérieur

du méme génome (Hayakawa et al., 1999 ; Luque et al., 2001 ; Wormleaton ef al., 2003).

L’enveloppe de la nucléocapside varie dans sa composition en lipides
et en protéines selon la forme phénotypique du virus (Blissard, 1996). Les génes codant
pour les protéines associées a 1’enveloppe du virus de phénotype OV, soit : ODV-E18,
ODV-EC27, (Braunagel ef al., 1994), ODV-E56 (Braunagel et al., 1996), ODV-E25 (Lu
et Carstens, 1991), ODV-E66 (Hong et al, 1994), et p74 (Kuzio et al, 1989)
sont présents dans tous les génomes des granulovirus séquencés (Wormleaton er al.,
2003). La protéine ODV-E25 semble étre la mieux conservée (Wormleaton ef al., 2003).
La protéine ODV-EC27 démontre une homologie aux cyclines cellulaires et elle peut
jouer le r6le d’une cycline virale multifonctionnelle (Belyavsky ef al., 1998). La protéine
p74 fait partie de ’enveloppe des virus inclus (OV) et elle participe dans le processus
d’infection lors de I’ingestion de virus. Elle est responsable de l’attachement et/ou
de la fusion du virion aux cellules de I’intestin moyen (Faulkner ef al., 1997 ; Kuzio ef
al., 1989 ; Slack et al., 2001). Jusqu’a présent, la p74 est la seule protéine de I’enveloppe
du virus de phénotype OV pour laquelle la participation directe dans le mécanisme
d’infection a été établie (Gorben ef al,, 2003). Un autre groupe de génes codant pour
des protéines associées a I’enveloppe du phénotype OV et impliqués dans le processus
d’infection per os a été identifié. Il s’agit des génes pif et pif-2 (per os infectivity factor —
Gorben et al, 2003 ; Kikhno et al.,, 2002). Ces génes sont bien conservés chez
les baculovirus (Gorben et al., 2003 ; Wormleaton et al., 2003). Gorben ef al., (2003),

17



ont suggérés que le mécanisme de pénétration des virus de phénotype OV a I’intérieur
des cellules épithéliales pendant I’infection serait hautement conservé a travers cette
famille. Les génes codant pour la protéine ODV-E18 (Rashidan et al., 2004), pour
’ODV-E6/E56 (Rashidan er al,, 2002b), pour I’ODV-E66 (Rashidan et al., 2002c)
et pour la protéine p74 (Rashidan et al., 2003) ont été aussi séquencés chez le ChfuGV.

En ce qui concerne les virus de phénotype BV, le géne codant pour la protéine F
a été localisé chez tous les granulovirus séquencés jusqu’a maintenant (Wormleaton
et al, 2003). Cette protéine est propre également a certains virus NPV (groupe II)
qui ne contiennent pas de glycoprotéine GP64, la protéine de fusion majeure
de I’enveloppe du virus de phénotype BV (Monsma ef al. 1996 ; Hyink et al., 2002 ; Ijkel
et al., 2000). La protéine F est une protéine associée a I’enveloppe virale et elle déclenche
la fusion de la membrane cellulaire avec I’enveloppe virale lors de I’entrée par
’endocytose du virus de phénotype BV a I’intérieur de la cellule (Westenberg et al.,
2004). La protéine F est un homologue du produit du géne /d/30 du nucléopolyédrovirus
LAMNPV (Wormleaton et al., 2003). Les homologues de ce géne ont été localisés
également dans les génomes des nucléopolyédrovirus appartenant au groupe I et qui

possédent le géne gp64 (Ijkel et al., 2000).

Les résultats du séquengage du génome du virus ChfuGV obtenus jusqu’a présent
indiquent la présence d’un géne codant pour un homologue de la glycoprotéine GP41
(Rashidan er al.,, 2002d). Cette protéine, présente également chez tous les autres
granulovirus  séquencés au complet (Wormleaton er al, 2003) et chez
les nucléopolyedrovirus (Herniou er al, 2003 ; Liu et Maruniak, 1999) constitue
un €élément composant majeur du tégument situé entre I’enveloppe et la nucléocapside
d’un virus inclus (Kawamoto et al, 1977; Liu et Maruniak, 1999). La GP41
est également impliquée dans I’assemblage des virions bourgeonnant (Olszewski et
Miller, 1997b).

Au moins huit protéines majeures de la nucléocapside des granulovirus sont
actuellement identifiées, soit: la P6.9, P12, P24, P39, P43, P78/83 et P80/87 et P91
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(Hayakawa et al., 1999). Les génomes des granulovirus entierement séquencés indiquent
la présence de quatre génes codant pour les protéines de la nucléocapside. Il s’agit
des génes p6.9, p24 capsid, vp39 capsid et vp91 capsid (Wormleaton ef al., 2003).
La protéine de la nucléocapside appelée P6.9 est une protéine basique qui joue un role
dans ’organisation de I’ADN viral (Tweeten et al., 1980). De plus, lors de P’infection,
la phosphorylation de la protéine P6.9 entraine le relaichement de I’ADN viral
a Pintérieur du noyau de la cellule infectée (Blissard, 1996). Cette protéine est également
responsable de la condensation de I’ADN viral avant son encapsidation lors
de I’assemblage des virions (Wilson ef al., 1987). La protéine P24 fait partie de la surface
de la nucléocapside et elle est exprimée lors de la phase tardive de I’infection virale
(Wolgamot et al., 1993). La protéine P39 est une composante majeure
de la nucléocapside virale (Pearson ef al., 1988 ; Thiem et Miller, 1989). La protéine P39
est impliquée dans le déplacement de la nucléocapside du cytoplasme vers le noyau
(Pearson et al., 1988). La protéine de la nucléocapside P91 serait impliquée dans
la stimulation de 1’expression de certains génes du virus (Lu et al, 1997 ; Russell et
Rohrmann, 1997). Les génes codant pour les homologues des protéines P39 et P91
du granulovirus ont été identifiés chez le virus ChfuGV (Rashidan er al., 2002f;
Rashidan et al., 2002g). Le gene vpl054 a été identifié chez tous les granulovirus
entiérement séquencés (Wormleaton et al., 2003). Le produit de ce géne, la protéine
VP1054, est nécessaire pour un assemblage correct de la nucléocapside chez deux

phénotypes du baculovirus (Olszewski et Miller, 1997a).

2.3.1.2. Génes associés a la réplication de ’ADN viral et a la transcription.

Lors de la réplication virale, les génes précoces (a et B) sont transcrits par I’ARN
polymeérase de 1’hote, mais il sont souvent activés par des produits des génes viraux
(Friesen, 1997). Chez les baculovirus, il existe un groupe de génes qui sont essentiels
pour la réplication de I’ADN baculoviral (iel, lef-1, lef-2, lef-3, helicase), ainsi que pour
la stimulation de ce processus (p35, dna-pol, ie-2, lef-7, pe38) (Lu et al, 1997).
Six de ces geénes, soit iel, lef-1, lef-2, lef-3, helicase et dnapol sont conservés parmi tous

les virus de cette famille séquencés jusqu’a présent (Wormleaton et al, 2003).
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Le géne iel qui code pour le facteur de I’expression précoce IE1 a été également
séquencé chez le virus ChfuGV (Rashidan ef al, 2002c), ainsi que le gene dnapol
qui code pour I’ADN polymérase viral (Rashidan ef al., 2002a). Le produit du géne p35,
la protéine P35 (I’inhibiteur de I’apoptose — Clem, 1997) n’est pas exprimée chez
les granulovirus, alors que la protéine inhibitrice IAP est codée par ce genre
de baculovirus (Wormleaton et al., 2003). Un géne de la famille iap a été¢ également
identifié chez le virus ChfuGV (Rashidan e al., 2002b).

La transcription des génes tardifs et trés tardifs est effectuée par une ARN
polymérase d’origine virale qui reconnait le motif A/G/TTAAG (Grula et al, 1983 ;
Blissard et Rohrmann, 1990; Yang er al, 1991). Les génes nécessaires pour
la transcription des génes tardifs sont, entre autres, lef- 4, -5, -6, lef -8, -9, -10, -11, 39,
p47 et vif-1 (Lu et Miller, 1997). Les produits des génes lef-4, -8, -9 et p47 constituent
un minimum nécessaire pour I’activition de la polymérase virale (Guarino et al., 1998),
tandis que le géne vif-/ code pour un regulateur de la transcription des genes trés tardifs
(McLachlin et Miller, 1994 ; Yang et Miller, 1999). Parmi les granulovirus XcGV,
PxGV, CpGV, AdorGV, AsGV, CIGV, PoGV et ChfuGV, les génes lef sont
généralement tous conservés, a I’exception du géne /ef~-10 qui est absent chez les virus
AoGV et PxGV (Hayakawa et al., 1999 ; Rashidan e/ al., 2003).

Dans le groupe des génes actifs dans la réplication de I’ADN viral, il faut
mentionner également les génes impliqués dans le métabolisme des nucléotides.
Les génes rnr codent pour la ribonucléotide réductase, une enzyme qui catalyse
la réduction des ribonucléoside diphosphates en deoxyribonucléosides nécessaires pour
la synthése d’ADN (Jordan et Reichard, 1998 ; Salema et al., 1993). Les genes rnr sont
présents dans le génome du virus CpGV (Luque et al., 2001), mais ils sont absents chez
le virus PxGV (Hashimoto et al, 2000), le virus XcGV (Hayakawa et al., 1999)
et le virus AoGV (Wormleaton ef al., 2003).
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2.3.1.3. Génes auxiliaires.

Les génes auxiliaires ne sont pas nécessaires pour la réplication virale, mais leur
présence et leur expression constituent un avantage sélectif pour les virus. En effet,
les produits des génes auxiliaires sont impliqués dans la réduction de la dépendance
du virus vis-a-vis de I’h6te en augmentant I’adaptation du virus & son environnement
biologique (O’Reilly, 1997). Parmi ces genes, certains codent pour les ubiquitines qui
sont des protéines impliquées entre autre dans la dégradation des protéines chez les
eucaryotes (Guarino, 1998). Ces geénes sont conservés chez tous les baculovirus
(Wormleaton ef al., 2003), méme s’ils ne sont pas essentiels pour la réplication virale
(Reilly et Guarino, 1996). Un géne codant pour I’ubiquitine a été séquencé chez le virus
ChfuGV (Rashidan et al., 2003).

Le géne sod, qui code pour la superoxide dismutase, ou SOD est bien conservé
parmi les baculovirus, (Tomalski e al, 1991 ; Pardini, 1995). L’enzyme SOD assure
la protection du virus contre 1’oxydation en neutralisant les radicaux libres (Pardini,

1995). Le geéne sod est également présent chez le virus ChfuGV (Rashidan et al., 2003).

Les travaux portant sur le séquencage du virus ChfuGV ont permis de localiser
un géne codant pour I’enhancine (Bourrassa 2000). Cette métalloprotéine est localisée
dans le corps d’inclusion et, suite a la désintégration de cette structure lors de 1’infection,
I’enchancine provoque la dégradation de la membrane péritrophique de I’intestin
de I’insecte, ce qui facilite le passage des virions enveloppés vers la surface des cellules
intestinales (Decksen et Granados, 1988 ; Wang et al., 1994). Les homologues du géne
codant pour I’enhancine sont souvent présents en quelques copies dans certains génomes
des baculovirus (p. ex. HaGV, PuGV, TnGV - Popham et al,, 2001), alors que certains
baculovirus ne les possédent pas (p. ex. PxGV, AdorGV, CpGV - Hashimoto et al.,
2000 ; Wormleaton et al., 2003). Il est intéressant de mentionner que 1’ajout d’enhancine
dans les formulations de bio-pesticides peut améliorer significativement leur efficacité
(Granados et al., 2001).
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La présence des génes codant pour la chitinase et pour la cathepsine constitue
également une caractéristique spécifique pour chaque espéce Dbaculovirale.
Parmi les granulovirus, ces génes ont été identifiés entre autre chez le virus CpGV (Kang
et al, 1998) et le XcGV (Hayakawa et al, 1999). La chitinase et la cathepsines
sont des enzymes qui participent dans le processus de liquéfaction des larves infectées

par le virus (Hawtin et al., 1995 ; Hawtin et al., 1997).

Le génome des baculovirus renferme également les génes pk et pip qui codent
respectivement pour les protéines kinases (PK) (Reilly et Guarino, 1994)
et pour les protéines tyrosine phosphatases (PTP) (Luque ef al., 2001). Les protéines PK
sont impliquées dans la phosphorylation des protéines virales et celles de I’hdte,
un mécanisme important pour la régulation de I’activité cellulaire au niveau moléculaire.
Les homologues des génes codant pour les protéines PK et PTP ne sont pas conservés
chez toutes les espéces des baculovirus. Les génes pk ont été identifiés chez tous
les granulovirus entiérement séquencés (Wormleaton et al., 2003), tandis que les génes
ptp sont présents seulement chez le CpGV (Luque ef al., 2001). Un homologue du géne
pk, le géne pk-1, a ¢été également identifié chez le virus ChfuGV
(Giannopoulos et al. 2005).

Le génome complexe décrit brievement ici permet aux baculovirus d’interagir
avec leur hdte non seulement au niveau cellulaire, mais aussi au niveau systémique,
en manipulant la structure et la physiologie de l’insecte infecté. Par exemple,
les chitinases et les cathepsines permettent d’altérer I’exosquelette de la larve et faciliter
le relachement des particules virales (Blissard, 1996). De méme, le produit du géne egt
permet au virus de prendre le controle de la mue, un processus physiologique
fondamental dans le développement des insectes. La caractérisation moléculaire du géne
egl, ainsi que son produit, I’enzyme ecdysone UDP-glucosyltrasférase (EGT) sont

les principaux objectifs de ce travail.
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3 La protéine ecdystéroide UDP-glucosyltransférase (EGT) des baculovirus

Durant son développement, une larve passe par quelques stades de développement
consécutifs jusqu’a l’arrivée a sa forme adulte. Le passage entre les stades
de développement est marqué par le processus de la mue. Du point de vue physiologique,
la mue est régulée par différents facteurs. En effet, au niveau hormonal, ’hormone
juvénile empéche la mue tandis qu’une deuxiéme hormone, I’ecdysone, induit
ce processus et permet le passage vers la forme adulte. La balance dynamique entre
ces deux hormones détermine I’état actuel du développement post-embryonnaire
de Dlinsecte. Ainsi, lorsque la concentration en ecdysone augmente, les larves
se préparent a la mue, ce qui se manifeste, entre autre, par I’arrét de la consommation

de la nourriture (Nakai et al., 2004 ; Park et al., 1996).

L’ecdysone appartient a la famille des stéroides et elle est produite par la glande
prothoracique, située dans la partie thoracique de la larve. L’hormone est synthétisée sous
forme de 3-déshydroxyecdysone, puis réduite par la 3-hydroxyecdysone-8 réductase
en ecdysone (la forme circulatoire). L’ecdysone est distribuée par I’hémolymphe vers
les cellules de la larve ou elle est hydroxylée par I’ecdysone-20-monooxygénase
en 20-hydroxyecdysone, la forme active de I’hormone. Sous cette forme, ’hormone entre
dans la cellule cible et est transportée vers les récepteurs spécifiques du noyau.
La réponse cellulaire qui s’ensuit varie selon la cellule stimulée par
la 20-hydroxyecdysone et sa fonction dans le déroulement de la mue (Caradoc-Davies
et al., 2001). La concentration en ecdysone est régulée par plusieurs facteurs, parmi
lesquels une activité enzymatique joue un réle de premier rang. En effet, I’ecdysone
UDP-glucosyltrasférase produite par les baculovirus est sécrétée dans I’hémolymphe
des insectes a partir des cellules infectées (Park et al, 1996). Cette enzyme catalyse
le transfert d’une molécule de glucose ou de galactose associée a 1’UDP,
vers la forme circulatoire de I’ecdysone, ce qui produit une molécule
de 22 — O - 3 — D - glucopyranoside ou de 22 — O — 8 — D — galactopyranoside (Evans
et O’Reilly, 1999). La conjugaison de I’ecdysone avec une molécule hydrophile (glucose

ou galactose) empéche son passage a travers la membrane cellulaire (Caradoc-Davies
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et al. 2001) et la solubilise, facilitant ainsi son élimination par I’organisme infecté (Evans
et O’Reilly, 1998). La balance hormonale est basculée en faveur de I’hormone juvénile
et le passage vers la mue est ralentie ou arrétée complétement, comme il était observée
chez plusieurs espéces virales (Burand et Park, 1992 ; Elridge e al., 1992 ; O’Reilly
et Miller, 1989). Par conséquent, les larves infectées maintiennent leur comportement
alimentaire, elles augmentent leur poids corporel, ce qui se traduit également
par une augmentation de la production virale (O’Reilly, 1995). La capacité de contréler
la mue donne alors au virus un avantage compétitif, car le rendement est un élément
important de la stratégie de 1’adaptation et de la survie. Cependant, la nature exacte

de cet avantage n’est pas tout a fait claire (Wilson et al., 2000).

L’utilisation des virus mutants qui n’expriment pas le geéne eg! (egl)
ont démontré que les larves infectées par ce type de virus succombent plus rapidement
a ’infection et consomment moins de nourriture que les larves infectées par le virus
sauvage (Elridge et al., 1992 ; Wilson et al., 2000). Par conséquent, une délétion du géne
egt chez les baculovirus utilisés comme insecticide permet d’augmenter leur pouvoir
insecticide par rapport a la souche sauvage. Toutefois, certains effets significatifs
de la délétion du geéne egr sont limités seulement au dernier stade du développement
larvaire (la mortalité accélérée) et aux femelles seulement (la diminution du poids
corporel). Néanmoins, du point de vue de la lutte biologique, la réduction de la quantité
de la nourriture assimilée par un insecte infecté par le virus mutant egf” constitue

un phénomeéne important (Wilson et al., 2000).

3.1.  Géne egt et son produit d’expression

Le geéne egt a été identifié pour la premiere fois dans le génome du virus
AcMNPV, le baculovirus - modéle. Ce géne de 1518 pb est transcrit en ARNm
de 1,7 kDa, et il code pour une pro-enzyme de 506 acides aminés d’une masse
moléculaire estimé a 57 kDa (O’Reilly et Miller, 1989). Considéré comme non essentiel
pour la réplication virale, le géne egr est présent dans tous les génomes baculoviraux

séquencés jusqu’a présent, a I’exception du granulovirus XcGV (Hayakawa et al., 1999)

24



et du polyedrovirus de Culex nigripaplus (CnSNPV — Afonso et al, 2001).
Les promoteurs des génes egs renferment les motifs précoces (CAGT) et tardifs
(GTAAG), ainsi que la boite TATA. Evans et O’Reilly (1999) ont démontré la présence
de la protéine EGT de 6 a 72 heures aprés I’infection. Chez ’AcMNPV, la région
N-terminale de la pro-enzyme EGT est caractérisée par la présence d’un peptide signal
de 18 acides aminés, spécifique aux protéines sécrétées (O’Reilly er al. 1992).
L’utilisation des lignées cellulaires infectées par ’AcMNPV a permis la purification
de la forme sécrétée de 'EGT (O’Reilly er al. 1992). Cette protéine est clivée avant
son excrétion par les cellules infectées pour donner la forme finale de I’enzyme.
Cette observation a été également confirmée in vivo (O’Reilly 1995). Evans et O’Reilly
(1999) ont démontré que la protéine EGT est glycosylée. Cette protéine contient en effet

sept sites potentiels de N-glycosylation (Evans et O’Reilly, 1999).

Toutes les protéines EGT identifiées jusqu’a présent possédent un peptide signal
au niveau de la région N-terminale de la protéine, ainsi que six domaines homologues
hautement conservés. (Manzan et al., 2002). Les protéines EGT des granulovirus sont
plus courtes que leurs homologues chez les NPV. Cette différence au niveau de la partie
C-terminale apporte un domaine homologue additionnel, conservé parmi les NPV (Khan
et al., 2003).

Le géne egr a été également identifié chez le virus ChfuGV par Bah ef al., (1998),
et séquencé au complet par Bourrassa (2000). Ce géne se trouve dans la région conservée
qui code pour la granuline, sur le brin anti-sens, et il est composé de 1344 nucléotides.
Selon les analyses effectuées par Bourrassa (2000), le géne egt du ChfuGV posséde
des promoteurs TATA au niveau de sa région promotrice. Le géne egf du ChfuGV code
pour une protéine de 50 kDa. Cette protéine est composée de 448 acides aminés,
dont les 17 premiers constituent le peptide signal. La protéine EGT du ChfuGV contient
sept sites potentiels de N-glycosylation, ainsi que les domaines conservés homologues

aux protéines EGT des autres baculovirus et aux enzymes UDPGT.
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La disponibilité des cultures cellulaires permissives a I’infection par granulovirus
pour produire la protéine EGT est extrémement limitée & certaines espéces de ce genre
(p-ex. CpGV, PoGV - Taha et al., 2000). De plus, les résultats obtenus jusqu’a présent
avec la production de granulovirus utilisant ces cultures cellulaires sont mitigés (Léry ef
al., 1997 ; Winstanley et Crook, 1993). Ainsi et afin de caractériser les propriétés
moléculaires et immunologiques de la protéine EGT du ChfuGV, I’utilisation du vecteur
d’expression approprié pour exprimer cette protéine constitue la meilleure approche pour

atteindre cet objectif.

4. Systéeme d’expression

La production d’une protéine recombinante en utilisant un systéme d’expression
constitue une méthode trés importante pour la recherche fondamentale et pour I’industrie
biotechnologique et pharmaceutique. En général, cette méthode permet d’obtenir
des quantités importantes de la protéine d’intérét de fagon relativement simple et efficace.
La premiére protéine produite de cette fagon fut la somatostatine (Itakura et al., 1977).
Le gene codant pour cette protéine avait été cloné dans un plasmide spécialement préparé
et cette construction avait été utilisée pour transformer les bactéries Escherichia coli,
dans lesquelles la production de la somatostatine recombinante avait eu lieu. A ’échelle
commerciale, la production de I’insuline fut la premiére application industrielle

de I’expression des protéines recombinantes (Goeddel ef al., 1979 ; Watson et al., 1994).

Aujourd’hui, apres plus de 25 ans de développement dans ce domaine, une vaste
gamme de systtmes d’expression est disponible. Chaque systéme d’expression
est optimis¢ pour satisfaire aux exigences particuliéres et pour étre conforme
a Dlapplication prévue de la protéine recombinante. Généralement, les systémes
d’expression des protéines existants peuvent étre divisés en deux grandes catégories:
les systemes d’expression procaryotes utilisant la bactérie E.coli, et les systémes
d’expression eucaryotes utilisant les levures, les cellules de mammiféres et d’insectes,

ainsi que les cellules végétales.
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4.1. Systéme d’expression procaryotique

4.1.1. Bactéries

Dans un systtme d’expression bactérien, le vecteur d’expression (plasmide
recombinant) comportant le géne codant pour la protéine d’intérét est introduit dans
la bactérie appropriée par une simple transformation, puis les transformants obtenus
sont amplifiés. L’expression de la protéine est induite selon le systéme d’expression
employé et la protéine produite est purifiée a partir du milieu de culture. L’expression
d’une protéine recombinante dans ce syst¢tme est relativement rapide, simple,
et offre généralement un bon rendement. Par contre, en utilisant ce systéme, il existe
une possibilité d’un repliement incorrect de la protéine exprimée, ce qui pourrait produire
une protéine insoluble ou inactive. Un autre inconvénient majeur dii a I’utilisation
de ce systéme d’expression bactérien est I’incapacité des cellules procaryotes a effectuer

des modifications post-transcriptionnelles.

4.2. Systéme d’expression eucaryotique

4.2.1. Levures

L’expression dans un systéme utilisant les levures permet d’obtenir les protéines
recombinantes qui ont subi les modifications post-transcriptionnelles, telles que
la glycosylation et la phosphorylation. Dans ce systéme, les plasmides recombinants
sont introduits dans les cellules hotes par des techniques de transformation
ou d’électroporation. Le rendement de production est élevé, allant jusqu’a 30%
de la masse totale des protéines de la levure. De plus, I’ajout d’un signal de sécrétion
a la protéine peut faciliter sa purification, puisqu’elle est sécrétée hors de la cellule hote
et il est possible de la récupérer & partir du milieu extracellulaire. Par contre, en utilisant
ce systeme, les protéases de la levure peuvent nuire a la production de la protéine

recombinante. (Anonyme, 2001 ; Watson ef al., 1994).
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4.2.2. Cellules d’insectes

Les systémes d’expression des protéines recombinantes dans les lignées
de cellules d’insectes, telles les cellules de Drosophila melanogaster (Schneider, 1972)
ou de Bombyx mori (Maeda, 1989), utilisent les vecteurs dérivés des baculovirus
(baculovirus expression systems ou BES). Ces systémes se caractérisent par un haut
rendement, obtenu principalement grace a I’emploi de puissants promoteurs des genes
de la phase trés tardive de la réplication, tel que le promoteur de polyédrine, pour
le contréle de I’expression de la protéine d’intérét. (Farrell es al,, 1998 ; Keith e al,
1999). Or, I’expression des protéines dans la phase tardive empéche I’excision efficace
des introns de I’ADN exprimé (O’Reilly et al., 1992 ; Sumathy ef al., 1996). Les autres
désavantages de la premiére génération des systémes d’expression baculoviraux sont
éliminés successivement et de nouvelles versions des systémes BES sont présentement
disponibles. Ces systemes assurent la production continuelle de la protéine d’intérét, ainsi
que la glycosylation appropriée. De plus, ’emploi des promoteurs des génes tardifs
et précoces pour le contréle de !’expression permet d’assurer l’excision nécessaire

du transcrit (Farrell ef al., 1998).

4.2.3. Cellules de mammiféres

L’expression des protéines provenant de vertébrés dans des lignées cellulaires
de mammiféres permet toutes les modifications transcriptionnelles requises puisque
les signaux de synthése, de maturation moléculaire et de sécrétion de la protéine
recombinante sont reconnus par ces cellules. Par contre, le rendement de ce systéme
est faible. Une approche plus récente consiste a insérer directement le plasmide
recombinant in vivo dans les cellules de mammiferes. En effet, Gordon et Ruddle (1981)
ont été les premiers a introduire ’ADN récombinant dans le génome des souris
et a produire une progéniture transgénique. Depuis, plusieurs animaux (e.g. cochon,

vache, mouton, chévre) sont utilisés pour la production de protéines recombinantes.
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S. Immunisation génétique

L’immunisation génétique est un procédé qui consiste & administrer in vivo
des plasmides recombinants contenant I’ADN codant pour un ou plusieurs antigénes,
a un organisme pour induire une réponse immunitaire contre ce ou ces antigénes

(Kucerova, 1998).

5.1. Historique

La vaccination est un moyen efficace et bien rodé dans la lutte contre les maladies
infectieuses. La vaccinologie a progressée de fagon remarquable depuis les travaux
de Louis Pasteur et Edward Jenner sur les vaccins atténués et inactivés. Tout récemment,
la technologie de I’ADN recombinant a permis de produire des vaccins basées
sur les sous unités des antigénes spécifiques. L’immunisation génétique constitue

un ajout relativement récent, mais tout a fait fondamental dans ce domaine.

En janvier 1987, Felgner et collaborateurs ont noté qu’un tissu pouvait
étre transfecté in vivo par lipofection. A I’occasion de ces expériences, I’expression
des protéines fut observée dans les muscles, lesquels avaient été injectés directement avec
le plasmide contenant le géne rapporteur. Cette constatation avait conduit a la conclusion
que la lipofection n’avait pas été nécessaire pour |’expression des protéines, et que cette
derniére était méme plus forte en absence des lipides cationiques lors de la transfection
in vivo (Felgner, 2003). Par la suite, Wolff et collaborateurs (1990) ont confirmé
que I’injection dans les muscles de souris d’un vecteur & ADN menait a I’expression
in vivo des génes clonés et & une activité biologique des protéines exprimées allant
jusqu’a 60 jours suivant I’injection. Cependant, le niveau de ’expression des génes

rapporteurs restait trop faible pour servir a des applications cliniques de la méthode.
Par ailleurs, Tang et collaborateurs (1992) ont démontré que 1’administration

par un canon a gene (gene gun) d’un vaccin & ADN suscitait une réponse immunitaire.

En effet, I’introduction d’un géne codant pour I’hormone de croissance humaine (HGH)
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au niveau des cellules épidermales de souris induit la production d’anticorps anti-HGH.
Cette réponse était amplifiée par des immunisations subséquentes. Ces résultats suggérent
que I'immunisation génétique peut étre une méthode de production d’anticorps plus
simple que les techniques de vaccination traditionnelles, permettant ainsi une économie
de temps et d’effort. En 1993, Ulmer et collaborateurs ont rapporté que I’injection directe
d’un plasmide codant pour la nucléoprotéine du virus de I’influenza A/PR/8/34 menait
a la production d’anticorps, au recrutement des lymphocytes T cytotoxiques
et auxiliaires, et & I’induction de la mémoire immunobiologique chez la souris. Plus tard,
Robinson ef al, (1993), ont immunisé avec succés un poulet contre le virus létal
de I'influenza H7N7 en utilisant un vaccin & ADN codant pour I’hémagglutine H7.
Depuis ce temps, plusieurs expériences ont démontré que les vaccins & ADN pourraient
susciter une réponse immunitaire contre plusieurs autres pathogénes comme le virus
de herpes bovin, le virus de la rage, le virus de I’hépatite B et C humain, le virus
de la leucémie bovine, le virus de la leucémie des cellules T humaines de type 1
(HTVL-1), le virus de 'immunodéficience humain de type |1 (VIH-1) chez une variété

de modéles animaux tel que les chats et les macaques (Kucerova, 1998).

Les vaccins 8 ADN ont de nombreux avantages comparé aux vaccins traditionnels
Par ces avantages, les vaccins & ADN permettent la synthése d’un antigéne purifié
dans sa conformation native, ce qui assure la compatibilité de I’antigéne avec les cellules
du systtme immunitaire et favorise la production d’anticorps dirigés contre 1’antigéne
(Kucerova, 1998 ; Mor, 1998). Dans le cas d’un vaccin traditionnel, basé sur I’injection
de protéines recombinantes ou d’antigénes purifiés, les antigénes sont souvent
contaminés par d’autres protéines ou microorganismes et ils sont généralement moins
stables et moins résistants aux variations des conditions externes (Kucerova, 1998).
Ainsi, des contraintes importantes s’imposent lors de la manipulation de vaccins
traditionnels (Pasquini ef al., 1997). Un avantage important des vaccins 8 ADN est leur
capacité d’induire une réponse humorale et cellulaire, comparativement aux vaccins
traditionnels qui induisent uniquement une réponse humorale (Sheikh et Morrow, 2003 ;
Daria-Rose et Haighwood, 2003). Cependant, I’utilisation des vaccins & ADN suscite

certaines inquiétudes. En effet, ’injection répétée lors de ’administration de vaccins
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génétiques pourrait mener a la formation d’anticorps anti-ADN ou au recrutement
des lymphocytes T contre les cellules exprimant I’antigéne, ce qui pourrait mener
a une réaction auto-immune (Mor, 1998). Par ailleurs, un risque de I’intégration
du plasmide ADN a D’intérieur du génome de I’héte existe. Cette intégration peut
provoquer I’activation des oncogénes, l’inactivation éventuelle des geénes supprimant
les tumeurs et, par conséquent, favoriser la croissance des tumeurs malignes

(Gurunathan et al., 2000).

5.2  Meécanismes de stimulation de la réponse immunitaire

Lors du processus de I'immunisation génétique, la premiere étape consiste
a introduire I’ADN nu (plasmide recombinant contenant le gene codant pour la protéine)
a lintérieur des cellules eucaryotes. Un promoteur fort provenant du plasmide
recombinant ainsi que I’appareil transcriptionnel de la cellule infectée permettent
la transcription de I’ADN en ARN messager. La traduction de I’ARN messager conduit
a la production de la protéine recombinante qui constitue ainsi I’antigéne contre lequel

les anticorps seront produits.

En général, quand un agent pathogéne pénétre dans le milieu intérieur, le systeme
immunitaire agit par deux principaux types de réaction de défense différents, a savoir,
la réponse humorale et la réponse a meédiation cellulaire. La réponse humorale vise
a produire des immunoglobulines (anticorps) contre les épitopes propres a I’agent
pathogéne. La réponse cellulaire se manifeste principalement par la destruction

des cellules infectées par ’agent pathogéne.

La réponse immunitaire cellulaire est assurée d’une part par les lymphocytes T
cytotoxiques CD8" (CTL CD8") qui reconnaissent et détruisent toutes les cellules
exprimant les peptides étrangers en association avec les molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I (CMH I). Dans ce cas, les peptides présentés
a la surface des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) proviennent des protéines

de I’agent pathogéne exprimées de fagon endogéne par les cellules CPA infectées.
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Ces protéines sont dégradées en peptides qui vont s’associer avec les molécules du CMH
classe I nouvellement synthétisées dans le réticulum endoplasmique. Les complexes
CMH [/peptides sont transportés a la surface de la cellule CPA pour étre présentés
aux CTL CD8". Les CTL CD8" détruisent les cellules présentatrices d’antigéne soit par
Paction des ligands Fas, soit par I’action des perforines (Sheikh et Morrow 2003).
D’autre part, les lymphocytes T auxiliaires CD4" (TH) réagissent & la présence de 1’agent
pathogéne par la sécrétion de cytokines qui stimulent I’immunité humorale et I’immunité
a médiation cellulaire, ainsi que la production des phagocytes, cellules chargées de tuer
et d’ingérer les agents pathogénes, ainsi que les débris de cellules (Sheikh et Morrow

2003).

La réponse des cellules T CD4" est déclenchée suite & la rencontre des cellules
CPA exprimant les peptides étrangers en association avec les molécules du CMH classe
II. Dans ce cas, les protéines de I’agent pathogéne sont captées par les CPA
par endocytose. L’action des enzymes protéolytiques dans les endosomes réduit
les protéines en peptides immunogéniques. Les complexes CMH 1I / peptides formés
ensuite sont transportés a la surface de la cellule CPA pour étre présentés aux
lymphocytes T CD4". Une fois activées, les cellules T CD4"* sécrétent des cytokines
pléiotropiques essentielles pour I’immunité cellulaire et humorale. En fait, les cellules T
CD4" humaines peuvent étre divisées en deux sous-populations, THi et THz qui
se distinguent par la nature des cytokines qu’elles produisent. Les cellules TH1 sécrétent
I'interleukine 2 (IL-2), I’interleukine 12 (IL-12), linterféron y (INFy) et le facteur de
tumeur nécrosée B (TNFp). Ces cytokines sont nécessaires pour I’immunité cellulaire.
Elles permettent I’augmentation de I’activité cytolytique des cellules CD8" cytotoxiques.
Les cellules TH2 sécrétent les interleukines IL-4, IL-5, IL-6 et IL-10 qui permettent

Iactivation des cellules B & produire des anticorps (réponse humorale).

En principe, I’activation des lymphocytes T nécessite la génération d’au moins
deux signaux. Le premier signal est généré  la suite de I’interaction de 1’antigéne associé
aux molécules du CMH classe I ou II, des CPA, avec le récepteur pour I’antigéne (TCR)

des cellules T. Cette interaction spécifique entre 1’antigéne et le TCR est accompagnée
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par des interactions entre les régions non-polymorphiques des molécules du CMH classe
[ et 1l et les co-récepteurs CD8 et CD4, respectivement. Le second signal (signal
co-stimulateur) est généré a la suite de l’interaction des molécules accessoires B7
(CD80/CD86) sur les CPA avec les co-récepteurs CD28 ou CT LA4 présents a la surface
des lymphocytes. Une fois regus, ces signaux sont transportés de la membrane de la
cellule au noyau a travers différentes cascades de signalisation cellulaire qui agissent en
synergie pour aboutir a I’activation de la transcription du géne de I'IL-2 et,
éventuellement, a la prolifération cellulaire. Les molécules du CMH classe I sont
exprimées a la surface de toutes les cellules alors que les molécules du CMH classe 11

sont présents seulement chez les cellules de Langerhans (LHC).

La question fondamentale liée 4 I’'immunisation génétique concerne le mécanisme
par lequel I’antigéne subit une maturation moléculaire et est présenté aux cellules
du systéme pour susciter une réponse immunitaire. L’administration de I’ADN nu lors
de ’immunisation génétique nécessite le processus enzymatique cytosolique pour assurer
la production de la protéine d’intérét afin de stimuler la réponse immunitaire cytotoxique
restreinte aux molécules CMH classe I, alors que I’ADN nu est considéré généralement
comme incapable de générer la production d’anticorps qui est induite normalement
par les cellules TH2, restreintes aux molécules du CMH classe II. Cependant,
I'immunisation génétique conduit & la production d’anti-corps spécifiques a 1’antigéne
exprimé (Sheikh et Morrow, 2003). Quel serait donc le mécanisme impliqué dans
la stimulation du syst¢éme immunitaire lors de I’immunisation génétique ? Au moins deux
possibilités sont avancées pour expliquer le mécanisme de cette stimulation :
une transfection directe des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles (CPA),
ou une induction croisée par les cellules somatiques transfectées (« cross-priming »).
Dans le dernier cas, les cellules somatiques transfectées par I’ADN plasmidique
expriment I’antigéne qui est repris ensuite par les cellules CPA qui vont le présenter,
en association avec les molécules du CMH classe II, aux lymphocytes CD4* TH:
appropriés (Sheikh et Morrow, 2003 ; Gurunathan ef al, 2000). Le mécanisme exact

impliqué dans le processus de stimulation du systéme immunitaire dépend de la voie
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d’immunisation et de la technique d’administration de ’ADN nu (Sheikh et Morrow,

2003 ; Doria-Rose et Haighwood, 2003).

5.2.1. Voies d’immunisation

Parmi les facteurs déterminant dans I’élaboration d’une réponse immunitaire
du type cellulaire et humorale, la voie d’administration du vaccin a ADN constitue un

élément de premiére importance (Doria—Rose et Haighwood, 2003 ; Sasaki et al., 2003).

Comme pour tous les vaccins, ’ADN plasmidique nu peut étre administré dans
les muqueuses, par voie intramusculaire (i.m.), orale ou cutanée (i.d.) (Doria-Rose
et Haighwood, 2003 ; Hobson ef al, 2003). Chaque voie possede ses propres
caractéristiques résultantes de la composition histologique du lieu d’immunisation et
du mécanisme de la protection immune existante a ce niveau. En effet, les muqueuses
se caractérisent par une sub-compartimentation du syst¢éme immunitaire commun
pour ces tissus selon leur localisation anatomique. Par conséquent, les mécanismes
de présentation de I|’antigéne dans les muqueuses nasale et intestinales suite
a 'immunisation seraient différents. En termes généraux, I’immunisation au niveau
des muqueuses favorise le développement des lymphocytes T CD8" et CD4", des CTL
et des lymphocytes T-IgA. Ainsi, la transfection directe des cellules CPA serait
probablement le mécanisme d’immunisation impliqué pour induire une réponse
immunitaire au niveau des muqueuses (Hobson ef al., 2003). Dans la voie i.d., le méme
mécanisme d’administration de I’ADN nu serait utilisé grace a la présence permanente et
massive des cellules CPA professionnelles, tel que les cellules dendritiques dans la
derme, et les cellules de Langerhans dans I’épiderme (Peachman ef al., 2003). Suite 4 la
transfection, les cellules CPA migrent vers le nodule lymphatique local ou elles
présentent 1’antigéne aux lymphocytes T (Peachman ef al., 2003). Cependant,
il a été démontré que lors d’injections cutanées, les kératinocytes et les cellules
de Langerhans sont les principales cellules transfectées et 1’ablation de la peau inoculée
empéche le développement d’une réponse immunitaire (Raz es al., 1994). Il est donc

possible que les cellules somatiques servent principalement de réservoir exprimant
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I’antigéne et qu’une induction croisée soit essentielle a I’induction d’une réponse
immunitaire a ce niveau. En ce qui concerne la voie intramusculaire, des études récentes
ont permis d’écarter la possibilité de transfection directe des cellules CPA résidentes
dans le muscle (Shen e al., 2002). En effet, les cellules CPA sont peu nombreuses
dans le tissu musculaire et la probabilit¢ de transfecter ces cellules et minimale.
Par contre, I’induction croisée par les myocytes semble étre trés probable et d’autant plus
que l’immunisation par la voie intramusculaire produit une réponse humorale
et cellulaire. Cependant, le mécanisme du transfert de I’antigéne d’origine exogene vers
les cellules CPA qui vont le présenter en association avec les molécules du CMH classe
II souléve la question de la stimulation de la réponse cellulaire des lymphocytes T CD8"

restreinte aux molécules du CMH classe I (Sheikh et Morrow, 2003).

5.2.2. Techniques d’immunisation

Lors de I’immunisation génétique, I’ADN peut étre administré par une injection
a I’aide d’une aiguille (injection intramusculaire ou intradermale), soit a 1’aide des outils
biolistiques. Il peut étre également étre administré avec la nourriture. Ces méthodes
peuvent produire différents types de réponses immunitaires (Doria-Rose et Haighwood,
2003). Lors de I’injection a I’aide d’une aiguille, I’ADN plasmidique purifié est suspendu
dans une solution saline et administré a des sites différents au niveau des tissus.
La voie la plus commune est I’injection intramusculaire au niveau des quadriceps
antérieurs. Dans la technique biolostique, L’ADN plasmidique est administré en utilisant
un canon a gene (« gene gun » - Sanford et al.,1987). Cet appareil permet de bombarder
les cellules a transfecter par des micro-projectiles enrobés d’ADN plasmidique,
ce qui permet d’ajuster la profondeur a laquelle les micro-projectiles pénétrent dans
le tissu, ainsi que la quantit¢ d’ADN injecté (Mor, 1998 ; Peachman et al, 2003).
D’une part, il a été suggéré que I’immunisation génétique par injection utilisant la voie
intradermale et intramusculaire suscite principalement une réponse des cellules TH1 alors
que l'immunisation génétique utilisant le canon a géne suscite principalement
une réponse des cellules TH2 (Doria-Rose et Haighwood, 2003 ; Felquate ef al., 1997).
D’autre part, Peachman es al. (2003) ont montré que les techniques biolistiques
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permettent d’utiliser moins du matériel par rapport aux injections classiques et elles
ciblent une surface plus grande qu’une aiguille. D’autres travaux ont également démontré
que ’immunisation & ’aide d’un canon a géne permet d’augmenter de 10 a 100 fois
I’expression a partir de I’ADN injecté par rapport a I’injection classique (Fynan ef al.,
1993 ; Mumper et Cui, 2003 ; Tighe ef al., 1998).

S5.3.  Facteurs qui influencent la réponse immunitaire

Le pouvoir immunogénique d’un vaccin & ADN dépend de plusieurs facteurs,
tel que la structure elle-méme du vecteur d’expression, les motifs immunostimulateurs,
la présence d’immuno-adjuvants, la séquence codante de l’antigéne et le régime
d’aministration du vaccin (Sheikh et Morrow, 2003 ; Eartl et Thomsen, 2003 ; Sasaki et
al., 2003).

5.3.1. Vecteur d’expression

Les vecteurs d’expression restent les véhicules les plus répandus pour transporter
les génes étrangers a l’intérieur des cellules eucaryotes. Les vecteurs d’expression
doivent étre munis d’une origine de réplication (p.ex. ColEI de E. coli) pour maintenir
leur propagation dans les cellules bactériennes et un géne de résistance a un antibiotique
(e.g. kanamycine, ampicilline) pour permettre la sélection des bactéries transformées lors
de la préparation de la culture bactérienne (Eartl et Thomsen, 2003). La présence d’un
promoteur eucaryote, tel que le promoteur viral du cytomégalovirus (CMV) ou du virus
simien 40 (SV40), est nécessaire pour assurer un haut niveau d’expression de la protéine
a Dintérieur des cellules transfectées (Boshart et al., 1985; Moreau et al., 1981).
Le promoteur fait partie de la cassette d’expression composée également du site
de clonage multiple et d’une séquence de polyadénylation, nécessaire pour stabiliser
I’ARN messager transcrit (Eartl et Thomsen, 2003). La séquence du plasmide peut

elle-méme avoir un effet stimulateur additionnel du systéme immunitaire.
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5.3.2. Contribution des motifs immunostimulateurs cytosine-phosphate-guanine

En 1986, Bird et collaborateurs ont noté la présence des motifs CpG qui sont
20 fois plus fréquents dans I’ADN procaryote que dans I’ADN eucaryote. Ces motifs
sont composés de combinaisons de nucléotides cytosine-phosphate-guanine non méthylés
et encadrés de deux purines en 5’ et de deux pyrimidines en 3°(Krieg ef al., 1995 ; Krieg
et al., 1998). Les motifs CpG immuno-stimulants servent en effet d’adjuvant génétique
et ils sont incorporés dans la structure des plasmides utilisés dans I’immunisation
génétique (Chu et al, 1997 ; Klinman 2003). Ainsi, la présence des motifs CpG
dans la séquence des plasmides utilisés comme vaccin 8 ADN influence la réponse
immunitaire. En effet, les motifs CpG stimulent la prolifération de plusieurs types
de cellules du syst¢tme immunitaire tel que les lymphocytes, les cellules NK et les CPA,
ainsi que la sécrétion des cytokines immuno-stimulantes, tel que les interleukines IL-6,
IL-12, Pinterféron gamma (INF-y), I’interféron alpha (INFa) et le facteur de tumeur
nécrosée alpha (FTN-a) (Klinman et al., 1996 ; Sato et al., 1996 ; Klinman 2003),
ce qui constitue une adaptation naturelle du systéme immunitaire 4 la menace provenant
des micro-organismes (Sasaki ef al., 2003). Cependant le nombre exact des motifs CpG
immuno-stimulants nécessaire a I’expression optimale de I’antigéne reste & déterminer
dii a Paction multidirectionnelle de ces motifs sur différents éléments du systéme

immunitaire (Sasaki et al. 2003).

5.3.3. Adjuvant génétique

Une sélection soigneuse de I’adjuvant peut amplifier la réponse immunitaire suite
a 'immunisation génétique. Le progrés acquis dans les domaines de I’immunologie
et de la biologie moléculaire ont permis I’utilisation de différentes cytokines comme
adjuvants, ainsi que le développement de nouveaux adjuvants conventionnels (Sasaki ef
al. 2003 ; Scheerlinck, 2000). Techniquement, le terme « adjuvant génétique » signifie
les vecteurs d’expression qui comportent les génes des cytokines et d’autres molécules
qui modulent la réponse immunitaire et qui sont administrées en méme temps

que le vaccin 8 ADN. Les séquences codant pour les adjuvants peuvent étre également
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incluses dans le méme vecteur d’expression que celui portant les séquences codantes

pour I’ADN d’intérét (Kim et al., 1997 ; Sasaki et al. 2003 ; Xiang et Ertl, 1995).

5.3.3.1. Les cytokines

Parmi les facteurs déterminant dans 1’élaboration d’une réponse immunitaire
humorale et cellulaire, la composition en cytokines sur le site d’immunisation

est un élément de premiére importance (Sasaki et al., 2003).

Les cytokines sont des protéines d’un faible poids moléculaire qui controlent
les interactions entre les cellules lymphatiques, les cellules inflammatoires et les cellules
hématopoiétiques (Kuby, 1997). En effet, les cytokines agissent comme des messagers
intracellulaires dans la réponse immunitaire, stimulant ainsi les cellules associées
a la réponse cellulaire qui activent les macrophages et les lymphocytes T cytotoxiques
CD8" (e.g., IL-2, IFN-y , IL-12 et TNF-a) et les cellules associées a la réponse humorale
(e.g., IL-4, IL-5, IL-6 et IL-10) qui stimulent les lymphocytes B (Pasquini ef al., 1997 ;
Sasaki ef al 2003). Le moment choisi pour injecter le géne codant pour une cytokine
par rapport au gene codant pour I’antigéne influence la réponse immunitaire (Barouch et

al. 1998 ; Kusakabe et al., 2000 ; Noormohammadi ef al,. 2001).

5.3.3.2. Cytokines induisant la réponse cellulaire

L’administration d’un plasmide codant pour I'IFN-y, I’IL-2, I’IL-12, I’Il-15
ou I'Il-18 (cytokines des TH1) comme adjuvant génétique lors de 1’immunisation
génétique permet d’induire une réponse cellulaire (Sasaki ef al 2003 ; Scheerlinck, 2001).
Parmi ces cytokines, I’'[L-2 a été la premiére utilisée comme adjuvant génétique.
La molécule IL-2 sécrétée par les lymphocytes CD4"™ TH: est reconnue pour activer
les lymphocytes T et induire la prolifération et la différentiation des lymphocytes T naifs
en cellules T mémoires ou effectives (Kuby, 1997). Par ailleurs, des expériences ont
montré que I’administration d’un plasmide codant pour I’IL2 reproduit les fonctions

principales de I'IL-2 dans la réponse immunitaire en permettant d’augmenter
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la production d’anticorps spécifiques, ainsi que le niveau d’IgG total dans le plasma
et d’induire une réaction inflammatoire d’hypersensibilité retardée qui se manifeste
lors du contact de ’antigéne avec les cellules T CD4" activées (Geissler ef al., 1999 ;
Raz et al., 1993).

5.3.3.3. Cytokines induisant la réponse humorale

L’utilisation des plasmides codant pour les cytokines IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
ou IL-13 (cytokines des TH2) comme adjuvants génétiques induit une réponse humorale.
En effet, ces plasmides causent une augmentation des anticorps IgG1, des anticorps
totaux et du ratio anticorps IgG1/IgG2a (Sasaki er al. 2003 ; Scheerlinck, 2001).
A P’exception de IL-6, la réponse des cellules lymphocytes T cytotoxiques et la réaction
d’hypersensibilité retardée diminue ou demeure inchangée lors de [’utilisation

des cytokines sécrétées par les cellules CD4" TH2 comme adjuvant (Scheerlinck, 2001).

5.3.3.4. Cytokines pro-inflamatoires

La cytokine GM-CSF « granulocyte/macrophages colony-stimulating factor »
stimule et recrute les cellules CPA et constitue un facteur de croissance des cellules
dendritiques (Morrisey et al., 1987; Caux et al., 1992; Tao et Levy, 1993). Elle permet
d’augmenter le titre d’anticorps (Scheerlinck, 2001). L’utilisation d’un vecteur
comportant le géne codant pour cette cytokine (GM-CSF) comme adjuvant génétique
lors d’immunisation génétique (example : vecteur codant pour les protéines du virus
de la rage ou du virus VIH-1) augmente la réponse cellulaire ou humorale spécifique
a Dlantigéne par rapport a I’injection du vecteur codant pour [’antigéne seul
(Kim et al. 1997 ; Xiang et Ertl, 1995).

5.3.3.5. Molécules co-stimulatrices
Les molécules co-stimulatrices (CD80/CD86) sont responsables de la
co-stimulation des cellules T lors des réponses immunitaires & la suite de I’engagement

du récepteur pour I’antigéne (TCR) par complexe CMH/antigéne (Kuby, 1997).
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La présence de ces molécules augmente le ratio anticorps/IgG ainsi que la réponse
des lymphocytes T cytotoxiques (Scheerlinck, 2001). En effet, I’utilisation des plasmides
codant pour les molécules co-stimulatrices CD86 (B7-2) ou CD80 (B7-1) comme
adjuvant génétique accroit la réponse des cellules T auxiliaires et cytotoxiques

(Sheikh et Morrow, 2003 ; Scheerlinck, 2001).
5.4. Perspectives

Présentement, la recherche dans le domaine de I’immunisation génétique est axée
principalement sur le développement des plasmides de plus en plus efficaces,
sur la théorie de la préparation du vaccin & ADN en vue de I’immunisation génétique
et sur les mécanismes associés aux voies d’administration particuliéres,
et sur les adjuvants. De nouvelles stratégies, comme celle de I’amorce-et-dose-rappel
(« prime-boost ») sont développées pour augmenter ’efficacité des vaccins 4 ADN.
Cette stratégie est basée sur les combinaisons de deux ou plusieurs modes de vaccination
et elle vise d’une part a augmenter le niveau des cellules T CD4+ et CD8+, et d’autre part
a générer une immunité cellulaire contre une variété d’antigéne. Dépendamment
de la combinaison utilisée, le niveau de la réponse cellulaire ou humorale peut étre
augmenté (Doria-Rose et Haighwood, 2003 ; Ramshaw et Ramsay, 2000). Egalement,
I'immunisation génétique est de plus en plus appliquée dans la production d’anticorps
spécifiques qui serviront pour la caractérisation moléculaire et immunologique
des protéines recombinantes (Chambers et Johnston, 2003). C’est dans cette perspective

que I’immunisation génétique sera utilisée lors de ce projet de recherche.
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But et objectifs



Le projet présenté s’insére dans un projet d’envergure portant sur le génome
et le protéome du granulovirus ChfuGV, un agent pathogene potentiel (bio pesticide),
pour le contrble biologique des populations de la tordeuse des bourgeons de 1'épinette.
Notre projet consiste plus précisément a étudier la protéine EGT du ChfuGV qui jouerait
un rdle important dans la mue des larves infectées. Nous supposons dans ce projet que
le produit du géne egt, déja identifié chez le virus ChfuGV soit un homologue fonctionnel
de la protéine EGT du virus AcMNPV. Pour vérifier cette hypothése, nous avons établi
les objectifs suivants au début de notre recherche :

- caractérisation moléculaire du géne egt, plus particuliérement :

o clonage, séquencage et analyse de la séquence en nucléotides, ainsi
que de la séquence déduite en acides aminés du produit du géne eg/
pour s'assurer de son identité.

- caractérisation immunologique de la protéine EGT du virus ChfuGV.

Pour atteindre cet objectif nous allons :

o produire la protéine recombinante EGT par l'expression du géne eg/
inséré dans un vecteur d'expression procaryote ;

o purifier la protéine recombinante et I'utiliser lors de tests ELISA
et des analyses par immunobuvardage de type Western;

o insérer le géne egr dans un vecteur d'expression eucaryote (pcDNA3)
et utiliser la construction ainsi obtenue lors de l'immunisation
génétique pour la production des anticorps polyclonaux anti-EGT.

- caractérisation de la spécificité et de la cinétique de production des anticorps
anti-EGT en présence ou en absence du vecteur pcDNA3 et de I’interleukine IL-2 comme

adjuvant immunologique.
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Matériel et méthodes



1. Production du ChfuGYV et purification de ’ADN génomique

Le premier objectif de ce projet consistait & produire in vivo le virus ChfuGV
et a purifier son ADN génomique. L’ADN génomique purifié du ChfuGV était nécessaire

pour permettre 1’isolation du géne egr.
1.1.  Production et purification du ChfuGVY

Etant donné l'absence d'une lignée cellulaire permissive pour la réplication
du virus ChfuGV, le virus a été produit dans des larves de la tordeuse des bourgeons
de I'épinette. Des larves de deuxiéme stade de développement ont été fournies
par le Service Canadien des foréts de Sault-Sainte-Marie. Les larves ont été déposées
sur de la nourriture artificielle (Grisdale et Wilson, 1988) et ont été élevées dans
une chambre environnementale (Growth Cabinet, Sanyo Caltec Scientific)
a une température de 25°C, une humidité relative de 50% et une photopériode
de 14 : 10 heures (jour : nuit). A leur quatriéme stade larvaire, les larves ont été infectées
par le virus en étalant 75 pl d’une suspension virale de 4x10° particules virales/ml
sur 200 mm* de nourriture artificielle. Aprés une période d'incubation de 10 jours
en présence du virus, les larves mortes et celles présentant des signes d’infection
par le virus (un flétrissement, une liquéfaction ou un changement de la coloration

du corps) ont été récoltées et conservées a —20°C.

Le virus a été purifié a partir des larves infectées selon la méthode de Tompkins
(1991). Les larves infectées ont été homogénéisées (Omni-Mixer 17150, Du Pont
Instruments, USA) dans une solution de SDS 1%. Ensuite, la suspension obtenue
a été filtrée a travers une couche de coton a fromage d'une triple épaisseur, puis
centrifugée a 300 x g pendant 5 minutes, afin d'éliminer les débris d'insectes.
Le surnageant a été centrifugé a 10 000 x g pendant 25 minutes, afin de récupérer
les particules virales et les cellules infectées par le ChfuGV. Le culot ainsi obtenu
a été resuspendu dans une solution de NaCl 0,5 M et a été incubé durant 30 minutes
a la température de la piéce pour permettre la lyse des cellules infectées. Ensuite, le lysat

a été centrifugé deux fois pendant 10 minutes & 10 000 X g et le culot, contenant
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les particules virales et les débris cellulaires, a été resuspendu dans de I’eau distillée

stérile.

Les virus ChfuGV ont été purifiés par ultracentrifugation sur un gradient
de glycérol. La suspension virale a été déposée sur un gradient discontinu de glycérol
(Sigma, Canada) de 100% a 60% (v/v) et centrifugée a 19 000 xg pendant 45 minutes
a 4°C. Apres la centrifugation, la fraction virale, située au niveau de la concentration
en glycérol de 70%, a été récupérée, lavée trois fois dans l’eau stérile distillée
et centrifugée & 10 000 x g pendant 10 minutes a 4°C. Le culot contenant le ChfuGV
purifié¢ a été conservé a —20°C. L'intégrité des particules virales purifiées et la quantité

de virus obtenue ont été vérifiées au microscope électronique.
1.2.  Analyse par microscopie électronique du ChfuGYV purifié

La microscopie électronique a été utilisée pour évaluer la concentration
de la suspension virale et pour vérifier I’intégrité des virus purifiés. Ainsi, un volume
de 100 pl d’une suspension de billes de latex «S-130-3 polystyréne latex »
(Agar Scientific, Royaume-Uni) a 3,51x10® billes/m! a été ajouté a 100 pl de suspension
de ChfuGV purifié¢ diluée 1/2000. Ce mélange a été fixé sur des grilles de cuivre
(MECALAB, Canada) suite a une centrifugation de 5 minutes a 50 000 x g. Ensuite,
les grilles ont été rincées a I’eau distillée, séchées a la température de la piéce
sur un papier buvard, puis colorées a l'acide phosphotungstique (PTA) a 3% (pH 6,0).
Les grilles ainsi colorées ont été observées au microscope électronique (EM 300, Philips
Electronics Industries Ltd., Eindhoven, Pays-Bas) a un agrandissement de 13 000 x.
La concentration des particules virales purifiées a été déterminée en comparant leur

nombre avec celui des billes de latex.
1.3. Isolation des nucléocapsides enveloppées du ChfuGV

Les nucléocapsides du virus ChfuGV ont été isolées suite a un traitement alcalin,

suivi d’une ultracentrifugation sur un gradient de saccharose. Pour ce faire, 100 pl
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de la suspension de granulovirus purifiés ont été centrifugés a4 10 000 x g pendant
5 minutes. Le culot obtenu a été resuspendu dans 500 ul d’une solution de Na,CO; 0,5 M
(pH 10.5). Suite a une incubation de 30 min a la température de la piéce, le mélange
a été centrifugé a 6 000 x g pendant 10 minutes. Le surnageant contenant
les nucléocapsides enveloppées détachées de leur corps d’inclusion, a été soumis
au méme traitement une seconde fois. Les deux fractions obtenues ont été combinées
et déposées sur un gradient de saccharose discontinu de 50 % a 10 %. Suite 4 une
centrifugation & 25 000 x g pendant 60 minutes a 4°C, la fraction contenant
les nucléocapsides enveloppées a été récupérée, lavée dans I’eau distillée puis centrifugée
a 25 000 x g pendant 60 minutes & 4°C. Le culot contenant les nucléocapsides
enveloppées purifiées a été finalement resuspendu dans 200 ul de tampon TE, pH 7,0
(Tris-HCl, 10 mM, EDTA 1 mM) et conservé a -20°C jusqu’a son utilisation

pour l'extraction d’ ADN viral.

1.4.  Extraction et purification de I’ ADN virale du ChfuGVY

Les nucléocapsides enveloppées ont été digérées pendant 60 minutes a 37°C
par la solution de protéinase K (250 pg/ml) dans un tampon TKS (tampon TE pH 7.4,
et 0,5 % de SDS). Par la suite, 'ADN viral a été extrait en incubant la suspension des
nucléocapsides digérées dans un volume de phénol saturé avec le tampon TE (pH 7,4),
pendant 5 minutes & 4°C. Ce mélange a été centrifugé a 10 000 x g pendant 5 minutes
et la phase aqueuse contenant I’ADN viral a été récupérée. L'extraction au phénol saturé
a été répétée une fois de plus a partir de la phase aqueuse, puis I'ADN viral a été purifié
4 fois avec 1 volume de phénol : chloroforme : isoamyl (25 : 24 : 1), puis 2 fois avec
1 volume de chloroforme : isoamyl (24 : 1). L’ADN extrait a été précipité pendant
18 heures 4 —20°C en présence de 2.5 de volume d’éthanol 100 % glacial et 0,1 volume
de CH;COONa 3 M (pH 5,2). Ensuite, ’ADN a été sédimenté par centrifugation
a 16 000 x g pendant 25 minutes et lavé dans 1ml d’éthanol a 70%. Finalement, I’ADN
a été centrifugé a 16 000 x g pendant 10 minutes et resuspendu dans 30 pl de tampon

TE (pH 7,4) puis conservé a -20°C. La pureté et la quantité d’ADN viral ainsi extrait
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ont été vérifiées en mesurant la densité optique a une longueur d’onde de 260 nm et

de 280 nm, ainsi que par une €lectrophorése sur gel d’agarose (0,8 %).

Afin d'analyser les échantillons d'ADN viral, des électrophoréses sur gel
d’agarose a 0,8% (p/v) dans un tampon TAE (Tris-acétate 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,3)
ont été effectuées. Les échantillons d’ADN viral a analyser et le marqueur de poids
moléculaire de 1 kpb (Invitrogen Corporation) ont été dilués dans le tampon de charge
de bleu de bromophénol (0.25% p/v), de Xylene-Cyanol 0.25% (p/v),
et de glycérol 30% (v/v). Un volume de 5 pl des échantillons a été déposé dans les puits
d’un gel d’agarose disposé dans un appareil d'électrophorése horizontale (HorizonTM
11.14 BRL, Life Technologie inc) rempli du tampon TAE. Pour permettre la migration
de I’ADN, un courant constant de 100 V a été appliqué durant 30 minutes. Par la suite,
le gel a été coloré au bromure d’éthidium 10 pg/ml et les bandes d’ADN ont été
visualisées, sous les rayons UV d’un transilluminateur (Bio-Rad, Canada). La longueur
des fragments d’ADN a été déterminée en comparant leur distance de migration sur le gel

avec celles des fragments du marqueur de poids moléculaire de 1 kpb.

2. Expression de la protéine EGT dans un systéme procaryote

L’ADN viral purifié du ChfuGV a été utilisé comme matrice lors
de ’amplification par PCR du gene codant pour la protéine EGT. Le géne egr amplifié
a été cloné dans le vecteur pCR®2.1 afin d’augmenter sa stabilité puis a été sous cloné
dans le vecteur d’expression pQE32. Le vecteur recombinant obtenu a été séquencé afin

de s’assurer de I’intégrité de la séquence et du cadre de lecture du géne.

L’identification et I’analyse du géne codant pour la protéine EGT ont permis
de procéder a 'étape de I’expression de cette protéine dans un systéme procaryote.
Le vecteur d’expression pQE32 recombinant, contenant le géne egt a été utilisé pour
transformer les cellules bactériennes E.coli M15(pREP4). La purification de la protéine
recombinante EGT dans ce systéme d'expression a été effectuée par la chromatographie
d’affinité.
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2.1 Clonage du géne codant pour la protéine EGT

2.1.1 Amplification par PCR du géne codant pour la protéine EGT

Les amorces oligonucléotidiques utilisées pour amplifier le géne codant pour
la protéine EGT ont été choisies en se basant sur la séquence du gene eg/ du virus
ChfuGV déja établie. L’amorce sens (SegtF) était composé de 26 nucléotides
(5’-CGCATGCTCATGTTCGTGCAACTAAT-3") et correspondait aux 18 premiers

nucléotides du géne egr. De plus, la partie composée de 8 nucléotides en amont du codon

"start" contenait une séquence correspondant au site de restriction reconnu
par D’endonucléase de restriction Sphl et de deux nucléotides qui assuraient
la concordance du cadre de lecture ouvert du géne a insérer. L'amorce anti-sens (PegtR)
était  composée  également de 26  nucléotides et sa  séquence
(5-TTCTGCAGGTTTAACCCTAGCAGTGT-3’) correspondait a la région localisée
100 nucléotides en aval du codon stop du géne egt. Des nucléotides, correspondant au site
de restriction reconnu par ’endonucléase de restriction Pssl ont été ajoutés en aval
de I’amorce PegtR. L’ajout de ces deux sites de restriction a permis de cloner de fagon
directionnelle le géne egr dans le vecteur d’expression pQE32 préalablement clivé
par les mémes endonucléases de restriction (Sphl et PstI). Les amorces SegtF et PegtR
ont été synthétisées au service de synthése des oligonucléotides de I’'INRS-Institut

Armand-Frappier.

La réaction d’amplification par PCR du géne egr a été effectuée a partir de 50 ng
d'ADN viral (utilisé comme matrice) dans un volume final de 50ul contenant du tampon
(Tris-HCI 10 mM, KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM ), un mélange de dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) a une concentration de 100 pM de chaque dNTP, les amorces SegtF
et PegtR a une concentration finale de 0,2 uM chacune, et 1 unité d’enzyme Tag
polymérase (Stratagene). La réaction d’amplification par PCR a été effectuée dans
un thermocycleur programmable de AB Applied Biosystems (Gene AmPCRsystem 9700)
selon les paramétres suivants : dénaturation de ’ADN matrice pendant 45 secondes

a 94°C, appariement des amorces a I’ADN matrice dénaturé pendant 45 secondes & 55°C
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et extension, par la Taq polymérase, des amorces pendant 90 secondes a 72°C. Ce cycle
a été répété 35 fois et suivi d’une étape d'extension de 10 minutes & 72°C. Les résultats
de l'amplification par PCR ont été analysés par électrophorése sur du gel d’agarose.

La taille de I'amplicon recherché était de 1,5 kpb.

2.1.2. Clonage du fragment codant pour la protéine EGT dans le vecteur pCR®2.1

Le fragment d’ADN amplifié par PCR a été cloné dans le vecteur pCR®2.1
(Invitrogen Corporation), en utilisant le systéme de clonage TA cloning®Kit du méme
fournisseur. Ce systeme met en profit la capacité¢ de ’ADN polymérase Taq a ajouter
de simples déoxyadénosines (A) aux extrémités 3’ de toutes les molécules doubles brins,
créant ainsi des extrémités cohésives et permettant d’insérer le fragment amplifié dans
le vecteur pCR®2.1 linéarisé et muni des extrémités 3’ T-dépassant le site d’insertion
du vecteur. Le clonage dans le vecteur pCR®2.1 a permis de conserver la stabilité
et l'intégrité de l'amplicon, ainsi qu'a faciliter son sous clonage dans un vecteur

d’expression pQE32.

Le produit PCR a été purifié a partir du mélange réactionnel en utilisant un filtre
Microcon® PCR (Millipore, Canada). Le produit PCR a été placé dans un filtre
et a été centrifugé & 1 000 X g pendant 15 minutes. Le produit PCR purifié a été élué
dans un tube collecteur en ajoutant 20 pl d’eau stérile sur le filtre et en centrifugeant
ce filtre 4 1 000 x g pendant 2 minutes en position inversée. Le fragment d’ADN

ainsi purifié a été quantifié et conservé a -20°C jusqu’a son utilisation ultérieure.

Le fragment d’ADN amplifié¢ purifié a été inséré dans le vecteur d’expression
pCR®2.1 4 I'aide de I’enzyme T4 ADN ligase (Invitrogen Corporation). Pour effectuer
cette réaction, 10 ng d’ADN de I’amplicon et 50 ng d’ADN plasmidique ont été ajoutés
dans de tampon de ligation (Tris-HCl 6 mM, pH 7,5, MgCl; 6 mM, NaCl 5 mM,
BSA 1mg/ml, B-mercaptoéthanol 7 mM, ’ATP 0,1 mM, DDT 2 mM, spermidine 1 mM)
contenant 4 unités de ’enzyme T4 DNA ligase. Le volume final de cette réaction était

de 10 pl. Ce mélange a été incubé pendant 18 heures dans un bain a 14°C, puis le produit

49



de ligation a été conservé a 4°C jusqu’a I’étape de la transformation des cellules

bactériennes compétentes.
2.1.2.1. Transformation des cellules bactériennes E.coli INVaF’)

La transformation des cellules bactériennes FE.coli INVaF’ compétentes
par le vecteur recombinant pCR®2.legt a été effectuée en utilisant le systéme
« TA cloning®Kit » d’Invitrogen Corporation. Ainsi, 50 pl de bactéries E.coli INVaF’
compétentes « One Shot™ » (Invitrogen Corporation) ont été incubés pendant 30 minutes
sur glace en présence de 2 pl de plasmide recombinant pCR®2.1egt, puis soumis
a un choc thermique & 42°C pendant 30 secondes pour permettre la pénétration de I’ADN
plasmidique dans les bactéries. Les cellules bactériennes ont été incubées pendant
60 minutes a 37°C avec agitation constante (225 rpm) dans 250 ul de milieu SOC
(2,0% p/v tryptone, 0,5% p/v extrait de levure, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl, x 6H,0, 20 mM glucose). Aprés cette incubation, des volumes de 20 ul, 50 pl
et 150 pl de la suspension de bactéries transformées ont été étalés sur une gélose L-B
Luria-Broth (1% (p/v) bactro-tryptone, 0,5% (p/v) d’extrait de levure, 1% (p/v) NaCl,
1,5% (p/v) d’agar) contenant 100 pg/ml d’antibiotique ampicilline et 40 mg/ml
du substrat de sélection colorimétrique bromo-4chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside
(X-Gal) (Invitrogen Corporation). Ces géloses ont été incubées, par la suite, pendant 18

heures & 37°C en position inversée a I’abri de la lumiére.
2.1.2.2. Sélection des colonies recombinantes et purification de ’ADN plasmidique

Les bactéries transformées par le vecteur recombinant pCR®2.legt
sont sélectionnées selon le protocole basé sur deux caractéristiques du systéme utilisé.
Premiérement, la transformation par le vecteur pCR®2.1 comportant le géne de résistance
a lampicilline comme marqueur de sélection confére aux bactéries E.coli INVaF’,
normalement sensibles a I'ampicilline, une résistance a cet antibiotique.
Ainsi, les bactéries transformées par le vecteur pCR®2.1 pourront croitre dans un milieu

contenant I’ampicilline. Deuxiémement, les bactéries transformées par le vecteur
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recombinant sont détectées en observant la couleur des colonies (blanches ou bleues)
sur les géloses. La différence de couleur est provoquée par la présence ou I’absence
de enzyme [-galactosidase fonctionnelle. Une mutation au niveau du géne lacZ chez
la souche bactérienne E.coli INVaF’ empéche la synthése de la forme active
de cette enzyme, car elle est dépourvue de la séquence codant pour le peptide a.
Par contre, cette séquence (lacZa) est présente sur le plasmide pCR®2.1, ce qui permet
I’a-complémentation (Ullman er al., 1967) de la B-galactosidase aprés la transformation,
a la condition que le cadre de lecture ne soit pas interrompu par I’insertion de I’ADN
exogene lors de la ligation (le site de clonage se trouve & Dintérieur du géne lacZa).
L'activité de la B-galactosidase rétablit par a-complémentation peut étre visualisée in vivo
par un test colorimétrique, en utilisant le X-Gal comme substrat. Les bactéries ayant
incorporé le pCR®2.1 peuvent métaboliser le substrat X-Gal par [Dactivité
de la B-galactosidase, ce qui produit des colonies de couleur bleue. Par contre, I’insertion
d’un fragment d’ADN dans le vecteur pCR®2.1 interrompt le cadre de lecture du géne
lacZa, ce qui empéche I’a-complémentation et prohibe la dégradation du substrat X-Gal,

produisant ainsi des colonies blanches.

Chaque colonie bactérienne recombinante ainsi sélectionnée a été transférée dans
3 ml de milieu de culture bactérien LB contenant 100 pg/ml d’ampicilline, puis incubée
a4 37°C pendant 18 heures. A partir de ces cultures, 1,5 ml a été prélevé pour I’extraction
de I’ADN plasmidique en utilisant le systéme « QIA prep® Miniprep » (Qiagen).
Apres une centrifugation de 13 000 X g pendant 1 minute, les surnageants
ont été éliminés et les culots bactériens ont été resuspendus dans 250 pl de tampon
(50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0) contenant de la ribonucléase A (0,1 mg/ml).
Par la suite, les bactéries ont été lysées durant 5 minutes & température de la piéce dans
250 pl de tampon de lyse (200 mM NaOH, 1% SDS (p/V). Les lysats obtenus
ont ét€ neutralisés par I’ajout de 350 pl de tampon de neutralisation (CH3COOK 3M, pH
5,5). Ensuite, les lysats ont été centrifugés a 10 000 x g pendant 10 minutes
pour précipiter I’ADN génomique, les débris cellulaires et le SDS. Les surnageants ainsi
obtenus ont €été transférés sur des filtres composés d’une membrane de gel-Silice

(Qiagen), insérés dans des tubes collecteurs et centrifugés a 10 000 x g pendant 1 minute.
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Ils ont été ensuite lavés deux fois en ajoutant 750 pl de solution de lavage (75% éthanol)
suivi d’une centrifugation a 10 000 x g pendant 1 minute. L’ADN plasmidique
a ¢été finalement élué du filtre en ajoutant 50 pl d’eau puis a été récupéré

suite & une centrifugation de 1 minute & 10 000 xg.

La présence de I’amplicon & [I’intérieur des plasmides recombinants
a été confirmée par une digestion enzymatique de I’ADN plasmidique par I’endonucléase
de restriction Pstl (Life Technologies). Pour ce faire, 0,4 ug d’ADN plasmidique purifié
a été incubé pendant 60 minutes & 37°C en présence de 2 unités de I’endonucléase
de restriction PsiI et de 2 pl tampon de digestion concentré « REACT 2» du méme
fournisseur pour la concentration finale 50 mM Tris-HCI, (pH 8,0) 10 mM MgCl,,
50 mM NaCl dans un volume total de 20 pl. Les produits de la réaction de digestion
ont été analysés sur le gel d’agarose afin de vérifier la présence des fragments d’ADN
de tailles prédites dans le cas d’un plasmide recombinant. Suite au profil
électrophorétique d’ADN  obtenu, trois plasmides recombinants pCR®2.legt

ont été choisis pour le sous clonage.

2.1.3. Sous clonage du fragment du géne codant pour la protéine EGT dans
le vecteur d’expression pQE32

Suite a la confirmation de la présence de I’amplicon dans le vecteur recombinant
pCR®2.1egt, le géne egr a été sous cloné dans le vecteur d’expression pQE32 (Qiagen).
Ce vecteur d’expression permet I’ajout de 6 résidus histidines (6xHIS) a la région
N-terminale de la protéine recombinante exprimée. La queue 6xHIS permet la détection
de la protéine recombinante par immunobuvardage et, en méme temps, la purification
de la protéine recombinante par chromatographie d’affinité sur la colonne NI-NTA.
L’expression du geéne inséré au site de clonage multiple du vecteur d’expression pQE32
est régulée par le répresseur lac, codée par le plasmide auxiliaire PREP4 de la bactérie
E.coli M15. La protéine répressive lac empéche de fagon constitutive la transcription de
gene codant pour la protéine recombinante en se liant & la séquence « opéron
lac / promoteur » du vecteur d’expression pQE32. Cette répression est stoppée par I’ajout

d’isopropyl-B-D-thiogalactoside (IPTG). L’IPTG inactive la protéine répressive lac
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et induit ainsi ’expression & partir du promoteur /ac. La Figure 2 présente la stratégie

du clonage du geéne egr dans le vecteur d’expression pQE32.

2.1.3.1. Digestion du fragment ADN codant pour la protéine EGT et du vecteur
d’expression pQE32

Les trois plasmides recombinants pCR®2.1egt sélectionnés, ainsi que le vecteur
pQE32 ont été digérés en utilisant les sites de reconnaissance des endonucléases
de restriction Sphl et Pstfl insérés par PCR respectivement en amont et en aval
du fragment cloné. La digestion par I’endonucléase Ps/] a été réalisée dans les mémes
conditions que la réaction décrite dans la section 2.1.2.2. et les produits de ces réactions
ont été analysés par I’électrophorése sur le gel d’agarose. Suite & la migration sur gel
d’agarose des produits de digestion, les bandes d’ADN d’intéréts, correspondant aux
vecteur d’expression pQE32 (3,4 kpb) et au fragment d’ADN contenant 1’amplicon
(3,9 kpb ou 1,5 kpb, dépendamment de I’orientation de I’insert dans le plasmide
pCR®2.1egt), ont été séparément excisées et extraites du gel d’agarose en utilisant
le systéme de purification « Sephaglas™ BandPrep » (Amersham Pharmacia Biotech,
Canada). Les cubes de gels d’agarose contenant les fragments d’intérét ont été dissous
dans 250 pl de tampon contenant de I’iodure de sodium lors d’une incubation
de 10 minutes a 60°C. L’ ADN ainsi libéré a été incubé en présence de 5 pl d’une solution
de billes de Sephaglas™ BP (20% (p/v) Sephaglas, 0,15% Kathon™ CG/ICP Biocide)
pendant 5 minutes 4 température ambiante en mélangeant toutes les minutes,
puis la solution a été centrifugée deux fois pendant 30 secondes a 13 000 xg et lavée trois
fois dans le tampon de lavage (20 mM Tris-HCI, pH 8,0 ; 1 mM EDTA et 0,1 mM NaCl,
70% éthanol). L’ ADN li€ aux billes de Sephaglas a été élué en incubant les billes pendant
5 minutes a température de la piéce en présence de 10 pl de tampon d’élution
(10 mM Tris-HCI, pH8,0; 1 mM EDTA) pour étre récupéré en centrifugeant
la suspension & 13 000 xg pendant 30 secondes et en prélevant le surnageant.
L’ADN ainsi récupéré a été analysé par électrophorése sur du gel d’agarose

pour la présence des fragments d’intéréts. La concentration d’ADN a été estimée

53



Figure 2. Clonage du géne egf dans le vecteur d’expression procaryote pQE32
(Qiagen) en vue d’expression de la protéine EGT (Anonyme, 2000).
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en comparant ’intensité de ces fragments d’ADN sur le gel avec ’intensité des fragments

d’ADN du standard de poids moléculaire.

Les fragments purifiés ont été soumis & la digestion par I’endonucléase Sphl
(Life Technologies). Dans chaque réaction, environ 500 ng d’ADN ont été digérés
dans un volume final de 20 pl pendant 60 min a 37°C en présence d’une unité
de P’endonucléase Sphl dans le tampon « REACT6 » (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 ;
MgCl; 6 mM, NaCl 50 mM et KCI 50 mM - Life Technologies). Les produits
de ces réactions ont été analysés suite a une électrophorése sur gel d’agarose
puis ont été purifiés en utilisant le systéme de purification « SephaglasTM BandPrep »

selon le protocole précédemment décrit dans cette section.

2.1.3.2. Clonage du fragment d’ADN codant pour la protéine EGT dans le vecteur
d’expression pQE32 et transformation des cellules bactériennes
compétentes

L’ADN codant pour la protéine EGT a été cloné dans le vecteur d’expression
pQE32. La réaction de ligation a été effectuée en incubant 50 ng du vecteur pQE32,
15 ng du fragment codant pour le géne egr et 4 unités de I’enzyme T4 ADN ligase
(Life Technologies) dans 10 pl de tampon de ligation (Tris-HCl 50 mM, pH 7,6 ;
MgCl;10 mM, ATP 1 mM, 1 mM DDT, polyethyléne glycol-800 5% w/v) pendant
18 heures a 14°C. Le produit de cette réaction, le vecteur recombinant pQE32egt
a ¢été utilisé pour transformer les cellules bactériennes TOPO 10 F’ compétentes
(Invitrogen Corporation) selon la méthode décrite dans la section 2.1.2.1. de ce chapitre.
Les cellules bactériennes ainsi transformées ont été étalées sur une gélose LB contenant

100 pg/ml d’ampicilline.
2.1.3.3. Sélection des colonies recombinantes contenant le plasmide pQE32egt
L’acquisition du vecteur pQE32egt recombinant par les cellules bactériennes

E.coli TOP 10 F’ compétentes permet a ces dernieres de croitre dans le milieu contenant

de I’ampicilline. Des colonies bactériennes recombinantes ont été recueillies séparément
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et transférées dans 3ml de milieu de culture bactérien LB contenant 100 pg/ml
d’ampicilline. Aprés une incubation de 18 heures a 37°C, 1,5 ml de chaque culture
bactérienne obtenue ont été utilisés pour I’extraction de I’ADN plasmidique en utilisant
le systéme « QIA prep e Miniprep » selon la méthode décrite dans la section 2.1.2.2.
La présence de l'insert contenant le geéne egr & I’intérieur du vecteur d’expression
pQE32egt a été confirmée par une double digestion de I’ADN plasmidique
par les endonucléases de restriction Hindlll et Kpnl. Le profil de migration obtenu suite
a la digestion de I’ADN plasmidique a été comparé avec le profil prédit par le systéme
de cartographie de restriction « NEBcutter » (New England Biolabs), disponible

sur le site de la compagne (www.neb.com).

L’intégrité de la séquence et du cadre de lecture du géne egf des plasmides
recombinants pQE32egt a été vérifiée par séquencage selon la technique de Sanger
(Sanger ef al, 1977) en utilisant une amorce sens (5’-CGGATAACAATTTCACACAG-3’)
et anti-sens (5’-GTTCTGAGGTCATTACTGG-3’) complémentaires aux séquences situées
respectivement en amont et en aval du site de clonage multiple du vecteur d’expression
pQE32. L’analyse des séquences en acides nucléiques obtenues a été réalisée en utilisant

le logiciel « Gene Work 2.5 » (Intelligenetics Inc., USA).

2.2. Expression de la protéine recombinante EGTx6HIS dans
des cellules bactériennes M15 (pREP4)

Le géne codant pour la protéine EGT cloné dans le vecteur d’expression pQE32
a été exprimé en utilisant le systéme « QIAexpress Expression » de Qiagen. Ce systéme
permet d'exprimer la protéine recombinante dans les cellules bactériennes E. coli
M15 (pREP4) qui contiennent un plasmide auxiliaire pREP4. Ce plasmide assure, entre
autres, la résistance a la kanamycine et il contient également le géne codant la protéine
répressive /ac qui contrdle I’expression de la protéine recombinante. L’expression de la
protéine recombinante dans ce systéme est induite par 1’ajout d’IPTG qui inactive la

protéine répressive lac.
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2.2.1. Transformation des cellules bactériennes E.coli M15 (pREP4) par
le plasmide recombinant pQE32egt

Afin de transformer les cellules bactériennes E. coli M15 (pREP4), 1 pg
du plasmide recombinant pQE32egt et 1 pg du plasmide pQE32 ont été incubés
séparément en présences des cellules bactériennes dans un bain de glace pendant 20
minutes, puis ce mélange a été soumis a un choc thermique & 42°C pendant
90 secondes, et transféré immédiatement sur glace. Les parois bactériennes fragilisées par
le choc thermique ont été régénérées en ajoutant 500 pl de bouillon PSI (milieu LB,
MgSO;s 4 mM, KCL 10 mM) et en incubant le mélange a 37°C pendant 60 minutes
avec une légére agitation (150 rpm). Ensuite, les bactéries transformées ont été étalées
sur une gélose agar 2xYT (tryptone 1,6% p/v, extrait de levure 1,0% p/v, NaCl 10 mM,
pH 7,0) contenant 25 pug/ml de kanamycine et 100 pg/ml d’ampicilline et incubées

pendant 18 heures a 37°C en position inversée.

2.2.2 Cinétique d’expression de la protéine recombinante EGTx6HIS par
les bactéries E. coli M15[(pREP4)(pQE32egt)]

La gélose 2xYT contenant de D’ampicilline et de la kanamycine permet
de sélectionner exclusivement les cellules bactériennes E. coli M15(pREP4) contenant
a la fois deux plasmides, pQE32egt et pREP4, lesquels conférent la résistance
a Pampicilline et a la kanamycine, respectivement. Ainsi, les colonies bactériennes
transformées ont été transférées dans un volume de 3 ml de bouillon 2xYT contenant
25 pg/ml de kanamycine et 100 pg/ml d’ampicilline et ont été incubées 18 heures a 37°C
sous agitation constante a 200 rpm. Par la suite, 0,5 ml de cette culture bactérienne
a été transféré dans 10 ml de milieu liquide 2xYT contenant 25 pg/ml de kanamycine
et 100 pg/m! d’ampicilline. La culture bactérienne a été incubée a 37°C sous agitation
constante a 225 rpm jusqu’a ce qu’elle atteigne la phase exponentielle de croissance,
déterminée en mesurant la densité optique (0,5-0,7) de la culture bactérienne
a une longueur d’onde de 600 nm. Une fois la phase exponentielle atteinte, I’expression
de la protéine recombinante EGT par les bactéries E. coli M15[(pREP4)(pQE32egt)]
a ¢été¢ induite par I’ajout d’IPTG a une concentration finale de 1 mM.

La culture bactérienne ainsi induite fut incubée dans les mémes conditions durant 1, 2, 3,
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5,7, 9 et 12 heures suivant I’induction de I’expression de la protéine EGT. A chacun des
différents temps 1 ml de culture bactérienne a été prélevé et centrifugé
a 13 000 x g pendant 1 minute. Les culots bactériens ont été resuspendus dans le tampon
de charge et conservés a —70°C jusqu’a leur analyse par électrophorése sur du gel

de polyacrylamide (SDS-PAGE).

Par ailleurs, les culots bactériens obtenus aprés 5 heures d'incubation
ont été utilisés pour déterminer la solubilité de la protéine recombinante. Les bactéries
recombinantes ont été lysées en présence de lysozyme a une concentration finale
de 1 mg/ml dans un tampon de lyse, pH 8,0 (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazole
10 mM) pendant 30 minutes sur glace, puis en les soniquant 6 fois durant 20 s sur glace
(« 550 Sonic Dismembrator », Fisher, Canada, muni d'une sonde de type « microtop »).
Le lysat ainsi obtenu a été centrifugé & 10 000 x g pendant 30 minutes a 4°C. Le culot
resuspendu dans le tampon de lyse et le surnageant ont été analysés par I'électrophorése
sur le gel de polyacrylamide de 12% (SDS-PAGE - Laemmli, 1970).

Les protéines contenues dans les fractions analysées ont été dissociées
et dénaturées a une température 100°C pendant 5 minutes dans le tampon électrophorése
réducteur (SDS 2% p/v, glycérol 10% v/v, B-mercaptoéthanol 35 mM, Tris-HCI 625 mM,
pH 6,8). Un volume de 15 pl des échantillons ainsi préparés a été déposé sur deux gels
de polyacrylamide 12% identiques disposés dans une cellule électrophorétique
« Mini-Protean® II Dual Slab Electrophoresis » (Bio-Rad) contenant du tampon SDS
(Tris-HCI 25mM pH 8,3, SDS 0,1% p/v, glycine 192 mM). Suite & une électrophorese
de 45 minutes sous un voltage constant de 100 V, I’un des gels a été coloré pendant
30 minutes dans une solution de bleu de coomassie (bleu de coomassie R-250 0,4% p/v
(Bio-Rad), méthanol 40% v/v, acide acétique 10% v/v) et décoloré pendant 4 heures
dans une solution de décoloration (méthanol 40% v/v, acide acétique 10% v/v).
Les protéines du second gel ont été transférées sur une membrane PVDF

dans le but de réaliser un immunobuvardage de type Western (Burnette, 1981).
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La détection de la protéine recombinante EGTx6HIS a été effectuée en utilisant
la technique de l'immunobuvardage de type Western. Dans cette méthode, les protéines
séparées par €lectrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) ont été transférées
sur une membrane PVDF en utilisant un courrant électrique. La présence de protéine
d'intérét sur cette membrane a été détectée par une réaction immunochimique a I’aide
d’anticorps monoclonaux anti-6HIS. La détection du complexe antigéne - anticorps
a été possible grace a I’utilisation d’un anticorps secondaire, dirigé contre les domaines
constants de I’anticorps primaire et couplé a un substrat chromogeéne.
L’anticorps primaire utilisé était dirigé contre la séquence de six histidines ajoutées

en amont de la séquence de la protéine EGT recombinante.

Bri¢vement, le gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) produit par I'électrophorése
a été rincé dans de l'eau déionisée et déposé sur la membrane PVDF (BioRad),
préalablement activée pendant 5 minutes dans du méthanol 70%, puis saturée
dans le tampon de transfert (Tris-HCl 25 mM, glycine 192 mM, méthanol 20% v/v).
Le transfert des protéines du gel de polyacrylamide sur la membrane a été effectué
pendant 60 minutes sous un courrant constant de 20 mA dans l'appareil

« Mini Trans-Blot » BioRad en présence du tampon de transfert refroidi.

Suite au transfert des protéines, les sites libres de la membrane PVDF
ont été bloqués pendant 1 heure a 37°C dans une solution contenant du BSA 2% (p/v),
TWEEN 20 0,1% (p/v) et Tris-HCl 50 mM, pH 7,5. Par la suite, la membrane
a été incubée avec une agitation constante pendant 1 heure a température de la piéce dans
la solution d’anticorps monoclonaux anti-histidine (anti-6xHIS) de souris « Penta-His™
Antibody » (Qiagen) (0,1 pg/ml) dans du BSA 1% (p/v), Tris-HC! 50 mM, pH 7,5.
La membrane a été lavée trois fois pendant 20 minutes avec le tampon de lavage (Tween-
20 0,05% v/v et Tris-HCl 50 mM, pH 7,5) et incubée, avec agitation constante,
pendant 1 heure, a température de la piéce en présence de I’anticorps de chévre dirigé
contre les IgG de souris et conjugué a la biotine (CALBIOCHEM®, Biosciences Inc.,
Canada) dilué 1: 250 dans le méme tampon que l'anticorps primaire. La membrane

a été de nouveau lavée trois fois puis incubée 30 minutes & température de la piéce
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dans une solution contenant le complexe streptavidine-peroxidase (CALBIOCHEM,
Biosciences Inc.) dilué 1: 250. La membrane a été lavée puis incubée 10 minutes
a température de la piéce dans une solution révélatrice 3-3’ diamino benzidine

hypochloride 0,4 % (v/v) (DAB substrate, CALBIOCHEM®, Biosciences Inc.).

Les essais visant a exprimer la protéine recombinante EGT a partir du géne
complet n'ayant mené en vain a des résultats concluants. De nouveaux essais visant

a exprimer un fragment de protéine EGT ont été entrepris.
2.3. Expression de la protéine recombinante EGT tronquée

Un plasmide recombinant contenant une séquence partielle du géne eg!
du ChfuGV a été construit afin d’exprimer une protéine EGT tronquée. Les démarches
visaient a produire une protéine EGT tronquée en N-terminale mais possédant toujours
des régions conservées et importantes pour le bon fonctionnement de la protéine
(figure 3). La construction de ce plasmide recombinant a été réalisées en utilisant

les mémes étapes que celles appliquées dans le cas du plasmide recombinant pQE32egt.

2.3.1. Clonage d’une séquence partielle du géne egf du virus ChfuGV

Afin de produire le plasmide recombinant pQE32egt589Pc, une amorce sens
a été désignée pour amplifier la partie C-terminale du géne egf du virus ChfuGV.
L’amorce  Bam589F (5’-GCGGATCCACCTGTGGCGGTCAAACTTT-3") était
composée de 28 nucléotides. Les 20 derniers correspondaient a la séquence de I’acide
nucléique 589 a I’acide nucléique 608 du géne egt. De plus, un site de reconnaissance
de ’endonucléase BamHI a été ajouté en amont des séquences homologues au géne egt.
L’amorce anti-sens PegtR déja décrite dans la section 2.1.1. a été utilisée

lors de la réaction d’amplification par PCR. Cette réaction a été réalisée selon
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Figure 3. Représentation schématique de la protéine EGT tronquée par rapport
a la séquence en acides aminés de la protéine EGT et a ces régions
conservées.

Les zones bleues représentent le peptide signal (au début) et les régions
hautement conservées (de I a VI).
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le protocole déja décrit a la section 2.1.1. Les produits de cette réaction ont €té analysés
par électrophorése sur le gel d’agarose. Les amplicons ont été purifiés, stabilisés dans
le vecteur pCR®2.1 puis sous-clonés dans le vecteur d’expression pQE32 pour produire
le plasmide recombinant pQE32 selon les méthodes décrites dans ce chapitre (section
2.1.3), en utilisant les endonucléases de restriction BamHI et Ps/l. Le plasmide
recombinant pQE32egtB589Pc, suite a sa digestion par les endonucléases de Hindlll,
Pst1, Hincll et Rsal, a été analysés par électrophorése sur le gel d’agarose. Les résultats
des profils de migration obtenus ont €té comparés avec ceux prévus en utilisant
le systéme de cartographie de restriction « NEBcutter » (New England Biolabs),
disponible sur le site de la compagne (www.neb.com). Une fois que le clonage
du plasmide recombinant pQE32egt589Pc a été confirmé, il a été séquencé afin d’établir
la conformité du cadre de lecture ouverts du fragments du géne egr. Les plasmides
séquencés ont été utilisés pour transformer les cellules bactériennes E. coli M15(pREP4)
dans le but d’exprimer la partie C-terminale de la protéine EGT du virus ChfuGV.
Le plasmide recombinant pQE32egt589Pc contenait un fragment de géne correspondant

a 269 acides aminés de la protéine EGT et d’une taille théorique de 32.2 kDa.

2.3.2. Transformation des bactéries E. coli MI1S5(pREP4) par les plasmides
recombinants pQE32egt589Pc

La réaction de transformation a été réalisée en incubant 1 pg du vecteur
pQE32egt589Pc et 1 pg du vecteur pQE32 séparément avec 100 pl de bactéries
complémentes E. coli M15(pREP4) durant 20 minutes sur la glace. La transformation
avec le plasmide pQE32 seul servait en fait de contrdle négatif lors de 1’expression
et la purification de la protéine recombinante. Les bactéries ont été ensuite soumises
a un choc thermique a 42°C pendant 90 secondes, permettant la pénétration de ’ADN
plasmidique. La régénération des parois cellulaires s’est déroulée durant une incubation
de 90 minutes a 37°C sous agitation (225 rpm) en présence de 500 pl du milieu PSI.
Par la suite, les cellules bactériennes transformées ont été étalées sur les géloses 2 x YT
contenant 100 ug/ml de kanamycine puis incubées en position inversée pendant

18 heures a 37°C. Ainsi, seules les bactéries transformées étaient capables de croitre
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et ce, grice a leur résistance & I’ampicilline et a la kanamycine, respectivement conférée

par les plasmides pQE32egt589Pc et pREP4.
2.3.3. Induction de expression de la protéine recombinante EGT tronquée

A partir de la culture de bactéries E. coli M15(pREP4) contenant le plasmide
recombinant pQE32egt589Pc, un volume de 20 pL a été prélevé et inoculé dans 3 ml
de milieu 2 x YT contenant 100 pg/ml d’ampicilline et 25 pg/ml de kanamycine.
Pour des fins de comparaison des profils d’expression, la culture des bactéries
transformées par le plasmide pQE32 seul (contrdle négatif) a été incubée dans les mémes
conditions expérimentales. Suite a une incubation de 16 heures & 37°C sous agitation
constante de 225 rpm, 3 ml de la culture bactérienne a été¢ ensemencée dans 100 ml
de milieu nutritif liquide 2 x YT contenant 100 pg/ml d’ampicilline et 25 ug/ml
de kanamycine. Par la suite, une incubation a 37°C sous agitation constante
a été effectuée jusqu’a ce que les bactéries atteignent la phase exponentielle
de croissance. Cette phase exponentielle est atteinte lorsque la mesure de la densité
optique de la culture bactérienne se situe entre 0,6 et 0,8 a une longueur d’onde de
600 nm. L’expression de la protéine recombinante EGT tronquée par les bactéries
E. coli MI15[(pREP4)(pQE32egt589Pc)] en phase exponentielle de croissance

a été induite par ’ajout d’IPTG a une concentration finale de 1 mM.

2.3.4. Purification de la protéine recombinante EGT tronquée par chromatographie
d’affinité

Une protéine recombinante exprimée dans le systéme d'expression procaryote
«QIAexpress Expression» de Qiagen est liée a un résidu de six histidines. La présence
de ce résidu permet de purifier le produit d'expression par chromatographie d’affinité
en utilisant une matrice Ni-NTA de nickel et d’acide nitrilotriacétique (NTA).
L’acide nitrilotriacétique demeure lié a quatre des six sites de liaison de I’ion nickel.
Les deux sites libres sont ainsi disponibles pour la liaison aux résidus d’histidines
de la protéine recombinante, ce qui permet a la protéine recombinante de s’associer
a la colonne Ni-NTA.
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Le systéme d'expression décrit ici offre deux méthodes de I'élution de la protéine
recombinante, dépendamment de la solubilit¢é de la protéine recombinante.
Lorsque la protéine recombinante est soluble, son élution & I’état natif se fait a ’aide
d’une concentration croissante d’imidazole. Ce composé homologue a I’histidine entre
en compétition croissante avec l'histidine pour la liaison aux ions de nickel de la colonne.
Une forte concentration d’imidazole provoque la dissociation de la queue de six résidus
histidines et permet I’élution de la protéine recombinante de la colonne Ni-NTA.
Lorsque la protéine est insoluble, elle est éluée dans des conditions dénaturantes,
en utilisant des produits fortement dénaturants, comme I’hydrochloride de guanidine
(GuHCl 6M), l'urée 8M ou des détergents comme sodium dodecyl sulfate (SDS).
Pour ce projet, I'élution de la protéine EGT tronquée a été réalisée dans des conditions

dénaturantes.

Suite & I’induction de I’expression de la protéine recombinante EGT tronquée
durant 6 heures, les cellules bactériennes bactéries E. coli
MI15[(pREP4) (pQE32egt589Pc)] et ont été récoltées séparément par centrifugation a 4
000 x g pendant 20 minutes a 4°C. Par la suite, un volume de 25 ml de tampon d’urée 8M
avec du SDS (urée 8 M, NaH,PO,4 0,1 M, Tris-HCI 0,1, SDS 0,25% (p/v), pH 8,0)
a été ajouté pour solubiliser le culot. Cette suspension a été incubée pendant 2 heures
a 37°C avec une agitation constante (200 rpm), puis centrifugée a 10000 x g.
Ensuite, un volume de Triton-X 1% (v/v) a été ajoutée au surnageant obtenu.
L’incubation a la température de la piéce a été poursuivie durant 20 minutes, puis 1 ml
de matrice Ni-NTA 50% a été ajouté. La suspension obtenue a été incubée pendant
2 heures a la température de la piéce sous agitation constante de 225 rpm.
Ensuite, la matrice Ni-NTA a été récoltée par une centrifugation a 2 500 x g pendant
15 minutes a 4°C et le surnageant obtenu (fraction F1) a été conservé. Le culot composé
de la matrice Ni-NTA a été resuspendu dans 5 ml de tampon d’urée 8M, pH 8,0
et transféré dans une colonne de 5 ml (Qiagen) fixée verticalement. L’excédant
de la colonne a été récolté (fraction F2). Les protéines contaminant ont été éliminées

par une série de 8 lavages par 1 ml de tampon d’urée 8M (sans SDS), pH 6,3 (fractions
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L1 a L8). La protéine recombinante EGT tronquée a été éluée de la matrice Ni-NTA suite
a ’application de huit volumes de 0,5 ml de tampon d’élution au pH 5,3 (urée 8M avec
du SDS 0,1% (p/v), (fractions E1 a E8), puis de huit volumes de de 0,5 ml de tampon
d’élution au pH 4,3 (urée 8M avec du SDS 0,1% (p/v) (fractions E9 a E16). Les fractions
récoltées lors des différentes étapes de la purification de la protéine recombinante EGT
tronquée ont été analysées par I’électrophorése sur le gel de polyacrylamide

(SDS-PAGE) de 12 % et par I'immunobuvardage de type Western.

Les fractions contenant la protéine d’intérét ont été dialysées ensemble trois fois
en utilisant la membrane «Slide-a-Lyser» (Bio-Lynx) ayant une porosité¢ de 3,5 kDa.
La dialyse a été réalisée contre un volume de 2 litres de tampon PBS 10 mM, pH 7,4
(sodium phosphate Na,HPO4x7H,0 10 mM, NaCl 138 mM, KCI 2,7 mM), d’abord deux
fois durant 2 heures a la température de la piéce, puis pendant 14 heures a 4°C. L’éluat
dialysé contenant la protéine recombinante EGT tronquée purifiée par la chromatographie
d’affinité a été concentré par I’ultrafiltration sur le filtre de cellulose «Centricon Plus-20»
(Millipore) ayant la porosité de 10 kDa. D’abord, le volume de I’éluat dialysé
a été complété a 10 ml avec le tampon PBS 10 mM, pH 7,4. Ensuite, le filtre pourvu
d’un tube collecteur a été centrifugé a 4 000 x g pendant 25 minutes a 4°C. Le filtrat ainsi
obtenu a été éliminé et la protéine d’intérét a été récupérée dans 1’élément collecteur
en centrifugeant le filtre en position inversée 4 1 000 x g et a 4°C. La solution contenant

la protéine EGT recombinante tronquée a été conservée a -70 °C.

Toutes ces étapes ont été appliquées également a une culture de cellules
bactériennes E.coli MI15(pREP4) transformées par le plasmide pQE32 seul
(E. coli M15[(pREP4) (pQE32)]. Ceci était nécessaire pour s’assurer que la protéine
purifiée par la chromatographie d’affinité soit une protéine recombinante

et non une protéine d’origine bactérienne.

Le produit de I’expression de la protéine recombinante EGT tronquée
et les protéines d’origine bactérienne ont été séparés par électrophorése sur deux gels

identiques de polyacrylamide (SDS-PAGE) de 12%. Les protéines du premier gel
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de polyacrylamide ont été colorées au bleu de coomassie tandis que les protéines
du second gel de polyacrylamide ont été transférées sur une membrane PVDF
afin d’étre analysées par immunobuvardage de type Western, selon la méthodologie

décrite dans section 2.2.2.
2.3.5. Quantification de la protéine recombinante EGT

La protéine recombinante EGT tronquée concentrée a été quantifié selon
la méthode de Bradford (1976). Le concentré de protéine en question a été diluée
dans le tampon PBS 10 mM afin d’obtenir les dilutions consécutives 1:2, 1:4, 1:8
et 1:16. De méme, le standard d’albumine provenant de sérum bovin lyophilisé
« Assay Standard II,» (Bio-Rad) a été dilué dans le méme tampon pour obtenir
des concentrations 1mg/ml, 0,5 mg/,ml, 0,25 mg/ml, 0,125 et mg/ml, 0,03 mg/ml.
Dix microlitres de chacune des différentes dilutions du standard et de la protéine
recombinante EGT ont été transférés dans les puits d’un plateau de 96 puits « NUNC™
Brand Products, » (Nalge Nunc International, Denmark), puis 200 pl du colorant réactif
« Dye reagent » (Bio-Rad) préalablement dilué 4 fois dans I’eau distillée ont été ajoutés
dans chacun des puits. Les solutions ainsi obtenues ont été incubées pendant 5 minutes
a la température de la piéce, puis la densité optique de chacun des puits a ét€¢ mesurée
a une longueur d’onde de 620 nm a l’aide du lecteur « Digiscan microplate ».
Les résultats de la lecture ont été compilés et analysés en utilisant le logiciel
« Digiwin Software, version 3.1 » (ASYS Hitech GnbH, source Phonenix Biotech corp.,
Canada). La densité optique des différentes dilutions du standard a permis de tracer
une courbe standard utilisée pour déterminer la concentration de la protéine recombinante

EGT tronquée purifiée sur la colonne d’affinité.

3. Systéme d’expression eucaryote

L’expression de la protéine EGT dans un systéme eucaryote a été nécessaire
pour produire, dans un modéle animal, les anticorps polyclonaux dirigés contre cette

protéine. Pour y arriver, le géne egt a été cloné dans le vecteur d’expression eucaryote
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pcDNA3 (Invitrogen Corporation) et le vecteur recombinant a été injecté les cellules
de souris Balb/c. Ce systéme d'expression est simple, rapide, peu coiiteux et il permet
les modifications post-transcriptionnelles de la protéine recombinante. De plus,

dans ce systéme d’expression, aucune étape de purification de la protéine n’est requise.

3.1. Construction du vecteur d’expression recombinant pcDNA3/EGT

Essentiellement, le clonage du géne egr dans le vecteur d’expression pcDNA3
comprend des manipulations similaires a celles exécutées lors des étapes de clonages
nécessaires a la mise au point du systéme d’expression procaryote. La figure 4 présente

la stratégie du clonage du géne egf dans le vecteur d’expression pcDNA3.

3.1.1. Amplification par PCR du géne codant pour la protéine EGT

Le géne egt a été amplifié par PCR en utilisant I'ADN génomique du virus
ChfuGV. Les amorces utilisées dans cette réaction ont été congues pour correspondre
aux deux extrémités du géne egt et pour ajouter des sites de restriction nécessaires
au clonage de ce géne dans le systtme eucaryote. L'amorce sens egtBamHFw
était composée de 27 acides nucléiques. La séquence de ces nucléotides
(5°-CCGGATCCACCATGTTCGTCGTGCAACTAA-3’)  était  spécifique  aux
16 premiers nucléotides du géne egsf. En amont de cette séquence a été ajoutée
la séquence de Kozak (ACC) (Kozak, 1987) et la séquence correspondant au site
de restriction reconnu par I’endonucléase de restriction BamHI. L’amorce anti-sens
egtXbaRw était composée de 27 nucléotides et la séquence de ces nucléotides
(5’-CCTCTAGAATTTATTATTTCTCAACAC-3’) correspondait aux 19 derniers
nucléotides du géne egr. Le codon « stop» a été remplacé en ajoutant en aval

de I’amorce anti-sens le site de restriction reconnu par I’endonucléase de restriction Xbal.
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Figure 4 Clonage du géne egr dans le vecteur d’expression eucaryote pcDNA3
(Invitrogen) en vue de DPexpression de la protéine EGT.



BamH| XBal

rcrz1 —| GBGATCCACCATGTCC...| ©gt |.. AATAATAAATTCTAGAC |—rcras

Pvul

Légende :

Promoteur CMV : nt 209 - 863

Promoteur T7 : nt. 864 - 882

Site de clonage multiple : nt. 889 - 994

Promoteur Sp6 : nt. 999 - 1016

Séquence de polyadénylation BGH : nt. 1018 - 1249
Promoteur SV40 : nt. 1790 - 2115

Origine de réplication SV40 : nt. 1984 - 2069

ORF Néomycine : nt. 2151 - 2945

Séquence de polyadénylation SV40 : nt. 3000- 3372
Origine de réplication ColE1 : nt. 3632 - 4305
Séquence codant pour la B - lactamase : nt. 4450 - 5310




Les amorces egtBamHFw et egtXbaRw ont été synthétisées a I’INRS-Institut

Armand-Frappier au service de synthése des oligonucléotides.

L'ajout des sites de restriction reconnus par endonucléases de restriction BamHI
et Xbal était nécessaire afin de cloner de fagon directionnelle le géne egt dans le vecteur

d’expression pcDNA3, clivé préalablement par ces mémes enzymes de restrictions.

La réaction d'amplification du géne egr par PCR a été réalisée en utilisant
les amorces egtBamHFw et egtXbaRw et en suivant le protocole décrit dans la section
2.1.1. de ce chapitre. Les produits de cette réaction ont été analysés par électrophorése

sur gel d’agarose 0,8%.

3.1.2. Clonage du géne pour la protéine EGT dans le vecteur pCR®2.l

Le clonage dans le vecteur pc pCR®2.1 a eu pour le but de stabiliser et de conserver
l'intégrité de I’ORF codant pour la protéine EGT amplifiée et aussi de faciliter son
sous clonage dans le vecteur d’expression eucaryote pcDNA3. Ainsi, le produit de PCR
a €té purifié puis cloné dans le vecteur pCR®2.1 en utilisant le systéme systéme
« TA Cloning®Kit » selon les procédures décrites a la section 2.1.2. La présence
des plasmides recombinants pCRBegtX extraits des cellules bactériennes transformées
a €té confirmée en effectuant la digestion de ces plasmides par les endonucléases
de restriction EcoRl, EcoRV et Kpnl. Le profil de migration obtenu, suite 4 la digestion
de ’ADN plasmidique a été comparé avec le profil prédit par le systéme de cartographie
de restriction « NEBcutter » (New England Biolabs, www.neb.com). Briévement, 0,2 ug
d’ADN plasmidique a été incubé en présence de 10 unités d’endonucléases de restriction
(EcoRl, EcoRV et Kpnl) dans 20 pl d’un tampon de digestion approprié pour chaque
enzyme pendant 60 minutes, a 37°C. Les produits de cette réaction ont été analysés

par électrophorése sur du gel d’agarose 0,8 %.
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3.1.3. Sous clonage du fragment codant pour la protéine EGT dans
le vecteur d’expression pcDNA3

L’ORF codant pour la protéine EGT, inséré au niveau du pCR®2.1, a été sous
cloné dans le vecteur d’expression eucaryotique pcDNA3. Ce vecteur est muni
d'une origine de réplication ColEl d'origine bactérienne qui lui permet la propagation
dans les bactéries E.Coli. Une autre caractéristique du plasmide pcDNA3 est la présence
d’un promoteur du cytomégalovirus humain (CMV) qui assure un fort niveau
transcriptionnel du géne inséré dans le site de clonage multiple. La stabilité des transcrits
est assurée par l'ajout d'une queue d'adénines provenant de la séquence
de polyadénylation de I’hormone de croissance bovine (BGH), situé en aval du site
de clonage multiple du plasmide pcDNA3. Finalement, le vecteur posséde comme
marqueur de sélection le géne de la B-lactamase qui confére aux bactéries transformées

par ce plasmide la résistance a I’ampicilline (figure 4).

3.1.3.1. Digestion et purification du vecteur d’expression pcDNA3 et du fragment
ADN codant pour la protéine EGT

Une quantité¢ de 1 pg de plasmide recombinant pCRBegtX et la méme quantité
de vecteur d’expression pcDNA3 ont été digérées aux sites de reconnaissance
des endonucléases de restriction BamHI et Xbal situés, respectivement, en amont
et en aval du fragment codant pour la protéine EGT. Les produits de cette réaction
ont été¢ séparés sur du gel d’agarose et les fragments d’ADN correspondant au vecteur
d’expression pcDNA3 (5,4 kpb) et au fragment codant pour la protéine EGT (1,4 kpb)
ont €té séparément excisés et extraits du gel d’agarose en utilisant le systéme
Sephaglas™ BandPrep (Amersham), selon la méthode décrite a la section 2.1.3.1.

de ce chapitre.
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3.1.3.2 Clonage du fragment d’ADN codant pour la protéine EGT dans
le vecteur d’expression pcDNA3 et transformation des cellules bactériennes
E. coli XL1-Blue

Le geéne codant pour la protéine EGT a été inséré de fagon directionnelle dans
le site de clonage multiple du vecteur linéaris¢ pcDNA3. Ainsi, 80 ng de I’ADN codant
pour le géne egr et 30 ng du vecteur pcDNA3 ont été incubés durant 18 heures a 14°C,
en présence de 4 unités de I’enzyme T4 ADN ligase (Life Technologies) dans un volume
final de 10 pl contenant le tampon de ligation 1x (6 mM Tris-HCI pH 7,5; 6 mM MgCl,,
5 mM NaCl, 0.1 mg BSA, 7 mM B-mercaptoéthanole, 0,1 mM ATP, 2 mM DDT,
1 mM spermidine). Les produits de cette réaction ont été utilisés pour transformer
les cellules bactériennes E. coli XL1-Blue compétentes par choc thermique, selon
le protocole décrit dans la section 2.1.2.1. de ce chapitre. Ces cellules compétentes
assurent un plus grand taux de réplication des plasmides par rapport aux cellules
bactériennes INVOF’. Les cellules bactériennes E. coli XL1-Blue transformées

ont été ensemencées sur une gélose LB agar enrichie de Iampicilline (100 pg/ml).

3.1.3.3. Criblage des bactéries XL1-Blue recombinantes et purification du vecteur
recombinant pcDNA3/EGT

La sélection des bactéries E. coli XL1-Blue recombinantes a été basée
sur leur résistance a ’ampicilline conférée par le vecteur pcDNA3. Ainsi, les colonies
sélectionnées ont été transférées séparément dans 3ml de milieu LB liquide contenant
100 pg/ml d’ampicilline et incubées a 37°C pendant 18 heures. Les plasmides
recombinants ont été extraits de ces bactéries en utilisant le systtme « QIA prep®
Miniprep » de Qiagen selon le protocole décrit dans la section 2.1.2.2. de ce chapitre.
La présence du geéne codant pour la protéine EGT a lintérieur des plasmides
recombinants a ¢été confirmée par une double digestion de I’ADN plasmidique
par les endonucléases de restriction Hindlll et Xbal. Les produits de la digestion

ont été analysés par électrophorése sur du gel d’agarose a 0,8%.

Des plasmides recombinants pcDNA3/EGT ont été séquencés au service

de séquengage de « DNA Landmarks » (St-Jean-Sur-Richelieu, Québec) par la technique
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de Sanger (Sanger, 1977), afin de confirmer l'identité du géne inséré et de s’assurer
de I’intégrité de son cadre de lecture. Le séquengage a été effectué en utilisant 'amorce
universelle T7 et I'amorce universelle anti-sens Sp6 qui correspondent aux séquences
situées en amont et en aval du site de clonage multiple du vecteur d’expression pcDNA3,
respectivement. Les séquences générées ont été analysées a I’aide du logiciel

« Gene Work 2.5 » (Intelligenetics, USA).

4, Production des vecteurs recombinants nécessaires a ’'immunisation génétique

La production des anticorps anti-EGT par l'immunisation génétique nécessitait
la production d'une grande quantité des plasmides recombinants pcDNA3/EGT
et pcDNA3/IL-2 (fourni par le laboratoire du Dr H. Ertl de Dinstitut Wistar
de Philadelphie), ainsi que du plasmide pcDNA3. Le plasmide recombinant
pcDNAJ/EGT injecté au souris a été utilisé pour produire la protéine recombinante EGT
dans les cellules des souris, et pour déclencher, par la suite, la production d’anticorps
anti-EGT. Le plasmide pcDNA3/IL-2 a été utilisé comme immuno-adjuvant visant
a augmenter la réponse immunitaire contre la protéine recombinante EGT.
Le plasmide pcDNA3 a été utilisé comme témoin négatif pour s’assurer que les anticorps
anti-EGT produits par les souris provenaient de D’expression des génes insérés

dans les plasmides recombinants.

4.1. Production a grande échelle des plasmides recombinants pcDNA3/EGT,
pecDNA/IL-2 et pcDNA3.

L’injection de plasmides recombinants dans des cellules des souris Balb/c
nécessitait la production a grande échelle des plasmides pcDNA3/EGT, pCDNA3/IL-2
pcDNA3. Cette tAche a été réalisée a ’aide du systéme « MaxiPrep® Plasmid Purification

Kit » de Qiagen.
Des colonies bactériennes E.coli XL1-Blue transformées par chacun

des plasmides recombinants ont été inoculées dans 3ml de milieu LB liquide contenant

100 pg/ml d’ampicilline et incubées sous agitation & 37°C, pendant 12 heures. Un volume
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de 5 ml de chaque culture a été transféré dans 1000 ml de milieu LB contenant la méme
concentration en ampicilline et incubé sous agitation constante durant 12 heures, a 37°C.
La culture bactérienne a été divisée en fractions de 200 ml puis a été centrifugée
a 6 000 x g pendant 15 minutes, a 4°C. Les culots bactériens ont été délicatement remis
en suspension dans 10 ml du tampon (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 10 mM
Na;EDTAx2H,0, 100 pg/ml de RNAse A) puis, les parois bactériennes ont été détruites
par un traitement de 5 minutes, avec 10 ml de tampon de lyse
(200 mM NaOH, 1% (p/v) SDS). Les lysats obtenus ont été neutralisés par l'ajout
de 10 m! de tampon de neutralisation froid (CH,COOK 3 M, pH 5,5) et par l'incubation
durant 20 minutes sur la glace. L’ADN génomique, les protéines, les débris cellulaires
et le SDS ont été sédimentés suite a une centrifugation de 20 000 x g a 4°C, pendant
30 minutes. Le surnageant a été centrifugé une seconde fois et transféré sur une colonne
de résine « QIAGEN-tip 500» (Qiagen) préalablement équilibrée avec 10 ml
d’un tampon (750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% (v/v) isopropanol). La colonne
a été lavée deux fois avec 30 ml de tampon de lavage (NaCl 1 M, MOPS 50 mM, pH 7,0;
15% (v/v) isopropanol) et I’ADN plasmidique a été élué de la colonne par I’ajout de 15
ml de tampon d’élution (1,4 M NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0; 15% (v/v) isopropanol),
puis précipité par ’addition de 10,5 ml d’isopropanol & température de la piéce, suivi
d’une centrifugation a 20 000 x g a 4°C pendant 30 minutes. Le culot d’ADN
plasmidique ainsi obtenu a été lavé avec 5 ml d’éthanol 70% et centrifugé a 20 000 x g

pendant 10 minutes, puis remis a la suspension dans un volume de 200 pl d’eau distillée.

La concentration et la puret¢ de ’ADN ont été ainsi estimées en mesurant
la densité optique des échantillons d’ADN a des longueurs d’ondes de 260 nm et 280 nm.
L'identité des plasmides purifiés a été confirmée par I’analyse de leur profil de migration
sur le gel d’agarose suite & leur digestion par les endonucléases de restriction BamHI
et Xbol, selon la méthode décrite dans la section 2.1.3.1. de ce chapitre. La concentration
finale des ADN plasmidiques destinés a l'injection a été ajustée 4 1 mg/ml avec

du tampon PBS.
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5. Protocole d’immunisation

L’immunisation génétique des souris par l'injection du plasmide recombinant

pcDNA3/EGT visait a produire les anticorps anti-EGT.

5.1.  Les groupes de souris et produits injectés

L'immunisation génétique a été réalisée chez 25 souris femelles Balb/c 4gés
de 4-6 semaines (Charles River Laboratoires, St-Constant, Québec). Les souris
ont été divisées en cinq groupes de cinq souris. Le premier groupe a été injecté avec
de la solution saline PBS. Les souris du deuxiéme groupe ont été injectées avec 50 pg
du plasmide pcDNA3. Les souris du troisiéme groupe ont été injectées avec 50 pg
de plasmide recombinant pcDNA3/EGT. Les souris du quatriéme groupe ont été injectées
avec 50 pug de plasmide recombinant pcDNA3/EGT et 50 ug de plasmide recombinant
pcDNA3/IL2. Finalement, les souris du cinquiéme groupe ont été injectées avec 50 pg
du plasmide recombinant pcDNA-EGT et 50 pg du plasmide pcDNA3. Le Tableau I

résume le protocole d’immunisation des souris Balb/c utilisé dans cette expérience.

5.2,  Calendrier d’immunisation et voie des injections et des prélévements

Toutes les injections ont été effectuées au jour 0, 14, 28, 42 et 56 au niveau
du quadriceps caudal des pattes postérieures des souris a 1’aide d’une aiguille 26G.
Aux jours 0, 14, 28, 42, 56 et 72, les souris ont été anesthésiées par inhalation
de méthoxyflurane afin d’effectuer un prélévement au niveau de la veine retro-orbital
de ’ceil. Au jour 72, le sang a été prélevé suite 4 une ponction cardiaque. Le sang prélevé
a été centrifugé a 2 000 x g pendant 15 minutes, a4 4°C et les surnageants contenant

le sérum ont été recueillis, puis conservés a —70°C jusqu’a leur utilisation.
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Tableau I. Protocole d’immunisation génétique des groupes de souris

Groupe Nombre Matériel injecté Voie Quantité Volume
de souris d’inoculation injectée  final injecté

(ng) (pl/animal)

I 5 PBS i.m. 50 50

I 5 ADN plasmidique : pcDNA3 im. 50 50

II1 5 ADN plasmidique : pcDNA3/EGT i.m. 50 50

v 5 ADN plasmidique : pcDNA3/EGT im. 100 50
pcDNA3

A% 5 ADN plasmidique : pcDNA3/EGT im. 100 50

pcDNA/IL2




6. Caractérisation des anticorps anti-EGT produit par l'immunisation génétique

La spécificité des anticorps produits par l'immunisation génétique a été étudiée
par immunobuvardage de type Western, tandis que la cinétique de leur production

et leur titre ont été analysé par des tests ELISA.
6.1. Immunobuvardage de type Western

L'immunobuvardage de type Western a été conduit selon le protocole décrit
dans la section 2.2.2. de ce chapitre. Dans ces expériences, le produit d'expression
de la protéine recombinante EGT tronquée a été utilisé comme antigéne. La protéine
recombinante EGT tronquée a été exposée au sérum des souris injectées avec
les différents plasmides utilisés lors de I'immunisation génétique. La dilution optimale

de sérum (1 : 400) a été établie empiriquement par I’immunobuvardage de type Western.
6.2. Tests ELISA

La spécificité et la cinétique de la production des anticorps anti-EGT par souries
immunisées génétiquement ont été analysées par des tests ELISA. Ces tests ont été
réalisés dans des plateaux de 96 puits « NUNCTM Brand Products, » (Nalge Nunc
International, Denmark), Briévement, 10 ng de protéine recombinante EGT tronquée par
puits ont été incubés pendant 24 heures & 4°C, puis les puits ont été lavés en ajoutant 300
ul/puit de tampon de lavage (10 mM PBS, pH 7,2, 0,05% Tween 20) et les sites non liés
des puits ont été saturés par 300 pl/puits de solution de 2% BSA (p/v) et 0,1% Tween 20
dans 10mM PBS pH7,2. Aprés une incubation de 90 minutes a la température de la piéce,
les puits ont été lavés, puis 100 wl/puits des sérums de souris Balb/c dilués
de 1/100 a 1/12 800 ont été ajoutés. Suite & une incubation d'une heure, les puits
ont été lavés 5 fois avec 300 pl/puits de tampon de lavage, puis 100 pl/puits d’anticorps
de chevre couplés a la peroxydase et spécifiques aux anticorps IgG de souris
(dilué 1/6 400) (Calbiochem® USA) ont été ajoutés et incubés pendant 1 heure.

Suite a une série de 5 lavages avec 300 pl de tampon de lavage, un volume de
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100 pl/puits du complexe Stréptavidine-peroxydase « Horse Radish Peroxidase »
(Calbiochem®, USA) diluée 1/250 a été ajouté et incubé pendant 30 minutes. Les puits
ont été a nouveau lavés 5 fois avec 300 pl de tampon de lavage puis 100 pl/puits de la
solution de substrat (OPD 0,4% p/v, H;O, 0,012% v/v, 50 mM acide citrique,
Na,HPO, 100 mM, pH 5,0) ont été ajoutés et incubés 30 minutes & l'obscurité. Cette
incubation a été arrétée par ’ajout de 100 pl/puits de HCl 1 N. Ensuite, les densités
optiques (D.O) de chacun des puits ont été mesurées a une longueur d’onde de 450 nm a
I’aide d’un spectrophotomeétre « Digiscan microplate ». Les résultats des lectures
ont été compilés et analysés a l'aide du logiciel « Digiwin Software, version 3.1 »
(ASYS Hitech GnbH, source Phonenix Biotech corp., Canada).

Les résultats obtenus des tests ELISA ont été interprétés en se basant
sur le parametre COI (« cut off index »). La valeur de ce paramétre a été obtenue
en mesurant la densité optique produite par le test ELISA lors de I’utilisation du denier
prélévement des sérums de souris immunisées avec le plasmide pcDNA3 (groupe III).
Cette mesure a été répétée 20 fois et la valeur de la densité moyenne obtenue, corrigée
pour le double de la valeur de I’écart-type a constitué la valeur limite COI.
Ainsi, les valeurs des densités optiques supérieures a la valeur limite COI

ont été considérées comme significatives.
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Résultats



[ Caractérisation moléculaire du géne codant pour la protéine EGT
1.1. Identification de géne codant pour la protéine EGT

Le gene egt du virus ChfuGV a été amplifié par PCR a partir de I’ADN viral
en utilisant des amorces sens et anti-sens portant respectivement les sites
de reconnaissance des endonucléases de restriction Sphl et Pstl. L’analyse
par électrophorése sur gel g’agarose, aprés la coloration au bromure d'éthidium,
du produit amplifié par PCR montre un fragment de 1,5 kpb qui correspondait

au fragment contenant le géne egr du virus ChfuGV (figure 5).

Par la suite, le fragment d’ADN amplifié a été purifié, puis cloné dans le vecteur
de clonage pCR®2.1 afin de conserver la stabilité et Iintégrité du fragment et de faciliter
son sous clonage dans le vecteur d’expression pQE32. Une fois le géne egt sous cloné
dans le vecteur pQE32, le plasmide recombinant a été linéarisé a I’aide de I’endonucléase
de restriction Kpnl. Une analyse par l’électrophorése sur le gel d’agarose a permis
de confirmer ’insertion du géne egr dans le plasmide pQE32 en plus de confirmer
la taille (4,9 kpb) du plasmide recombinant pQE32egt (figure 6). La différence entre
la taille du plasmide pQE32 (3,4 kpb), linéarisé a I’aide de 1’endonucléase de restriction
Pstl. et la taille du plasmide recombinant pQE32egt (4,9 kpb) correspond a la taille
du geéne egr (1,5 kpb) inséré dans le plasmide pQE32.

Le plasmide recombinant pQE32egt a été séquencé afin de confirmer la séquence
du gene egt inséré dans le plasmide ainsi que de la position du cadre de lecture ouvert
du géne egr par rapport au site d'initiation de la transcription du vecteur d'expression
pQE32. La séquence obtenue a été analysée et comparée avec les séquences des génes egf

d’autres granulovirus a I’aide du logiciel « Gene Work 2.5 » (Intellgenetics Inc., USA).
La séquence nucléotidique du géne egr du ChfuGV comprend un ORF de 1347 pb

codant pour pour un polypeptide de 448 acides aminés (figure 7). Cet ORF est précédé

d’une région promotrice comportant plusieurs éléments pouvant étre impliqués dans
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Figure 5 Profil électrophorétique d’un fragment d’ADN de 1,5 kb amplifié par
PCR et contenant le géne egf du virus ChfuGV.

L’amplification par PCR du géne egf du ChfuGV (puits 1) et du géne
codant pour la granuline du méme virus a titre du contrdle positif (puits 2).
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Figure 6

Profil électrophorétique des plasmides recombinants pQE32
contenant le géne egfr de virus CfGV aprés la digestion
par endonucléase Kpnl.

La digestion du plasmide recombinant pQE32egt (puits 1)
par I’endonucléase Kpnl montre que la masse moléculaire du plasmide
recombinant linéarisé est de 4.9 kpb. La digestion du plasmide pQE32
(puits 2) par I’endonucléase Psfl montre que la masse moléculaire
de plasmide linéarisé est de 3,4 kpb






Figure 7

Séquence nucléotidique du géne egr et sa séquence déduite en acides
aminés.

Les séquences soulignées correspondent aux promoteurs précoces TATA
(77 nt, -72 nt, -38 nt), aux sites potentiels d’initiation de la transcription
CATT (-118 nt, -81 nt, -61 nt, -11 nt) et au promoteur tardif ATAGG
(-198 nt). La séquence en rouge correspond au site d’initiation
de la traduction du géne codant pour la protéine EGT.
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la régulation de I’expression du géne egr. Ainsi, cette région comprend trois boites TATA
situées a -77 nt, -72 nt et —38 nt en amont du codon d’initiation ainsi que quatre sites
potentiels d’initiation de la transcription (CATT), situés a -118 nt, -81 nt, -61 ntet -11 nt

et une séquence caractéristique du promoteur tardif (ATAAG), située 4 —198 nt.

En ce qui concerne la région en aval, aucun signal de polyadénylation n'a pas été

localisé jusqu'a 150 pb aprés le codon stop du géne egt.

1.2.  Analyse comparative de la séquence du géne codant pour la protéine EGT
du ChfuGV

Afin de confirmer I’identité du géne egs isolé du ChfuGV, la séquence d’acides
nucléiques de ce géne a été alignée avec celles des génes d’autres granulovirus.
La figure 8 présente I’alignement d’une région codant pour le domaine responsable
de la reconnaissance du substrat. L’alignement des séquences egf a permis d’identifier
7 régions (de 40 a 140 pb) hautement conservées et caractéristiques des génes egf.
Ces observations ont permis de confirmer l'identité du géne egt isolé du granulovirus
ChfuGV.

1.3.  Analyses comparatives de la séquence déduite en acides aminés de Ia protéine
EGT du ChfuGYV.

Le gene egr du virus ChfuGV code pour une protéine déduite de 448 acides
aminés qui a une masse moléculaire prédite de 50 kDa. La protéine EGT du ChfuGV
comporte sept sites potentiels de N-glycosylation et six régions hautement conservées,
soit les régions L, I, III, IV, V et VI (figure 9). La région VI comporte une séquence
caractéristique de la famille des enzymes UDP-glucosyltransférases. Dans les régions
conservées, des acides  aminés occupant  des  positions  précises
ne varient pas entre les différentes protéines EGT. Par exemple, on retrouve un motif trés
conservé dans la région VI qui est composé du tryptophane (W), de la glycine (G),

de I’acide glutamique (E), de la proline (P) et de deux glutamines (Q) (figure 10).
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Figure 8.

Alignement multiple des séquences codant pour le domaine
responsable de la reconnaissance du substrat du géne egt.

Les segments encadrés correspondent aux séquences conserveées.
La séquence 1 correspond a la séquence du géne egt du virus ChfuGV
cloné dans le vecteur d’expression pQE32.
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Figure 9. Six régions hautement conservées de la protéine EGT du virus
ChfuGV.

en rouge : le peptide signal
encadrés : six domaines ( I - IV) conservés chez toutes les protéines EGT
en noir soulignés : sites potentiels de N-glycosylation
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Figure 10.  Alignement de la région VI de la protéine EGT du virus ChfuGYV avec
celles d’autres baculovirus

Les acides aminés en rouge sont aux positions conservées par toutes les
protéines de la famille des enzymes d’UDP-glucosyl transférases.
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L'alignement de la région N-terminale de la protéine EGT du virus ChfuGV avec
celles des protéines EGT d’autres baculovirus démontre la présence d’un domaine
(15 a.a. a 34 a.a.) ayant un haut niveau de polymorphisme, suivit d’un motif hautement
conservé (figure 11). Le domaine polymorphe constitue, par son caractére hydrophobe,
le peptide signal de la protéine EGT. Le motif conservé, propre aux protéines sécrétoires,

sert de site de clivage lors de la maturation de la protéine.

La séquence en acides aminés de la protéine EGT du virus ChfuGV montre
un pourcentage d’homologie de 35% a 68% avec les séquences des protéines EGT
d’autres baculovirus. Dans I’arbre phylogénétique, le virus ChfuGV se trouve en relation

avec le groupement des granulovirus mais de fagon plus éloignée (figure 12).

Ces différents résultats ont permis de confirmer I’identité du géne amplifié

comme étant le géne egf du virus ChfuGV.

2. Expression de la protéine recombinante EGT compléte et tronquée dans
un systéme procaryote.

L'expression de la protéine EGT du virus ChfuGV dans le systéme d'expression
procaryote a nécessité le clonage du géne egt dans le vecteur d'expression pQE32,

l'expression de la protéine recombinante EGT et la purification du produit de l'expression.

Afin d’exprimer la protéine EGT, les bactéries E. coli M15 (pREP4)
ont été transformées par le plasmide recombinant pQE32egt. Les protéines provenant
des bactéries transformées ont été prélevées a différents temps suivant l'induction
de l'expression et ont été séparées par l'électrophorése sur le gel de polyacrylamide
a 12 % dans des conditions dénaturantes. La présence de la protéine recombinante EGT
a ¢été détectée par l'immunobuvardage de type Western en utilisant les anticorps
monoclonaux spécifiques a la queue de six histidines (anti- 6HIS) en région N-terminale.
Malgré la variation des différents parametres d'expression, tel que le temps d'incubation

(de 2 a 24 heures), la température d'incubation (de 30 a 37 °C) et la concentration d'IPTG
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Figure 11.  Alignement de la région N-terminale de la protéine EGT du virus
ChfuGYV avec celles d’autres baculovirus.

Les fléches indiquent le site de clivage du peptide signal.
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Figure 12,  Arbre phylogénétique des protéines EGT des baculovirus.
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(de 0,25 a 1 mM), l'expression de la protéine recombinante EGT n'a pas été détectée,

et ceci en menant la purification dans des conditions natives et dénaturantes.

L’expression de la protéine EGT ayant échouée, un plasmide recombinant
contenant la séquence partielle du géne egr a été utilisé pour exprimer la protéine EGT

tronquée en région N-terminale.

Afin d’exprimer la protéine EGT tronquée (EGT589Pc), les bactéries E. coli
MI15(pREP4) ont été transformées par le plasmide recombinant pQE32egt589Pc.
Les protéines provenant des bactéries transformées ont été prélevées a différent temps
suivant l'induction de I’expression par I’ajout d’IPTG. Une analyse par I’électrophorése
sur le gel de polyacrylamide & 12 % dans des conditions dénaturantes a montré que seule
la bactérie recombinante E. coli M15[(pREP4)(pQE32egt589Pc)] est capable d’exprimer
une protéine a 32 kDa (figure 13, puits 3 2 5 et 7 2 9) alors que la bactérie transformée
par le vecteur d’expression pQE32 seul (témoin négatif) n’exprime pas cette protéine
(figure 13, puits 6). Aucune différence n’a pas été observée au niveau de I’expression
de la protéine recombinante EGT tronquée en fonction du temps (4 & 6 heures), suivant

Pinduction par I’'IPTG.

La protéine de 32 kDa exprimée par les bactéries recombinantes E. coli
M15[(pREP4)(pQE32egt589Pc)] a été purifiée dans des conditions dénaturantes sur une
colonne d’affinit¢ Ni-NTA. Les fractions contenant une quantité importante
de la protéine EGT589Pc ont été observées lors d’élution a pH 5,3 (fractions 4 a 9 -
figure 14). Ces fractions ont été¢ mises ensemble, dialysées et concentrées, puis analysées
par I’électrophorése sur le gel de polyacrylamide 12 % (figure 15). La concentration
de la protéine recombinante EGTS589Pc a été déterminée par la méthode de Bradford
a 0,2 mg/l. Les mémes étapes de purification ont été réalisés avec les bactéries
recombinantes E. coli MI15[(pREP4)(pQE32)] (témoin négatif) afin de s’assurer
de I’absence de la protéine recombinante de 32 kDa. Les échantillons de protéines
ont ét¢ analysés par immunobuvardage de type Western en utilisant les anticorps

monoclonaux dirigés contre la queue de 6 histidines (anti-6HIS), située en partie
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Figure 13.

Expression de la protéine tronquée (EGTS589Pc), par les cellules
bactériennes E. coli MI15[(pDREP4)(pQE32egt589Pc)] a différents
temps d’induction par PIPTG.

Une culture de cellules bactériennes E. coli M15(pREP4) transformées
par le plasmide recombinant pQE32egt589Pc a été induite par 1 mM
d’IPTG pendant 0 heures (puits 2), ainsi que pendant 4 heures (puits 3
et 7), 5 heures (puits 4 et 8) et 6 heures (puits 5 et 9). Les mémes cellules
bactériennes, mais transformées par le plasmide pQE32 ont été utilisées
comme contrfle négatif et ont été induites durant 6 heures (puits 6).
Les protéines contenues dans les lysats bactériens ont ét€ séparées
par électrophorése sur le gel de polyacrylamide de 12% (SDS-PAGE),
puis le gel a été coloré au bleu de coomassie. Cette analyse montre que
les bactéries recombinantes E. coli MI15[(pREP4)(pQE32egt589Pc)]
expriment une protéine de 32 kDa qui n’a pas été exprimée par
les bactéries contrdle négatif. La protéine de 32 kDa correspond donc
a la protéine EGT tronquée (EGT589Pc) du ChfuGV. L’expression
de la protéine de 32 kDa ne varie pas en fonction du temps (4 4 6 heures)
de I’induction.



- — 32kDa




Figure 14.

Analyse par électrophorése SDS-PAGE de la protéine EGTS589P¢
purifiée par chromatographie d’affinité a partir de la culture
de cellules bactériennes E. coli MI15[(pREP4)(pQE32egt589Pc¢)],
ainsi qu’a partir de la culture bactérienne E. coli
M15[(pREP4)(pQE32)].

La protéine recombinante EGTS589Pc a été purifiée dans des conditions
dénaturantes a partir de lysat des cellules bactériennes
E. coli M15 [(pREP4)(pQE32egt589Pc)] par chromatographie d’affinité
sur la colonne de nickel — acide nitriloacétique (Ni-NTA).

- Fractions F1 et F2 : excédant de la colonne;

- Fractions L1 a L8 : fractions contenant les protéines libérées
de la colonne lors du lavage;

- Fractions E1 4 E8 : fractions contenant les protéines libérées
de la colonne lors d’élution & pH 5,3;

- Fractions E9 a E16: fractions contenant les protéines libérées
de la colonne lors d’élution & pH 4,3 (Figure 14a).

Les fractions ainsi recueillies ont été analysées par électrophorése sur
le gel de polyacrylamide de 12% et visualisées par coloration au bleu
de coomassie. Cette analyse démontre une forte présence de la protéine
EGT589Pc dans les fractions éluées a un pH 5,3 (fractions E4 a E9)
et ’absence de cette protéine lors de la purification & partir de la culture
bactérienne E. coli M15[(pREP4)(pQE32)], servant de contrble négatif.
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Figure 15.

Analyse par électrophorése SDS-PAGE de la protéine recombinante
EGTS89P¢, purifiée par chromatographie d’affinité, dialysée
et concentrées.

Les fractions E4 a E9 obtenues suite & la purification de la protéine
recombinante tronquée EGTS589Pc par chromatographie d’affinité
(Ni-NTA) ont été combinées, dialysées contre un tampon PBS, puis
concentrées sur le filtre de cellulose de porosité 10 kDa.
Le concentré obtenu a été analysé par électrophorése sur le gel de
polyacrylamide 12% et visualisé par coloration au bleu de coomassie.
Une protéine de 32 kDa correspondant a la protéine recombinante
EGT589Pc a été observée en absence de protéines contaminantes.
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N-terminale de la protéine recombinante EGT589Pc (figure 16). Il est possible d’observer
une réaction antigéne - anticorps au niveau de la protéine recombinante de 32 kDa
exprimée par les bactéries E. coli M15[(pREP4)(pQE32egt589Pc)] aprés la purification
et la concentration de la protéine EGT589Pc (puits 1). Cette réaction est absente du lysat
des cellules bactériennes contrdles E. coli M15(pREP4) (puits 2). Cette analyse a permis
de constater que la protéine ainsi produite et purifiée correspond a la protéine EGT589Pc

codée par le plasmide recombinant pQE32egt589Pc.
3. Expression de la protéine EGT dans un systéme d’expression eucaryote

Le fragment codant pour le géne egr du virus ChfuGV a été amplifié par PCR
a partir de I’ADN viral en utilisant les amorces sens et anti-sens contenant les sites
de restriction des endonucléases BamHI et Xbal, respectivement. La taille du fragment
amplifié a été déterminée a 1,4 kpb suite a une analyse par électrophorése sur le gel
d’agarose. Ce fragment a été purifié et cloné dans le vecteur pCR®2.1, puis sous cloné
dans le vecteur d’expression pcDNA3. L’insertion du géne egt dans le plasmide pcDNA3
vérifiée par une série de digestions avec les endonucléases de restriction. La figure 17
présente les résultats de la digestion du plasmide pcDNA3/EGT par I’endonucléase
de restriction HindllI qui produit deux fragments d’ADN de 5394 et 1328 pb.

Le plasmide recombinant pcDNA3/EGT a été séquencé afin de comparer
la séquence en nucléotides du geéne inséré avec celle du géne egr du virus ChfuGV.
La comparaison a démontré une homologie de 100% entre le géne inséré et le géne viral,
a I’exception de la modification apportée volontairement dans le codon « stop » du géne.

Ce plasmide a été utilisé lors de I’immunisation génétique.

4. Immunisation génétique et évaluation de la réponse immune

4.1.  Plasmides utilisés lors de 'immunisation génétique

Les plasmides pcDNA3/EGT, pcDNA3 et pcDNA3/IL2 ont été produits

en grande quantité puis purifiés afin d’étre injecté aux souris. La qualité des plasmides
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Figure 16.

Analyse par immunobuvardage de type Western du concentré
de la protéine recombinante EGTS589Pc purifiée par
chromatographie d’affinité, dialysées et concentrée.

Les fractions d’élution E4 & E9 contenant la protéine recombinante
EGT589PC et obtenues suite a la purification par chromatographie
d’affinité ont été combinées, dialysées et concentrées. La protéine
recombinante EGT589Pc concentrée (puits 1), ainsi que le produit de la
purification des protéines a partir de culture bactérienne E. coli
MI5[(pREP4)(pQE32)] (puits 2) ont été analysés par immunobuvardage
de type Western en utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre la
queue de 6 histidines de la protéine recombinante EGT589Pc. Cette
analyse montre que seul la protéine recombinante purifiée a été reconnue
par les anticorps monoclonaux anti-6HIS (puits 1).
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Figure 17.

Profil électrophorétique du plasmide recombinant pcDNA3/EGT.

Les plasmides recombinants pcDNA3/EGT ont été digérés par
I’endonucléase de restriction Hindlll et les produits de cette réaction ont
ét¢ analysés par ’électrophorése sur le gel d’agarose. Les plasmides
PcDNA3/EGT possédant deux sites de restriction reconnues par
endonucléase de restriction Hindlll, sont clivés en deux fragments d’ADN
de 5,4 kpb et de 1,3 kpb.
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et leur intégrité ont été analysés par 1’électrophorése sur gel d’agarose suite
a une digestion avec I’endonucléase de restriction BamHI (figure 18). Le plasmide
recombinant pcDNA3/EGT a été injecté aux souris dans le but de produire des anticorps
polyclonaux spécifiques a la protéine EGT. Le plasmide recombinant pcDNA3/IL2
qui exprime I’IL-2 murin et le plasmide pcDNA3 ont été co-injectés avec le plasmide
pcDNA3/EGT comme adjuvants génétiques. De plus, le plasmide pcDNA3 seul

a été injecté comme témoin négatif.

4.2. Analyse de la spécificité des anticorps anti-EGT par immunobuvardage
de type Western

L’analyse par I’immunobuvardage de type Western montre que l'immunisation
des souris avec le plasmide pcDNA3/EGT a permis la production d’anticorps anti-EGT
(figure 19A, puits 4 4 6) & partir du 42"™ jour suivant la premiére immunisation. A noter
également, la détection d’une protéine contaminante ayant une masse moléculaire
légérement inférieure a la protéine recombinante EGT589Pc. Cette protéine contaminante
est reconnue par des anticorps présents dans le sérum de tous les groupes de souris
(pcDNA3, pcDNA3/EGT, pcDNA3/EGT+pcDNA3, pcDNA3/EGT+pcDNA3/IL2)
et a tous les différents temps post-immunisation (figure 19). L’analyse
par I'immunobuvardage de type Western montre également qu’il est possible d’accélérer
la production d’anticorps anti-EGT en injectant, en combinaison, les plasmides
pcDNA3/EGT et pcDNA3 lors de !’immunisation des souris. Ainsi, la production
d’anticorps apparait clairement 28 jours suivant la premiére immunisation (figure 19B).
L’accélération de la production d’anticorps anti-EGT est encore plus marquée
lors que les souris sont injectées avec le plasmide pcDNA3/EGT en combinaison
avec le plasmide pcDNA3/IL2 (figure 19C). En effet, des anticorps dirigés contre
la protéine recombinante EGT589Pc sont produits deux semaines suivant la premiére

immunisation.

Une deuxieéme analyse par I’immunobuvardage de type Western a permis

d’étudier la spécificité d’anticorps anti-EGT produit par I’immunisation génétique avec
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Figure 18.

Profil électrophorétique des plasmides recombinants pcDNA3/EGT,
pPcDNA3/IL2 et les plasmides pcDNA3.

Les différents plasmides préparés pour !’injection ont été digérés par
endonucléase de restriction BamHI. Le plasmide pcDNA3 digéré migre
a 5,4 kpb (puits 1 et 2), le plasmide recombinant pcDNA3/EGT digéré
migre & 6,8 kpb (puits 4 4 9) et le plasmide recombinant pcDNA3/IL2
digéré est clivé en deux fragments de 5,8 kpb et 1 kb (puits 11 et 12).
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Figure 19.

Analyse par immunobuvardage de type Western de la spécificité
des anticorps anti-EGT produits par 'immunisation génétique.

L’analyse par immunobuvardage de type Western a été effectuée en
utilisant les sérums des souris immunisées avec les plasmides
recombinants pcDNA3/EGT (groupe III, figure 19A), avec le plasmide
recombinant pcDNA3/EGT combiné au de plasmide pcDNA3 (groupe IV,
figure 19B) et les plasmides recombinants pcDNA3/EGT
et pcDNA3/IL2 combinés (groupe V, figure 19C). La protéine
recombinante EGT589Pc purifiée constitue le matériel sondé par les
anticorps produits. Les sérums des trois différents groupes contiennent
des anticorps qui reconnaissent la protéine recombinante EGT 589Pc
(figure 19A, ligne 3 4 6 ; figure 19B, ligne 2 4 6 ; figure 19C, ligne 2 a 6).
Les anticorps contenus dans le sérum des souris immunisées reconnaissent
aussi une protéine contaminante ayant une masse moléculaire légérement
inférieure a celle de la protéine recombinante (figure 19 A, B, C,
ligne 1 a 6 ; témoine négatif pcDNA3, ligne 7).
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le plasmide recombinant pcDNA3/EGT (groupe IlII). Le sérum des souris injectées avec
le plasmide pcDNA3/EGT a été utilisé pour sonder la protéine recombinante EGT589P¢
ainsi que les protéines bactériennes E. coli M15(pREP4) (figure 20, lignes 4 et 6).
Le sérum anti-EGT posséde des anticorps dirigés contre la protéine recombinante
EGT589Pc (Figure 20, ligne 4) et contre la protéine contaminante (figure 20, lignes 4
et 6). La protéine recombinante EGTS589Pc et les protéines bactériennes E. coli
MI15(pREP4) ont été également sondées avec des anticorps monoclonaux anti-GHIS.
Une réaction avec la protéine recombinante EGTS589Pc était trés spécifique tandis
qu’aucune réaction n’a pas été observée lors de réaction avec le lysat bactérien (figure 20,
lignes 6 et 7, respectivement). Finalement, les résultats obtenus montrent également que
le sérum des souris immunisées avec le plasmide pcDNA3 (témoin négatif) contient

des anticorps dirigés contre la protéine contaminante (figure 20, ligne 8).

43. Analyse par ELISA de la réponse humorale induite lors
de I’'immunisation génétique avec le plasmide recombinant pcDNA3/EGT.

Le paramétre indiquant la valeur de densité optique limite COI (« cut off index »)
a été déterminé lors d’un test ELISA dit de sensibilité. Pour ce faire, un test ELISA
a eté répété 20 fois en utilisant le dernier prélévement des sérums de souris, injectées
avec le plasmide pcDNA3 (témoins négatifs). La valeur de la densité optique moyenne
(1,122), additionnée a la valeur de I’écart-type (0.086) multipliée par 2, a permis
de déterminer a 1,295 I’indice de la valeur limite. Au-dela de cette valeur les densités

optiques sont considérées significatives.

La figure 21 présente les valeurs des densités optiques pour les sérums des cinq
différents groupes de souris immunisées. Tel que prévu, les tests ELISA utilisant
les sérums de souris immunisées avec une solution saline (PBS) ou avec le plasmide
pcDNA3 ont montré des densités optiques inférieures a celle du COI, elles sont donc
non-significatives. Par contre, le test ELISA montre clairement la production significative
d’anticorps anti-EGT spécifiques par les souris immunisées avec le plasmide

pcDNA3/EGT combiné ou non avec le plasmide pcDNA3. La production d’anticorps
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Figure 20.

Analyse comparative par immunobuvardage de type Western de la
spécificité des anticorps anti-EGT produits par immunisation
génétique.

Une dilution 1 :400 du sérum anti-EGT final des souris immunisées avec
le plasmide pcDNA3/EGT (groupe III) a été incubée en présence de la
protéine recombinante EGT589Pc purifiée (ligne 4) et en présence du
lysat de cellules bactériennes E. coli M15 [(pREP4)(pQE32)] (ligne 6).
Ces mémes protéines ont été incubées en présence d’anticorps anti-6HIS
(lignes 5 et 7). De plus, la protéine recombinante EGT589Pc a été incubée
en présence du sérum du groupe II (témoin négatif) immunisé avec le
plasmide pcDNA3 seul (ligne 8). La protéine recombinante EGT est
reconnue par les anticorps anti-6HIS (ligne 5) et par les anticorps contenus
dans le sérum des souris injectées avec le plasmide recombinant
pcDNA3/EGT (ligne 4). Le sérum des souris injectées avec le plasmide
pcDNA3/EGT posséde aussi des anticorps qui reconnaissent une protéine
contaminante présente a la fois dans le lysat de bactéries E. coli
MI15[(pREP4)(pQE32)] (ligne 6) et dans le concentré de la protéine
recombinante EGT589Pc (ligne 4). Cette protéine recombinante n’est
toutefois pas reconnue par les anticorps anti-6HIS (lignes 5 et 7). Le
sérum des souris injectées avec le plasmide pcDNA3 (témoin négatif)
posséde des anticorps contre la protéine contaminante.
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Figure 21.

Analyse de la réponse humorale des souris suite a2 I’immunisation
génétique visant a produire des anticorps anti-EGT.

Les tests ELISA ont été effectués avec les sérums dilués de souris prélevés
72 jours apres la premiére immunisation. Les dilutions étaient de 1 :200,
1:400, 1 :800, 1 :1600, 1 :3200, 1 :6400 et 1 :12800.

Groupes représentés :
Gr.1:PBS

Gr. I1 : pcDNA3

Gr. III : pcDNA3/EGT

Gr. IV : pcDNA3/EGT+pcDNA3

Gr. V: pcDNA3/EGT+pcDNA3/IL2:

: témoin négatif
: vecteur pcDNA3 (témoin négatif)
: plasmide recombinant exprimant

la protéine EGT

: plasmide recombinant exprimant

la protéine EGT co-injecté avec
le plasmide pcDNA3 comme
adjuvant génétique

plasmide recombinant exprimant

la protéine EGT co-injecté avec

le plasmide recombinant exprimant
I’interleukine IL2 murin

Le trait horizontal correspond 4 la valeur du COI.
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anti-EGT la plus importante est obtenue suite a [I’immunisation des souris

avec le plasmide pcDNA3/EGT combiné au plasmide recombinant pcDNA3/IL2.

4.4. Cinétique de Ia réponse humorale induite lors de I’immunisation génétique
avec le plasmide recombinant pcDNA3/EGT.

L’analyse de la cinétique de la réponse humorale induite par I’immunisation
génétique par le plasmide recombinant pcDNA3/EGT a permis d’observer le niveau
de production d’anticorps en fonction du nombre de jours aprés la premiére immunisation
et d’évaluer l’influence des plasmides co-injectés avec le plasmide pcDNA3/EGT
sur le niveau de la réponde humorale (figure 22). Une réponse humorale significative
n’a été observée que 42 jours suivant la premiére injection pour les groupes III, IV et V.
La plus importante production d’anticorps a été observée chez les souris injectées avec
le plasmide pcDNA3/EGT combiné au plasmide pcDNA3/IL2 (groupe V). Il faut noter
également une augmentation de la réponse humorale chez les souris injectées avec
le plasmide pcDNA3 (groupe II) par rapport aux souris du groupe I, injectées avec

le tampon PBS.
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Figure 22.

Cinétique de la réponse humorale observée dans les sérums des souris
au cours de 'immunisation génétique visant a produire des anticorps

anti-EGT.

Les souris ont été injectées au jour 0 et elles ont regu 4 doses de rappel
aux jour 14, 28, 42 et 56. Les tests ELISA ont été effectués sur les sérums
de ces souris, récoltés aux jours 0, 14, 28, 42, 56 et 72.

Groupes représentés :
Gr.1: PBS

Gr. 11 : pcDNA3

Gr. III : pcDNA3/EGT

Gr. IV : pcDNA3/EGT+pcDNA3

Gr. V: pcDNA3/EGT+pcDNA3/IL2:

: témoin négatif
: vecteur pcDNA3J (témoin négatif)
: plasmide recombinant exprimant

la protéine EGT

: plasmide recombinant exprimant

la protéine EGT co-injecté avec
le plasmide pcDNA3 comme
adjuvant génétique

plasmide recombinant exprimant

la protéine EGT co-injecté avec

le plasmide recombinant exprimant
Iinterleukine IL2 murin
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Discussion



Il a été¢ démontré, lors de ce projet, que le génome du virus ChfuGV renferme
le géne egt de 1347 pb qui code pour la protéine EGT de 448 acides aminés et d’un poids
moléculaire théorique de 50 kDa. Dans le cadre de la réalisation des objectifs
de notre projet de recherche, nous avons amplifié le géne egs & partir de I’ADN viral
extrait du virus ChfuGV. L’analyse des séquences nucléotidiques du géne egr démontre
un haut degré de conservation au niveau de plusieurs motifs qui sont présents dans
les séquences des geénes egt d’autres granulovirus tel que I’AoGV, le CpGV, I’EaGV,
le LoGV, le PoGV et le PxGV. Ces motifs conservés dans le géne egr codent pour
des domaines de la protéine EGT qui sont importants pour son activité enzymatique.
La protéine EGT appartient a la famille des UDP-glocosyl transférases et elle intervient
au niveau de la balance hormonale entre I’hormone juvénile qui empéche la mue
et I’ecdysone qui favorise ce processus chez une larve. Suite & I’infection d’une larve
par un baculovirus, I’enzyme EGT virale catalyse le transfert d’une molécule de glucose
ou de galactose conjuguée a I’UDP vers I’ecdysone qui devient alors inactivée. Une larve
infectée demeure alors dans son stade actuel de développement a cause de
la prédominance de I’hormone juvénile. Par conséquent, une larve infectée continue
de s’alimenter et augmente son poids corporel, ce qui se traduit également par
une augmentation de la production virale, étant donné que des ressources additionnelles
deviennent disponibles pour cette fin. A I’intérieur de toutes les protéines EGT des virus
analysés (le ChfuGV, I’AoGV, le CpGV, I'EaGV, le LoGV, le PoGV, le PxGV,
I’AcMNPV, I’AgMNPV, le BmNPV, le CINPV, le LdMNPV, le SplitNPV
et le SpltNPV), nous avons pu distinguer 6 régions hautement conservées. Les régions II,
III et IV sont probablement responsables de la reconnaissance de I’ecdysone tandis
que la région VI est li¢ & la reconnaissance de I’UDP conjuguée au succre (Manzan et al.,
2003).

Comme chez toutes les protéines EGT des baculovirus, notre analyse
de la séquence en acides aminés de la région N-terminale de la protéine EGT du virus
ChfuGV a montré la présence d’un peptide signal hydrophobe. Le peptide signal permet

de diriger la pro-enzyme dans le compartiment extracellulaire. Ce peptide signal
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est scindé du reste de la protéine avant sa excrétion par les cellules infectées (Manzan
et al., 2003). L’alignement des régions initiales des protéines EGT des virus ChfuGV,
AoGV, CpGV, EaGV, LoGV, PoGV, PxGV, AcMNPV, AgMNPV, BmNPV, CINPV,
SplitNPV et SpItNPV montre un grand polymorphisme au niveau des séquences
des peptides signaux. Le polymorphisme disparait et I’homologie entre les séquences
augmente abruptement aprés le site de clivage. Ce haut niveau de polymorphisme laisse
suggérer que le peptide signal joue un role important dans la reconnaissance spécifique
des cellules de I’héte. Par exemple, les virus SplitNPV et SpltNPV possédent les peptides
signaux presque identiques. En effet, ces virus ont été isolés de deux espéces d’insectes

qui sont tres proches phylogénétiquement.

Le géne egt est considéré comme non essentiel pour la réplication virale.
Cette caractéristique pourrait expliquer le fait que le géne egr est exprimé a différents
temps post-infection selon les différentes espéces de baculovirus. Cette variation
est reflétée, entre autres, par la configuration des motifs régulateurs au niveau du
promoteur du géne egr. Chez le virus ChfuGV, le promoteur du géne egf renferme des
motifs TATA caractéristiques des promoteurs précoces. Par contre, le trait de
guanine/pyrimidine associé a plusieurs promoteurs des génes précoces de cette famille de
virus est absent chez le ChfuGV. De plus, le motif ATAAG caractéristique du promoteur
tardif est également présent en amont du géne egs de ce virus. La présence des motifs
précoces et tardifs dans le promoteur du géne egf du ChfuGV pourrait indiquer qu’il y a
une expression continue du géne egr tout au long de I’infection par le ChfuGV, comme
c’est le cas pour le géne egt du virus AcCMNPV (Evans et O’Reilly, 1999) ou du virus
EaGV (Manzan et al.,, 2003). Il est également possible que I’expression du géne egf du
ChfuGV s’apparente d’avantage a celui du virus EpMNPV (Caradoc-Davies ef al., 2001).
En effet, dans ce cas, la transcription & partir du motif tardif n’a pas eu lieu malgré sa
présence dans la région promotrice du géne. Toutes ces informations pourraient indiquer
un mécanisme particulier de I’expression du géne egr. 11 est donc possible que
ce mécanisme résulte encore une fois de la spécificité de I’h6te dont le caractére non

essentiel du géne egr permet aux espéces virales d’ajuster la régulation d’expression par
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rapport a cette spécificité, sans toutefois diminuer la capacité de la propagation du virus.

L’analyse des séquences nucléotidiques du géne egr du virus ChfuGV
a également révélée I’absence du signal de polyadénylation AATAAA en aval
de ce géne, contrairement a la majorité des génes egr d’autres baculovirus qui possédent
ce signal (Khan ef al., 2003; Manzan ef al.,, 2003). La présence de la séquence poly(A)
est nécessaire pour augmenter le niveau de la transcription et pour stabiliser la molécule
d’ARNm, Le signal de polyadénylation permet d’ajouter la séquence poly(A) au transcrit
du géne par une poly-A polymérase cellulaire. La présence de la séquence poly(A)
du c6té 3” de la molécule d’ARNm est nécessaire pour ’initiation de la traduction dans
les cellules eucaryotes (Thoma et al, 2004). Puisque seuls les transcrits de I’ARN
polymérase II sont munis des signaux de polyadénylation, il est donc possible que
les enzymes qui interagissent avec I’ARN polymérase Il soient capables d’ajouter
la séquence poly(A). L’ARN polymérase II de la cellule infectée participe dans
I’expression des geénes viraux lors de la phase précoce (I’expression des génes a et f).
Par ailleurs, dans la région promotrice du géne egt du virus ChfuGV se trouvent
les motifs caractéristiques pour cette phase de I’expression du géne egl.
L’absence du signal de polyadénylation suggére donc que, malgré la présence des motifs
précoces dans le promoteur, I’expression du géne egt chez le virus ChfuGV serait plut6t

régulée par son promoteur tardif.

L’analyse phylogénétique basée sur les séquences en acides aminés des protéines
EGT effectuée lors de ce projet a permis placer le virus ChfuGV dans le méme clade
que les autres granulovirus mais sur une position relativement distincte (figure 12).
Traditionnellement, la phylogénie des baculovirus est basée sur I’analyse des génes
individuels, tels que ceux de la polyédrine (Bulach ef al., 1999), de la granuline (Bideshi
et al., 2000), de I’ADN polymérase (Bulach ef al, 1999) ou de I’EGT (Manzan et al.,
2003). Les résultats obtenus dans cette étude correspondent généralement a la littérature
pour la protéine analysée. Toutefois, il faut remarquer que ce type d’analyse est de plus
en plus remplacé par des comparaisons basées sur les génomes baculoviraux complets

et leur nombre croissant rend ce type d’études de plus en plus informatif.
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Une étude de ce genre effectuée par Herniou et collaborateurs (2003) a été basée
sur ’analyse de 13 génomes complets des baculovirus et, en particulier, sur 30 génes
communs pour les baculovirus. Le géne eg/ ne faisait pas partie de ce groupe, ce qui
pourrait étre interprété comme signe de faiblesse pour I’application de telles démarches
analytiques sur le géne egr, surtout que ce dernier est absent chez le virus XcGV
(Hayakawa ef al., 1999) et CnSNPV (Afonso ef al., 2001).

Le principal objectif de ce projet consistait & exprimer la protéine EGT du virus
ChfuGV dans un systéme d’expression procaryote. Cet objectif a été atteint de fagon
partielle puisque nous avons réussi a exprimer la partie C-terminale de cette protéine.
En effet, ’expression des protéines sécrétoires pose certains problémes techniques.
Bowden et Georgiou (1990) avaient montré que chez la bactérie E. coli et chez les autres
bactéries Gram-négatives, des polypeptides secrétés s’accumulent dans [’espace
périplasmique ou ils sont exposés a des conditions différentes que celles du cytoplasme.
Ils ont également observé que la présence du peptide signal a un caractére hydrophobe
du cOté N-terminal influence le rendement de I’expression de certaines protéines.
Ce peptide signal peut étre clivée du reste de la protéine, causant ainsi la perte
de la queue de 6 histidines qui lui précéde et qui est essentielle pour la purification
de la protéine recombinante. Par ailleurs, d’autres phénomenes associés a la présence
du peptide signal ont été rapportés, tel que la formation des corps d’inclusion
dans I’espace périplasmique, la formation des agrégats des protéines ou I’arrét temporaire
de la transcription d{i & I’interaction de la partie N-terminale hydrophobe de ce peptide
avec des composants du ribosome (Anonyme, 2001; Bowden et Georgiou, 1990;
Tsalkova et al, 1999). Ce dernier phénomeéne conduit a ’accumulation des peptides
de faible poids moléculaire (Tsalkova et al, 1999). Nous avons observé la présence
de peptides d’une masse moléculaire inférieure & 7 kDa qui réagissent avec les anticorps
anti-6HIS lors de I’expression de la protéine EGT entiére. 11 est raisonnable de penser que
le phénomeéne d’accumulation de peptide de faible poids moléculaire serait responsable

de I’échec de I’expression de la protéine EGT entiére dans notre systéme expérimental.
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L’influence du peptide signal N-terminal sur I’expression de la protéine EGT
a été confirmée par la réussite des essais d’expression du fragment C-terminal
de cette protéine. Le fragment ainsi produit, soit la protéine EGT589Pc de 32 kDa,
a été¢ reconnue par les anticorps anti-6HIS (figure 16), mais des essais consécutifs
ont démontré que cette protéine n’a pas été purifiée a ’homogénéité. La présence
d’une deuxiéme protéine d’un poids moléculaire semblable & la protéine EGT589Pc a été
détectée lors des tests d’immunobuvardage de type Western utilisant les anticorps anti-
EGT produits par immunisation génétique, et les anticorps anti-E.coli (figures 19 et 20).
Un signal pareil, correspondant & la masse de 30 kDa a été observé lors des expériences
similaires conduites par Jean (2003). Il s’agit donc d’une protéine d’origine bactérienne,
capable de se fixer sur la colonne de Ni-NTA soit par elle-méme, soit en formant
un agrégat avec la protéine recombinante munie de la queue de 6 histidines.
Une formation des tels agrégats a été également observée par le groupe de Bowden

et Georgiou (1990).

La co-purification de ces deux protéines et leur présence dans I’extrait protéique
explique les résultats observés lors des tests d’immunobuvardage de type Western
utilisant les anticorps anti-EGT produit par immunisation génétique. Le signal
correspondant & la protéine contaminante a été également observé dans les sérums
prélevés au jour O (figure 19), ce qui signifie que les souris produisent des anticorps
contre la protéine contaminante d’origine bactérienne (bactérie E. coli), déja présente

dans leur environnement.

Les analyses par immunobuvardage de type Western ont démontré
que I'immunisation génétique avec le plasmide recombinant codant pour la protéine EGT
du virus ChfuGV a permis de produire les anticorps anti-EGT réagissant spécifiquement
avec la protéine EGT589Pc (figures 19 et 20). La cinétique de cette production varie
en fonction de la combinaison des plasmides utilisés comme adjuvants immunologiques.
En effet, nous avons constaté que la présence du plasmide recombinant codant
pour Dinterleukine-2 murine comme adjuvant immunologique augmente la production

et la spécificité des anticorps anti-EGT (figure 22), tel que rapporté par Prayaga et al.,
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(1997) et Chow et al., (1997). Cet effet de I’IL-2 s’explique par sa capacité de stimuler
la prolifération cellulaire renforcant ainsi la réponse immunitaire humorale

(Chow et al., 1998).

L’utilisation du plasmide pcDNA3 comme adjuvant génétique lors
des expériences d’immunisation génétique s’est avérée trés bénéfique pour la production
d’anticorps anti-EGT. En effet, sa présence a influencé positivement la réponse humorale
chez les souris Balb/c injectées avec un mélange de plasmides pcDNA3/EGT+pcDNA3
(groupe IV) en comparaison avec le groupe de souris injecté avec le plasmide
pcDNA3/EGT seul (groupe III) (figure 22). De plus, I’effet immunoadjuvant du plasmide
pcDNA3 a été également visible chez le groupe témoin (groupe II). La stimulation
de la réponse humorale par le plasmide pcDNA3 serait associée a la présence des motifs

CpG dans sa séquence.
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Conclusion



Au cours de ce travail, nous avons réussi a produire des anticorps spécifiques
dirigés contre la protéine EGT par immunisation génétique. Ces anticorps pourraient €tre
utilisés dans les essais immuno-histologiques visant a détecter la protéine EGT dans les
larves infectées et a suivre la propagation de cette protéine en fonction du temps apres
linfection. La compréhension de ce processus et de son lien éventuel avec le mécanisme
de la régulation de ’expression du géne egs chez le virus ChfuGV pourraient répondre
a la question concernant ’expression de la protéine EGT lors du processus de I’infection
et, pas conséquent, mener au développement d’un virus ChfuGV amélioré comme arme

biologique dans la lutte contre la tordeuse des bougeons de I’épinette.

La méthode de purification de la protéine récombinante EGT par chromatographie
d’affinité sur la colonne Ni-NTA utilisée dans cette étude s’est avérée inefficace.
Ainsi, I’application d’une chromatographie d’affinité utilisant des anticorps anti-E.coli
pour éliminer les protéines contaminantes d’origine bactérienne permettrait une meilleure
séparation de la protéine d’intérét. Il est également possible que I’utilisation des anticorps
anti-EGT dirigés contre la protéine EGT recombinante provenant d’une autre espece
baculovirale pourrait nous permettre d’améliorer nos tests pour la purification
de la protéine EGT589Pc a homogénéité. Cette suggestion est supportée par les travaux
d’Evans et O’Reilly (1998) qui ont réussi a produire des anticorps polyclonaux dirigés
contre la protéine EGT du virus AcMNPV par immunisation classique. Ces anticorps
ont été utilisés dans les essais immunologiques lors des analyses de la protéine EGT
du virus AgMNPV (Rodrigues et al, 2001). Etant donné I’important degré
de conservation de certaines régions de cette protéine a travers toutes les espéces
baculovirales, il est possible que ces anticorps puissent é&tre utilisés dans
la chromatographie d’affinité pour purifier 8 homogénéité la protéine EGT recombinante

provenant d’une autre espéce virale.

Finalement, il faut souligner que I’expression d’une protéine possédant un peptide
signal dans un systéme d’expression procaryote tel que le vecteur pQE32, exige une
approche expérimentale particuliére. Ce peptide signal doit étre éliminé de la protéine

recombinante  afin  d’assurer un  niveau adéquat de  D’expression

134



de la protéine, ainsi que de la présence de la queue de six histidines. L’approche
appliquée dans cette étude nous a permis d’exprimer un fragment de la protéine EGT
du virus ChfuGV privé du peptide signal. L’expression d’un fragment d’une protéine
est trés avantageuse pour la production des anticorps spécifiques & un nombre réduit
d’épitopes lors d’immunisation classique. Ainsi, des anticorps plus spécifiques peuvent
étre obtenus également lors d’immunisations génétiques utilisant seulement

des fragments du géne egt codant pour les régions conservées de la protéine EGT.
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