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Résumé

Les virus des polyédroses nucléaires (VPN) sont des baculovirus trés intéressants car ils
peuvent é€tre utilisés comme bioinsecticides contre plusieurs insectes ravageurs de
plantations, ou comme vecteurs d’expression de génes pour la production de protéines
d’intéréts médicaux, biologiques et pharmaceutiques. Les VPN sont trés susceptibles aux
mutations en culture cellulaire. Pourtant, une stabilit¢ sur plusieurs passages viraux
successifs en culture cellulaire est nécessaire pour que la production massive de
bioinsecticides et de protéines recombinantes soit possible. C’est pourquoi, plusieurs
études ont évalué la stabilité de VPN dans différents systémes cellulaires contenant du
sérum de veau foetal (SVF). Toutes ces études ont démontré une stabilité virale sur 10
passages viraux en moyenne, apres quoi la présence de mutants FP (Few Polyhedra) était
évidente. Par contre, aucune étude de stabilité de VPN n'a été effectuée dans un systéme

cellulaire sans SVF.

Notre laboratoire posseéde une lignée cellulaire adaptée a un milieu de culture trés simple
sans SVF qui supporte encore trés bien la production de VPN méme aprés plus de 500
passages cellulaires. Comme le SVF est un produit trés dispendieux, peut contenir des
facteurs cytotoxiques, est susceptible aux contaminations par les mycoplasmes et nuit a la
purification des protéines recombinantes, il semblait intéressant de vérifier si notre
systeme cellulaire sans SVF offre une stabilité de production de VPN aussi élevée qu'un
systéme cellulaire avec SVF, autant pour la production de bioinsecticides que pour celle
de protéines recombinantes. Le virus sauvage GmMVPN a été utilisé pour vérifier la
stabilité de production de bioinsecticides, alors que le virus AcLuci, recombinant hybride
de AcMVPN et de BmMVPN exprimant la luciférase au lieu de la polyédrine, a été utilisé

pour Vérifier la stabilité de production de protéines recombinantes.

Apres 10 a 12 passages du GmMVPN sauvage dans notre systéme cellulaire sans SVF,
des caractéristiques reliées a l'apparition de mutants FP ont été observées, dont une

diminution du nombre de polyédres totaux et par cellule infectée, du pourcentage de
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cellules infectées, du nombre de virions a I’intérieur des polyédres, de la synthése de
membrane virale de novo et de la virulence des polyedres envers des larves de Galleria
mellonella. Une modification de la forme des polyédres, une augmentation de la
production de virus extracellulaires et I’expression de deux nouvelles protéines virales ont
également été observées aprés plusieurs passages viraux. De plus, une diminution de
I’expression de la polyédrine et d’une protéine de 23 kDa suggére que les mutants FP
obtenus proviennent entre autres de mutations dans le géne FP25K de GmMVPN,
concordant avec plusieurs études dans un systeéme cellulaire avec SVF. Finalement, en
fonction des passages du recombinant AcLuci dans notre systéme cellulaire sans SVF,
une stabilité d’expression de luciférase, et par conséquent de protéines recombinantes, a
été observée sur plus de 18 passages viraux. Notre systéme cellulaire sans SVF offre donc
une stabilité virale sur plusieurs passages viraux successifs aussi élevée que dans un
systéme cellulaire avec SVF, permettant ainsi une production simple et rentable de

bioinsecticides et de protéines recombinantes a 1’aide de baculovirus.
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Introduction

Les baculovirus sont des virus d’insectes et sont tres étudiés a travers le monde. L’intérét
majeur porté a ces virus se situe dans deux différents domaines. Premiérement, ils sont
virulents envers plusieurs insectes ravageurs de plantations et sont donc utilisés comme
bioinsecticides. De plus, ils peuvent étre utilisés comme vecteurs d’expression de génes
pour la production de protéines, ce qui confére aux baculovirus plusieurs applications

meédicales, pharmaceutiques et biologiques.

Les virus des polyédroses nucléaires (VPN) ont été utilisés lors de cette étude. Ces virus,
tout comme les virus des granuloses (VG), font partiec de la grande famille des
Baculoviridae (ou baculovirus). Contrairement aux VG, les VPN se répliquent dans
plusieurs lignées cellulaires in vitro. Ceci rend les VPN trés intéressants pour la
production de bioinsecticides et de protéines recombinantes, car la culture cellulaire in

vitro permet de les produire massivement en milieu industriel.

Les plus grands problémes lors de la production massive de baculovirus sont le coiit de
production et la pureté. En effet, des composants des milieux de culture, et en particulier
le sérum de veau feetal (SVF), sont tres dispendieux et augmentent considérablement les
colits de production de bioinsecticides et de protéines recombinantes. De plus, le SVF est
susceptible aux contaminations par les mycoplasmes et nuit 4 la purification de protéines
recombinantes produites par des baculovirus. C’est pourquoi, depuis plusieurs dizaines
d’années, les scientifiques ont développé plusieurs moyens pour remplacer ou supprimer
le SVF des milieux de cultures, tout en conservant une production de baculovirus d’aussi
bonnes qualité et quantité. En particulier, un milieu de culture semi-défini trés simple et
ne contenant pas de SVF a été développé. C’est le milieu Mitsuhashi-Maramorosch sans
sérum (milieu MM-SF) (Mitsuhashi, 1982), qui a été simplifié par Koike et Sato (1988)
(milieu MMS8-SF) et modifié par Pajout de lipides commerciaux ou de cholestérol
(Belloncik, Akoury et Cheroutre, 1997) pour la production de VPN par la lignée cellulaire
Spodoptera firugiperda clone 9 (Sf9) adaptée (Sf9 MMS-SF).
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Avant de passer 4 une production massive de baculovirus dans ce systéme cellulaire sans
SVF, il était trés important de savoir s’il y a stabilité de production virale aprés plusieurs
passages viraux. En effet, lors de la production industrielle massive, des passages
successifs de virus doivent étre effectués. Donc, un systéme cellulaire offrant une stabilité
virale sur un faible nombre de passages viraux n’est pas intéressant pour la production
massive. Dans cet ordre d’idée, plusieurs études ont été effectuées dans le but de
démontrer la stabilité de production de VPN en fonction des passages viraux dans
différents systémes cellulaires en présence de SVF. Tous ces travaux ont sensiblement
donné les mémes résultats, c’est-a-dire que la stabilité virale durait en moyenne dix
passages de virus. Cette diminution de stabilité peut étre en grande partie expliquée par la
sélection de mutants FP (Few Polyhedra) lors des passages viraux. Ces mutants

produisent entre autres moins de corps d’inclusion (polyédres) que les VPN sauvages.

Ce qui est intéressant a observer, c’est, qu’a notre connaissance, aucune étude n’a été
publiée sur la stabilité de VPN dans un systeme cellulaire en absence de SVF. L’objectif
principal de ce mémoire est donc de vérifier la stabilité de production de VPN en fonction
des passages viraux dans notre systéme cellulaire sans SVF, et ce autant pour la
production de bioinsecticides que pour la production de protéines recombinantes. Dans le
cadre de ce projet, le virus sauvage GmMVPN a été utilisé pour vérifier la stabilité de
production de bioinsecticides, alors que le virus AcLuci, recombinant hybride de
AcMVPN et de BmMVPN exprimant la luciférase au lieu de la polyédrine sous le
contrdle du promoteur fort de la polyédrine, a été utilisé pour vérifier la stabilité de

production de protéines recombinantes.

Apres interprétation des résultats obtenus lors de cette €tude, nous avons été en mesure de
démontrer si la production virale dans un systéme cellulaire sans SVF est aussi stable que
dans un systéme cellulaire avec SVF. Nous avons également pu analyser les causes et les
phénomeénes qui peuvent expliquer la baisse de stabilité virale en fonction des passages
viraux dans notre systéme cellulaire, dont I"apparition de mutants FP. Finalement, si notre
systeme cellulaire sans SVF offre une stabilité de production virale sur autant ou méme

plus de passages viraux que dans un systéme cellulaire en présence de SVF, nous aurons



fait une progression vers I’amélioration et la rentabilisation de la production de masse de

bioinsecticides et de protéines recombinantes 4 1’aide des baculovirus.



Chapitre 1 : Revue bibliographique

1.1. Virus des polyédroses nucléaires (VPN)

1.1.1. Classification et nomenclature

Les virus classés dans le genre Nucleopolyhedrovirus (virus des polyédroses nucléaires
ou VPN) font partie de la grande famille des Baculoviridae (ou baculovirus), dont les
hétes sont certains crustacés et une trés grande variété d’insectes (Murphy ef al., 1995;
Blissard et Rohrmann, 1990; Rohrmann, 1992; Rohrmann, 1999). Les insectes hotes sont
principalement les 1épidopteres (Murphy et al., 1995; Rohrmann, 1999).

Les membres de la famille des Baculoviridae forment des corps d’inclusion protéiques a
I’intérieur des cellules infectées (Murphy ef al., 1995; Rohrmann, 1999). Cette famille
contient deux genres, soit les Nucleopolyhedrovirus et les Granulovirus (virus des
granuloses ou VG) (Murphy et al., 1995; Rohrmann, 1999). C’est la structure des corps
d’inclusion qui distingue ces deux genres (Murphy et al., 1995; Blissard et Rohrmann,
1990; Rohrmann, 1992; Rohrmann, 1999). Ainsi, un corps d’inclusion (ou granule) formé
par des VG consiste en une structure protéique protectrice de forme ellipsoidale de 0,25 a
0,5 um de diamétre contenant généralement un seul virion, alors qu’un corps d’inclusion
(ou polyedre) formé par des VPN consiste en une structure protéique protectrice de forme
polyédrique de 1 a4 15 pm de diamétre contenant plusieurs virions (figure 11, 1a: page

87).

Un autre groupe de baculovirus existe. Ces baculovirus infectent aussi les insectes et
présentent des caractéristiques trés semblables aux membres de la famille des
Baculoviridae, mais ne sont pas classés dans cette famille, car ils ne peuvent former de
corps d’inclusion a I’intérieur des cellules infectées (Murphy et al., 1995; Burand, 1999).

Ces virus se nomment baculovirus non-inclus (ou BNI) (Burand, 1999).
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Les espéces virales classées dans le genre VPN sont divisées selon le nombre de
nucléocapsides présentes a I’intérieur des virions. Ainsi, les espéces virales contenant de
une 4 de multiples (M) nucléocapsides a l’intérieur d’une seule enveloppe virale se
nomment MVPN, alors que celles toujours constituées d’une nucléocapside simple (S)
enveloppée se nomment SVPN (Murphy et al., 1995; Rohrmann, 1999). Dans le cadre de

ce projet, seulement les MVPN seront étudiés.

Les espéces du genre VPN, comme toutes celles faisant partie des baculovirus, sont
nommées selon I’insecte a partir duquel le virus a été isolé (Murphy er al., 1995;
Rohrmann, 1999). Donc, un MVPN isolé a partir de larves de Galleria mellonella (insecte
responsable de la destruction des ruches d’abeille) se nomme Galleria mellonella MVPN,
alors qu’un autre MVPN isolé a partir de larves d’Autographa californica (ou autographe

de la luzerne) se nomme Autographa californica MVPN.

L’abréviation des espéces virales acceptées depuis longtemps dans le genre VPN est
formée par la premiére lettre du genre et la premiére lettre de I’espéce de I’insecte a partir
duquel le virus a été isolé (Murphy et al., 1995). Ainsi, Galleria mellonella MVPN et
Autographa californica MVPN sont respectivement nommés GmMVPN et AcMVPN
(Murphy et al., 1995). Cependant, plusieurs problémes sont reliés a I’utilisation de ces
abréviations, car les VPN ont été rapportés chez plus de 500 especes d’insectes (Blissard
et Rohrmann, 1990; Rohrmann, 1992). De plus, des centaines d’espéces virales ont été
proposées a I'ICTV (International Committee on Taxonomy of Viruses) depuis plusieurs
années pour étre acceptées dans le genre VPN (Murphy et al., 1995). C’est pourquoi
I’abréviation a changé chez les espéces virales qui ont été officiellement acceptées
récemment dans le genre VPN ou qui sont actuellement en procédure d’acceptation par
’ICTV (Murphy ef al., 1995). L’abréviation de ces VPN est maintenant formée par les
deux premiéres lettres du genre et les deux premieres lettres de I’espece de I’insecte a
partir duquel le virus a été isolé (Murphy et al., 1995). Par exemple, I’abréviation de
Wiseana signata VPN, un virus qui n’était pas encore accepté officiellement dans le genre

VPN en 1993, est WisiVPN (Murphy et al., 1995).



1.1.2. Structure
1.1.2.1. Nucléocapside

Les VPN sont des virus 4 ADN double-brin circulaire en forme de superhélice de 88 a
170 kilobases (kb), selon le virus, pour une moyenne d’environ 100 kb (Burgess, 1977;
Schafer et al., 1979; Faulkner et Carstens, 1986; Blissard et Rohrmann, 1990; Murphy et
al., 1995; Rohrmann, 1999). La séquence compléte du génome viral a été répartie en
unités de 0 a 100%, la position 0% correspondant a la région hrl, ¢’est-a-dire une région
contenant des répétitions homologues de séquences et des sites de restriction EcoR1
(Blissard et Rohrmann, 1990; Ayres ef al., 1994). Le génome viral code pour plusieurs
protéines (Summers et Smith, 1978; Wood, 1980; Braunagel et Summers, 1994; Ayres et

al., 1994), mais seulement quelques-unes sont bien caractérisées.

Le génome viral est étroitement associé a une petite protéine basique de 6.5 a 6.9 kilo-
Daltons (kDa) riche en arginine, en sérine et en thréonine (Wilson e al., 1987; Russell et
Rohrmann, 1990b). Cette protéine se nomme p6.5-6.9, ou protéine liée 4 I’ADN (figure
1). Les résidus arginine serviraient & maintenir un lien étroit avec I’ADN et 4 stabiliser cet
ADN, alors que les résidus sérine/thréonine seraient impliqués dans le reldchement de
I"ADN viral a I’intérieur du noyau cellulaire au début de I’infection virale (Wilson e al.,

1987; Russell et Rohrmann, 1990b).

Le complexe ADN - p6.5-6.9 est entouré d’une capside hélicoidale de 30 4 60 nanométres
(nm) de largeur par 250 4 300 nm de longueur, formant ainsi une nucléocapside (Faulkner
et Carstens, 1986; Murphy ef al., 1995; Rohrmann, 1999). Cing protéines structurales
formant cette capside sont maintenant bien caractérisées (figure 1). La présence de
chacune de ces protéines dans la capside a été déterminée par les techniques
d’immunobuvardage de type Western et/ou d’immunogold en microscopie électronique.
La premicére est la p39, d’un poids moléculaire de 39 a 39,5 kDa, et est la protéine
structurale majeure des capsides (Pearson ef al., 1988; Blissard et al., 1989; Russell,
Pearson et Rohrmann, 1991). La seconde est la p25 (ou p24), une protéine de 25 kDa (ou
24 kDa) bien distribuée dans toute la capside (Goh, 1993; Wolgamot et al., 1993). La
troisiéme est la p80 chez ACMVPN (ou la p87 chez OpMVPN), une protéine de 80 kDa
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(ou 87 kDa) associée a la capside (Lu et Carstens, 1992; Miiller ef al., 1990). Cette
protéine n’est cependant pas en aussi grande concentration que la p39 (Miiller et al.,
1990). La quatriéme est la p91, une protéine de 91 kDa associée a la capside des VPN et
présente autant dans la capside que dans I’enveloppe entourant la capside (Russell et
Rohrmann, 1997). La derniére est la pp78/83, une phosphoprotéine de 78 kDa ou de 83
kDa associée 2 la structure terminale des nucléocapsides matures (Vialard et Richardson,

1993). La protéine de 83 kDa est un dérivé phosphorylé de la protéine de 78 kDa.

1.1.2.2. Virus extracellulaire (VEC)

Chez les VPN, des virions de deux phénotypes distincts sont produits (Volkman et
Summers, 1977). Le premier phénotype est le virus extracellulaire (VEC) (ou en anglais
BV : «budded virus ») (figure 1). Ce virus est constitué d’une seule nucléocapside
enveloppée (figure 1). Il acquiert son enveloppe par bourgeonnement d’une
nucléocapside au travers de la membrane cytoplasmique d’une cellule infectée. Par ce
processus, le virus est reldché a I’extérieur de la cellule infectée et acquiert la gp64, une
glycoprotéine de 64 kDa (ou 67 kDa) retrouvée uniquement dans I’enveloppe des VEC et
servant de récepteur viral (figure 1) (Volkman et al., 1984; Volkman, 1986; Whitford et
al., 1989; Blissard et Wenz, 1992). Cette protéine est en concentration particuliérement
élevée a [P’intérieur de péploméres, c’est-a-dire de petites structures de nature
glycoprotéique traversant I’enveloppe virale et projetées a I’extérieur du virus, retrouvés a
une extrémité du VEC (figure 1) (Volkman ef al., 1984). Le récepteur viral doit étre sous
forme homotrimérique pour étre fonctionnel, ¢’est-a-dire composé de trois protéines gp64

(Oomens, Monsma et Blissard, 1995).

1.1.2.3. Virus inclus (VI)

Le second phénotype est le virus inclus (VI) (figure 1). Le VI est formé d’une ou de

plusieurs nucléocapsides entourées d’une enveloppe simple (figure 1). Contrairement a
I’enveloppe du VEC, cette enveloppe provient d’une synthése de membrane de novo par
le virus (Robertson, Harrap et Longworth, 1974; Stoltz, Pavan et Dacunha, 1973;
Knudson et Harrap, 1976). Plusieurs protéines virales sont exclusivement retrouvées chez

les VI. La premiére est la p74 (figure 1), récepteur viral essentiel pour infecter les cellules
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épithéliales de I’intestin de I’insecte (Kuzio, Jaques et Faulkner, 1989; Faulkner ef al.,
1997). Cette protéine de 74 kDa n’est pas exprimée en grande quantité dans les cellules
infectées (Kuzio, Jaques et Faulkner, 1989). La seconde est la gp41, une glycoprotéine
structurale de 41 kDa présente dans le tégument, c’est-a-dire dans la région entre la
capside et ’enveloppe du virus inclus (figure 1) (Whitford et Faulkner, 1992a; Whitford
et Faulkner, 1992b). Les autres protéines structurales connues sont toutes présentes
exclusivement dans I’enveloppe du virus inclus, déterminé par les techniques
d’immunobuvardage de type Western et d’immunogold en microscopie électronique. La
VI-E18/35, la VI-E25 (ou p25), la VI-ES6 et la VI-E66 font partic de ces protéines
structurales (figure 1). La VI-E18/35 correspond a deux protéines de 18 kDa et de 35 kDa
ayant la méme séquence N-terminale en acides aminés (Braunagel et al., 1996a). La VI-
E25 a un poids moléculaire de 25 kDa (Russell et Rohrmann, 1993). Cette p25 n’est pas
la méme protéine que la p25 structurale présente dans la capside, car la p25 de capside est
exprimée plus tot dans les cellules infectées et est également présente dans les virus
extracellulaires (Goh, 1993; Russell et Rohrmann, 1993). Finalement, la VI-E56 et la VI-
E66 sont des protéines structurales de 56 kDa et de 66 kDa, respectivement (Braunagel er
al., 1996b; Hong, Braunagel et Summers, 1994).

1.1.2.4. Polyédres

Les VI sont protégés a I’intérieur d’un corps d’inclusion (ou polyedre) de forme plus ou
moins polyédrique de 1 & 15 pum de diameétre (figure 1) (Raghow et Grace, 1974;
Knudson et Harrap, 1976; Murphy et al., 1995; Rohrmann, 1999). Plusieurs VI sont
présents par corps d’inclusion (figure 11, 1a: page 87). Le polyédre protége ces virions
contre les rayons ultraviolets, la dessiccation et tout autre facteur extérieur qui pourrait
abimer les virions et I’ADN viral. Trois protéines sont reliées aux polyédres, soient la

polyédrine, la p10 et la protéine de I’enveloppe du polyédre (protéine EP) (figure 1).

La polyédrine (ou p29) est la protéine majeure formant la matrice des corps d’inclusion
(figure 1) (Rohrmann, 1986; Russell, Pearson et Rohrmann, 1991). Son poids moléculaire
se situe entre 27 et 33 kDa selon le VPN, avec une moyenne de 29 kDa (Croizier et

Croizier, 1977; Wood, 1980; Rohrmann, 1986). La polyédrine est la protéine virale la
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plus étudiée, car elle est hyperexprimée et est la protéine virale la plus abondante a
Pintérieur des cellules infectées (Quant er al., 1984). Le role de la polyédrine est le méme
que celui des polyédres, c’est-a-dire de stabiliser les virions dans I’environnement et de

protéger I’ADN viral contre les rayons ultraviolets (Blissard et Rohrmann, 1990).

La pl0, une protéine de 10 kDa, est également hyperexprimée. Elle est associée au
polyédre, mais n’est pas une protéine structurale présente en concentration importante a
intérieur du polyédre (Quant-Russell et al., 1987; Williams ef al., 1989; Russell,
Pearson et Rohrmann, 1991). Elle est plutdt concentrée dans un réseau de filaments
protéiques a I’intérieur des cellules infectées (Quant-Russell et al., 1987; Russell, Pearson
et Rohrmann, 1991). En effet, des virus mutants n’exprimant pas la p10 (mutants p10-) ne
forment pas ces filaments, alors que des VPN sauvages en forment (Williams ef al., 1989;
Gross, Russell et Rohrmann, 1994). La p10 est essentielle 4 un assemblage normal des
polyedres, car les mutants p10- forment des polyédres trés fragiles et se brisant facilement
(Williams et al., 1989; Russell, Pearson et Rohrmann, 1991; Gross, Russell et Rohrmann,
1994). La p10 semble aussi aider ’enveloppe du polyédre (EP) a s’attacher autour du
polyedre, car I’EP des mutants p10- ne s’associe pas ou s’attache de maniére aberrante au
polyédre (Williams et al., 1989; Russell, Pearson et Rohrmann, 1991; Gross, Russell et
Rohrmann, 1994). Finalement, la p10 semble étre importante lors de la lyse cellulaire a la
fin de I'infection virale, étant donné qu’aucune lyse cellulaire n’est observée chez les
cellules infectées par des mutants p10-, alors qu’il y a lyse cellulaire lors d’une infection

par un virus sauvage (Williams et al., 1989).

La protéine EP est une protéine de 32 a 36 kDa (p32-36) (figure 1). Elle est présente
uniquement dans I’enveloppe du polyédre (EP) (Gombart er al., 1989; Russell et
Rohrmann, 1990a; Russell, Pearson et Rohrmann, 1991; Gross, Russell et Rohrmann,
1994) et est exprimée en assez faible concentration dans les cellules infectées (Gombart et
al., 1989; Gross, Russell et Rohrmann, 1994). La protéine EP, avec I’aide de la p10,
semble essentielle 4 la formation de 1’enveloppe autour du polyedre, et donc nécessaire a
la stabilité¢ du polyédre (Williams er al., 1989; Russell et Rohrmann, 1990a; Russell,
Pearson et Rohrmann, 1991; Gross, Russell et Rohrmann, 1994).



Figure 1 : Localisation des éléments structuraux des VPN,

(Adapté a partir de Blissard et Rohrmann, 1990).
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1.1.3. Cycle viral
1.1.3.1. Cycle viral in vivo

1.1.3.1.1. Infection primaire

Le cycle viral in vivo des VPN (figure 2A) a été révisé par Granados et Lawler (1981).
Lorsqu’ingérés par une larve d’insecte, les polyédres sont trés virulents, ce qui offre la
possibilit¢ de les utiliser comme bioinsecticides (Wood et Granados, 1991). Apres
ingestion, ces corps d’inclusion sont dissous dd au pH alcalin présent dans I’appareil
digestif de la larve (figure 2A). Les VI ainsi libérés engendrent une infection primaire
(figure 2A) (Granados et Lawler, 1981), c’est-a-dire qu’ils infectent les cellules
épithéliales de I’intestin de la larve grice au récepteur viral p74. En effet, les polyédres de
mutants dont le géne de la p74 est inactivé ne sont pas virulents lorsqu’ingérés par des
larves d’insecte (Kuzio, Jaques et Faulkner, 1989; Faulkner ef al., 1997). L’infection
virale s’effectue par fusion directe de la membrane virale avec la membrane cellulaire
(figure 2A) (Horton et Burand, 1993). Aprés pénétration dans la cellule épithéliale, les
nucléocapsides entrent dans le noyau cellulaire en traversant les pores de la membrane
nucléaire et le génome viral est reldché a Iintérieur du noyau par décapsidation (figure
2A) (Granados et Lawler, 1981), grace a la protéine p6.5-6.9 (Wilson ef al., 1987; Russell
et Rohrmann, 1990b). La réplication de I’ADN viral et 1’assemblage des nucléocapsides
s’effectuent a I’intérieur du noyau, dans une structure virale nommée stroma virogénique
(figure 2A) (Granados et Lawler, 1981; Rohrmann, 1999). Aprés assemblage, deux
options s’offrent aux nucléocapsides, chacune menant & la formation de virus de
phénotype distinct (Volkman et Summers, 1977). La premiére option méne 4 la formation
de virus extracellulaire (VEC) (figure 2A, @) et la seconde méne a la formation du virus

inclus (VI) (figure 2A, @).

Pour former un VEC, une nucléocapside bourgeonne au travers de la membrane
nucléaire, perd cette membrane dans le cytoplasme et bourgeonne ensuite au travers de la
membrane cytoplasmique (figure 2A, @) (Granados et Lawler, 1981). Grice 4 ce dernier
bourgeonnement, le virus acquiert le récepteur viral gp64, qui était déja présent dans la

membrane cytoplasmique lors du bourgeonnement (figure 2A) (Volkman et al., 1984;
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Volkman, 1986; Rohrmann, 1992), et est relaiché dans I’hémolymphe, ou systéme

circulatoire de la larve (Granados et Lawler, 1981).

Les étapes menant a la formation de VI dans les cellules épithéliales de I’intestin de la
larve s’effectuent pendant une phase plus tardive de I’infection (figure 2A, @). Dans ce
cas, il y a maturation et enveloppement de plusieurs nucléocapsides ensemble a I’intérieur
d’une membrane synthétisée de novo par le virus (figure 2A) (Robertson, Harrap et
Longworth, 1974; Stoltz, Pavan et Dacunha, 1973; Knudson et Harrap, 1976). Lors de ce
processus, les virions acquiérent toutes les protéines reliées exclusivement au VI, dont la
p74, la gp41, la VI-E18/35, la VI-E25 (ou p25), la VI-E35, la VI-E56 et la VI-E66. Les
virions matures et enveloppés sont des virions destinés a étre inclus dans des polyédres.
Pour ce faire, la polyédrine et la pl0 sont préalablement exprimées en grande
concentration dans le cytoplasme dans la phase tardive de I’infection virale et sont
transportées vers le noyau (figure 2A) (Rohrmann, 1986; Quant-Russell er al., 1987;
Blissard et Rohrmann, 1990; Russell, Pearson et Rohrmann, 1991). Les virions sont
ensuite inclus a I’intérieur de corps d’inclusion (ou polyédres) (figure 2A), qui se forment
par la cristallisation de la polyédrine autour des virions et par la formation de I’enveloppe
du polyédre (EP) (Raghow et Grace, 1974; Knudson et Harrap, 1976; Chung, Brown et
Faulkner, 1980). Les protéines p10 et EP jouent un rdle important dans la formation des
polyedres (Williams et al., 1989; Russell, Pearson et Rohrmann, 1991; Gross, Russell et
Rohrmann, 1994) et la protéine VI-E25 semble étre importante pour inclure les virions a
I'intérieur de ces corps d’inclusion (Russell et Rohrmann, 1993). Aprés inclusion,
plusieurs VI sont présents a I’intérieur d’un corps d’inclusion de forme plus ou moins
polyédrique de 1 4 15 pm de diamétre (figure 11, 1a: page 87) (Raghow et Grace, 1974;
Knudson et Harrap, 1976; Rohrmann, 1999). Ces polyédres sont relachés lors de la lyse
cellulaire (figure 2A), induite entre autres par la protéine p10 (Williams et al., 1989).

1.1.3.1.2. Infection secondaire
Suite au reldchement de virus extracellulaires (VEC) dans I’hémolymphe & partir de
cellules épithéliales de I’intestin de la larve, une infection secondaire est amorcée. Les

VEC se dispersent dans le systéme circulatoire de la larve et infectent plusieurs types de
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cellules, dont les cellules adipeuses, épithéliales, musculaires et les hémocytes (figure 2A)
(Granados et Lawler, 1981), grice a la gp64 (Monsma, Oomens et Blissard, 1996).
Contrairement a I’infection par les VI, I’infection par les VEC ne s’effectue pas par
fusion directe, mais par endocytose, c’est-a-dire par invagination de la membrane
cellulaire qui englobe les virus extracellulaires, formant ainsi une vésicule intracellulaire
nommeée endosome (figure 2A) (Volkman et Goldsmith, 1985; Volkman, 1986). Dt a la
diminution du pH a I’intérieur de I’endosome, la gp64 provoque la fusion de la membrane
des VEC avec celle de I’endosome, ce qui permet le reldchement des nucléocapsides dans
le cytoplasme cellulaire (figure 2A) (Volkman et Goldsmith, 1985; Volkman, 1986;
Blissard et Wenz, 1992). Aprés décapsidation, réplication de I’ADN viral, assemblage de
nouvelles nucléocapsides et expression de protéines dont la p10 et la polyédrine, des VEC
et des polyedres contenant des virions sont produits (figure 2A), par les mémes étapes que
celles décrites précédemment. Les VEC produits infectent ensuite d’autres cellules
larvaires (figure 2A), et ainsi de suite jusqu’a liquéfaction et mort de la larve. Donc, le
VEC permet la transmission du virus de cellules a cellules et est responsable de
’amplification virale dans I’hémolymphe des larves (Volkman et Summers, 1977), grice
a la gp64 (Monsma, Oomens et Blissard, 1996). Aprés décomposition de la larve, les
polyédres protégent les VI jusqu’a ce qu’une autre larve ingere ces corps d’inclusion et
qu’un autre cycle viral s’enclenche (figure 2A). Donc, les polyedres sont trés importants

pour que les VPN puissent se propager dans une population larvaire.

1.1.3.2. Cycle viral in vitro

Le cycle viral in vitro des VPN (figure 2B) est trés semblable 4 I’infection secondaire lors
du cycle viral in vivo (section 1.1.3.1.2. et figure 2A). Donc, lors d’une infection virale en
culture cellulaire, les virus extracellulaires (VEC), obtenus & partir de I’hémolymphe de
larves en phase virémique ou a partir du surnageant de cellules infectées in vitro,
penétrent dans la cellule par endocytose grace 4 la gp64, acquise lors du bourgeonnement
de nucléocapsides au travers de la membrane cytoplasmique de cellules infectées (figure
2B) (Volkman et al., 1984; Volkman et Goldsmith, 1985; Volkman, 1986; Blissard et
Wengz, 1992). Aprés entrée de nucléocapsides dans le noyau, décapsidation, réplication de

"ADN viral, assemblage de nouvelles nucléocapsides et expression de protéines dont la
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p10 et la polyédrine, des VEC et des polyédres contenant des virions sont produits (figure
2B), par les mémes étapes que celles décrites plus haut. Les VEC produits infectent
ensuite d’autres cellules adjacentes (figure 2B). Le VEC permet donc la transmission du
virus de cellules a cellules et est responsable de I’amplification virale en culture cellulaire
(Volkman et Summers, 1977), grace a la gp64 (Monsma, Oomens et Blissard, 1996).
Finalement, les polyédres produits sont relachés lors de la lyse cellulaire (figure 2B). Ces
polyedres ne sont pas virulents in vitro, mais le sont lorsqu’ingérés par des larves

d’insectes, ce qui offre la possibilité de les utiliser comme bioinsecticides (figure 2B).

1.1.4. Mécanisme viral permettant d’optimiser la réplication virale

Pour qu’une infection virale génére une quantité optimale de virus, des mécanismes
doivent étre utilisés par les virus pour optimiser la réplication virale a I’intérieur des
cellules infectées. Dans le cas des VPN, un mécanisme implique la protéine structurale
virale VI-EC27. Cette protéine de 27 kDa se retrouve surtout dans I’enveloppe et la
capside des virus inclus (figure 1), mais également en faible quantité dans les virus
extracellulaires (Braunagel et al., 1996a; Belyavskyi, Braunagel et Summers, 1998). Cette
protéine joue le rdle d’une cycline virale ayant deux fonctions principales (Braunagel et

al., 1998; Belyavskyi, Braunagel et Summers, 1998; Ikeda et Kobayashi, 1999).

Premiérement, lorsqu’elle est liée a la kinase cdc2, elle forme un analogue non-
dégradable du complexe cycline B - cdc2 cellulaire. Or, la dégradation du complexe
cycline B - cdc2 est nécessaire pour que le cycle cellulaire passe de la métaphase a
I’anaphase et termine ainsi la phase de mitose (ou phase M) du cycle cellulaire. Donc,
comme le complexe VI-EC27 - cdc2 viral n’est pas dégradé, le cycle cellulaire est bloqué
a la phase Go/M (Braunagel er al., 1998; Belyavskyi, Braunagel et Summers, 1998; Ikeda
et Kobayashi, 1999). Cet arrét permet une transcription élevée des génes viraux au

détriment de la transcription des génes cellulaires.



Figure 2 : Cycle viral des VPN.

A) Invivo
B) Invitro

@ 1?’“’ option : formation de virus extracellulaire (VEC).
@ 2™ option : formation de virus inclus (VI).

--------------- = Etape du cycle viral.
——— = Structure cellulaire ou virale.

(Adapté a partir de Blissard et Rohrmann, 1990).
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Deuxiémement, la liaison de la protéine virale VI-EC27 4 la protéine kinase cdk6 résulte
en une activité semblable a celle de la cycline D cellulaire. Or, cette cycline D cellulaire
forme un complexe avec plusieurs kinases et fait partie d’une série de réactions qui
provoquent la transition de la phase G, a la phase S du cycle cellulaire, c’est-a-dire la
phase ou il y a synthése et réplication d’ADN. Donc, méme si les cellules infectées
n’entrent jamais dans la phase S du cycle cellulaire (elles sont bloquées en phase G2/M du
cycle cellulaire), le complexe VI-EC27 - cdk6 permet une synthése et une réplication

d’ADN viral élevée (Braunagel ef al., 1998; Belyavskyi, Braunagel et Summers, 1998).

1.2. Culture cellulaire d’insectes

1.2.1. Historique et importance de la culture cellulaire d’insectes

Un intérét majeur est porté aux VPN pour deux raisons. D’abord, parmi les insectes hotes
de ces virus, plusieurs sont ravageurs de plantations, d’oti I’intérét d’utiliser ces virus
comme insecticide biologique. Cette utilisation potentielle a d’ailleurs été étudiée en
détails auparavant (Wood et Granados, 1991). Ensuite, le génome de ces virus contient
deux genes hyperexprimés sous le contrdle de promoteurs forts, soit les génes de la
polyédrine et de la p10. Chacun de ces génes peut étre remplacé par le géne codant pour
des protéines étrangeres, ce qui permet d’atteindre un haut niveau d’expression de
protéines, d’ou I’intérét d’utiliser les VPN recombinants comme vecteurs d’expression de
génes d’intérét médical, biologique ou pharmaceutique (Luckow et Summers, 1988;
Miller, 1988). Dans cet ordre d’idées, plusieurs études et résumés sur la biologie
moléculaire des VPN ont été publiés (Faulkner et Carstens, 1986; Blissard et Rohrmann,
1990). D’ailleurs, le génome de AcMVPN, I’espéce type des MVPN (Murphy et al.,
1995), a été séquencé au complet (Ayres ef al., 1994).

A la fin des années 60 et au début des années 70, des découvertes majeures ont
complétement révolutionné les possibilités de production de VPN. En effet, plusieurs

études ont démontré que les VPN peuvent se répliquer in vitro en culture cellulaire.

Les premicres études ont été effectuées sur des tissus primaires d’insectes ou sur des

cellules d’insectes n’ayant pas été cultivées pour plus de 30 passages, et n’étant donc pas
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vraiment considérées comme des lignées cellulaires établies. Par exemple, il a été
démontré par la technique d’immunofluorescence que des VPN pouvaient se répliquer in
vitro en culture de tissus d’ovaires de Bombyx mori (Krywienczyk et Sohi, 1967). Une
autre étude a démontré que les virus Heliothis VPN pouvaient se répliquer a I’intérieur
des cellules Heliothis zea adaptées 4 la culture cellulaire in vitro depuis quelques passages

(Ignoffo, Shapiro et Hink, 1971).

Les techniques de culture cellulaire se sont améliorées rapidement et quelques études de
réceptivité virale ont été effectuées quelques années plus tard sur des lignées cellulaires
ctablies. Ainsi, la lignée cellulaire provenant de la larve de Spodoptera frugiperda
(Goodwin et al., 1970) a démontré une permissivité a ’infection par les virus Spodoptera
Jrugiperda MVPN (SfMVPN) (Goodwin ef al., 1970; Knudson et Tinsley, 1974). De
plus, il a été possible d’infecter cette lignée cellulaire par les virus Trichoplusia ni MVPN
(TnMVPN) et Autographa californica MVPN (AcMVPN) (Goodwin et al., 1973).
D’autres chercheurs ont réussi a produire le virus Bombyx mori MVPN (BmMVPN)
(Raghow et Grace, 1974) sur une lignée cellulaire établie provenant de la larve de
Bombyx mori (Grace, 1967). De plus, il a été démontré que la lignée cellulaire provenant
de I’insecte Trichoplusia ni (Hink, 1970) supportait la réplication du virus Trichoplusia ni
MVPN (TnMVPN) (Faulkner et Henderson, 1972), déterminé par la production de
polyédres et I’observation des cellules infectées en microscopie électronique. De plus,
dans cette derniére étude, il a été démontré que les polyeédres produits in vitro étaient

aussi virulents envers la larve que des polyédres produits in vivo.

Plusieurs dizaines d’autres études sur la réplication de VPN en culture cellulaire ont été
publiées pendant ces années. Cette découverte était trés importante, car la production
virale en culture cellulaire offre plusieurs avantages par rapport a la production chez la
larve. Premiérement, la culture cellulaire offre la possibilité de production massive de
bioinsecticides ou de protéines recombinantes en fermenteurs industriels. Ensuite, la
culture cellulaire offre une pureté beaucoup plus élevée que la larve. En effet, plusieurs
contaminants peuvent étre présents chez la larve, car il est difficile d’y controler la

présence de bactéries, de champignons, de moisissures et de virus indésirables. Par
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exemple, les virus des polyédroses cytoplasmiques (VPC) peuvent souvent se retrouver a
I’intérieur de la larve de la tordeuse d’épinette. Finalement, plusieurs protéines larvaires
rendent difficile la purification de protéines recombinantes exprimées par des VPN

recombinants.

1.2.2. Milieux de culture contenant du sérum de veau feetal (SVF)

Pour que la production virale en culture cellulaire soit vraiment avantageuse par rapport a
la production virale chez la larve, il est nécessaire que les cellules infectées utilisées
soient hautement productrices de virus extracellulaires (VEC), de polyédres et/ou de
protéines recombinantes. De plus, les milieux de culture utilisés doivent &tre rentables,
c’est-a-dire qu’ils doivent permettre la production d’une grande quantit¢ de virus

infectieux & colt modique.

Or, les premiers milieux de culture utilisés pour la culture de cellules d’insectes (Grace,
1962) ne possédaient pas toutes ces caractéristiques. Ceci était en grande partie dd au
sérum de veau feetal (SVF) qui était, et qui est toujours aujourd’hui, rajouté a une
concentration de 5 & 20% dans les milieux de culture. Bien sir, grace aux protéines, aux
vitamines, aux peptides, aux acides aminés, aux lipides, aux ions métalliques et aux
facteurs de croissance que le SVF contient, les cellules s’y multiplient trés bien et y
supportent tres bien la réplication virale (Agathos, 1991). Par contre, le SVF est un
produit trés dispendieux, ce qui n’est pas avantageux pour une production a grande
échelle de virus. De plus, le SVF peut contenir des facteurs cytotoxiques, est susceptible
aux contaminations par les mycoplasmes et nuit i la purification de protéines
recombinantes produites (Agathos, 1991). C’est pourquoi plusieurs tentatives ont été
effectuées depuis 1969 afin de diminuer la concentration en SVF ou de remplacer le SVF

des milieux de culture de cellules d’insectes.

1.2.3. Développement de milieux de culture ne contenant pas de SVF

Depuis la fin des années 60, plusieurs milieux chimiquement définis ou semi-définis ne

contenant pas de SVF ont été développés (Mitsuhashi et Goodwin, 1989).
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1.2.3.1. Milieux chimiquement définis

Les milieux chimiquement définis ne contenant pas de SVF sont principalement
développés & partir d’'un mélange de plusieurs substances bien définies, comme des
vitamines, des facteurs de croissance, des sucres, des acides aminés et des sels
inorganiques (Mitsuhashi et Goodwin, 1989). Ce type de milieu est important dans le but
d’effectuer des études biochimiques et virologiques sur les VPN. Trés peu de milieux de
culture définis sans SVF ont été développés. Cependant, le milieu développé par Wilkie,
Stockdale et Pirt (1980) entre dans cette catégorie. Ce milieu chimiquement défini
supporte trés bien la croissance de la lignée cellulaire Spodoptera frugiperda et de deux
lignées cellulaires de moustique. De plus, les cellules Spodoptera frugiperda adaptées a
ce milieu de culture supportent trés bien la réplication de AcMVPN, mesuré par la

production de polyédres.

1.2.3.2. Milieux semi-définis

Un milieu de culture semi-défini est un milieu de culture contenant une ou plusieurs
substances naturelles non-définies. Un plus grand intérét a été porté a ces milieux de
culture sans SVF, car ils ne sont pas dispendieux et sont simples & produire (Mitsuhashi et
Goodwin, 1989). Ils possédent donc un grand potentiel pour la production massive de
virus. Par conséquent, plusieurs études ont été effectuées afin d’adapter des lignées
cellulaires a des milieux de culture semi-définis sans SVF. Les substances non-définies
les plus souvent utilisées sont les hydrolysats de protéines, comme I’hydrolysat de
lactalbumine (LH) et le yeastolate (YL), mais aussi les peptones, les extraits de levure et

le bouillon tryptose phosphate (Mitsuhashi et Goodwin, 1989; Agathos, 1991).

Dans cet ordre d’idée, des travaux ont été réalisés pour remplacer le SVF des milieux de
culture par des substances non-définies. Ainsi, Goodwin (1976) a réussi a adapter la
lignée cellulaire d’insectes de Lymantria dispar dans un milieu contenant des acides
aminés et plusieurs peptones au lieu du SVF. D’autres chercheurs ont tenté de remplacer
le SVF soit par le bactotryptose, soit par le bactotryptone ou soit par le bactopeptone
(Hink, Strauss et Lynn, 1977). Le bactotryptose semblait le plus bénéfique, et plus de 185

passages de la lignée cellulaire TN-368 ont été effectués dans ce milieu sans SVF
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supplémenté de quelques protéines. De plus, Réder (1982) a cultivé trois lignées de
cellules de lépidoptéres dans le milieu BML/TC-10, dans lequel il a diminué
progressivement la concentration de SVF pour la remplacer par 1% d’émulsion de jaune
d’ceuf. Les cellules adaptées a ce milieu présentaient une aussi bonne croissance cellulaire
qu’avant I’adaptation et supportaient encore trés bien la production de baculovirus, méme
en absence de SVF. Par contre, Kuno ( 1983) a tenté de remplacer le SVF par du bouillon
tryptose phosphate afin de cultiver sept lignées cellulaires de moustique, mais le taux de
croissance des cellules adaptées et la production de virus ont diminué par rapport au

systeme cellulaire avec SVF.

D’autres études ont été effectuées pour remplacer le SVF des milieux de culture par des
substances bien définies, mais dans un milieu de culture contenant déja des substances
non-définies. Ainsi, Kitamura, Imai et Grace (1973) ont remplacé le SVF par 1%
d’albumine sérique de boeuf dans un milieu de culture contenant du LH et du YL et ont
adapté deux lignées cellulaires de moustique & ce nouveau milieu. Ils ont reporté que ces
deux lignées cellulaires ont eu un taux de croissance élevé pendant plus de six mois. De
plus, Goodwin et Adams (1978) ont démontré importance de rajouter du glycérol dans
leur milieu de culture semi-défini sans SVF pour stimuler la croissance des cellules de

Lymantria dispar.

Finalement, il a été démontré par plusieurs études que les suppléments lipidiques sont trés
importants et peuvent remplacer le SVF pour stimuler la croissance cellulaire et stabiliser
la réplication virale dans des milieux de culture semi-définis. En effet, Goodwin et
Adams (1980) ont réussi a effectuer 80 passages de la lignée cellulaire de Lymantria
dispar en absence de SVF en rajoutant une fraction de liposome (cholestérol, L-o-
phosphatidylcholine et DL-a-tocophérolacétate). Aussi, Brooks et Tsang (1980) ont
remplacé le SVF par des émulsions de cholestérol et de lécithine. Les deux lignées
cellulaires d’insectes adaptées 4 ce milieu ont eu un taux de croissance treés élevé pendant

plus de deux ans.
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Dans le but de produire des protéines recombinantes dans des milieux de culture semi-
définis peu coliteux, Maiorella ef al. (1988) ont remplacé le SVF par du cholestérol, des
acides gras méthyl-esters et de I’extrait de levure. En utilisant ce milieu, ils ont réussi a
produire des baculovirus recombinants de maniére trés efficace a partir de cellules Sf9
cultivées en fermenteurs de 21 litres. Ensuite, Hink (1991) a réussi a remplacer le SVF
par un supplément lipidique, contenant plusieurs lipides mais peu de protéines, pour la
production de protéines recombinantes par des cellules Sf9 infectées par des VPN
recombinants. Ici, la croissance cellulaire était méme plus rapide et la production de

protéines recombinantes plus élevée que dans un milieu contenant du SVF.,

Finalement, Goodwin (1990) a confirmé que plusieurs suppléments lipidiques peuvent
stimuler la croissance de lignées cellulaires d’insectes et la réplication virale en absence
de SVF. Ces suppléments peuvent étre des stérols, des phospholipides polyinsaturés ou
des acides gras insaturés. Etant donné qu’une concentration élevée de ces lipides est
toxique pour les cellules, il est préférable de les ajouter a I’intérieur de peptoliposomes ou

sous forme de peptolipides ou de protéolipides (Goodwin, 1991).

1.2.3.2.1. Milicux semi-définis MM-SF (milieu Mitsuhashi-Maramorosch sans
sérum)

Tous les travaux décrits ci-dessus ont permis de réduire considérablement le cofit de
préparation des milieux de culture, en plus de réduire tous les désavantages reliés a
Iutilisation du SVF. Par contre, parmi tous ces milieux de culture développés, aucun ne
semble aussi simple & préparer et aussi peu dispendieux que le milieu de culture MM-SF
(milieu Mitsuhashi-Maramorosch sans sérum) (Mitsuhashi, 1982; Mitsuhashi et
Goodwin, 1989). En effet, en plus de ne pas contenir de SVF, ce milieu ne nécessite
aucun supplément lipidique pour stimuler la croissance cellulaire. Ce milieu semi-défini a
ete¢ développé a partir du milieu MM de Mitsuhashi et Maramorosch, d’ou le SVF a été
enlevé (Mitsuhashi, 1982).

D’autres simplifications ont été effectuées a ce milieu en remplacant les mélanges de sels

organiques par de I’eau de mer diluée et le glucose par du sucre de table. Ce milieu trés
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simple et autoclavable, nommé milieu MTCM-1601, peut supporter la croissance d’au

moins 10 lignées cellulaires de lépidoptéres (Mitsuhashi, 1989).

Koike et Sato (1988) ont également modifié¢ le milieu MM-SF en omettant les sels
carbonate de sodium hydrogéne et phosphate de sodium dihydrogene. Les nouveaux
milieux autoclavables, nommés no. 8, no. 10 et no. 15, supportent la croissance de 9
lignées cellulaires de lépidoptéres cultivées en monocouches ou en suspension dans des
fermenteurs de 500 mL et de 40 litres. La composition finale du milieu MM-SF no. 8 (ou
milieu MM8-SF) est la plus simple possible. Ce milieu contient des sels inorganiques, qui
contribuent & maintenir une bonne balance ionique et une bonne pression osmotique pour
les cellules, des sucres, I’agent épaississant pluronique F-68 et des hydrolysats de
protéines non-définis, soit le yeastolate et ’hydrolysat de lactalbumine, qui fournissent
des vitamines, des protéines, des peptides et des acides aminés (Agathos, 1991; Koike et
Sato, 1988). A noter qu’en plus de ne pas contenir de SVF, ce milieu ne nécessite aucun

supplément de lipides et de protéines.

La lignée cellulaire Spodoptera frugiperda clone 9 (S19) a été isolée a partir de la lignée
cellulaire Spodoptera frugiperda IPLB-SF-21 (Vaughn et al., 1977) et est cultivée dans
un milieu contenant 10% de SVF. Dans notre laboratoire, cette lignée cellulaire a été
adaptée au milieu de culture MM8-SF sans SVF (Belloncik, Akoury et Cheroutre, 1997).
Les cellules adaptées, nommées Sf9 MMS-SF, s’y multiplient trés bien. La réplication de
VPC (virus des polyédroses cytoplasmiques) dans ces cellules n’est pas affectée.
Cependant, il a été démontré que 1’ajout d’une faible concentration de 20 pg/mL de
cholestérol lors de I’infection virale est nécessaire pour permettre la réplication de VPN
(Belloncik, Akoury et Cheroutre, 1997). Cette concentration de cholestérol n’est pas
toxique pour les cellules. De plus, méme aprés plus de 500 passages cellulaires en
monocouches dans des flacons ou en suspension dans des fermenteurs de 100 mL, la
production de virus extracellulaires (VEC) et de polyédres de VPN est encore aussi

élevée que dans un systéme cellulaire contenant 10% de SVF.
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1.3. Stabilité virale en fonction des passages viraux

Un des objectifs de notre laboratoire est de produire massivement des bioinsecticides ou
des protéines recombinantes dans des fermenteurs de grands volumes en utilisant notre
systéme cellulaire en absence de SVF. Par contre, avant de passer a cette étape, il est
nécessaire de vérifier la stabilité de production virale en fonction des passages de virus.
En effet, plusieurs passages viraux successifs doivent étre effectués pour produire des
VPN a grande échelle. Donc, un systéme cellulaire qui offre une stabilité virale sur le plus
grand nombre de passages viraux successifs est le plus intéressant pour la production
massive de VPN en bioréacteurs industriels. Selon Chakraborty et Reid (1999), cette

stabilité virale devrait étre d’au moins 8 4 10 passages de virus.

1.3.1. Mutations des VPN en culture cellulaire

Un des grands problémes en culture cellulaire est que les VPN sont trés susceptibles aux
mutations. En effet, Lee et Krell (1992) ont observé qu’en effectuant des passages en
séric de AcMVPN sur la lignée cellulaire Sf9 en présence de 10% de SVF, plusieurs
mutations apparaissaient. En fait, pendant leur projet, il s’est tellement produit de
mutations qu’aprés 65 passages en série, la majorité des populations virales analysées
avaient une longueur de génome équivalente a 40% du génome du virus au passage 1. Il
ont démontré que ce phénomeéne était dit & des délétions d’ADN survenant pendant les

passages viraux.

Méme si le taux de mutations est trés élevé lors de passages en série de VPN, plusieurs
mutations n’affectent pas la virulence in vitro des virus produits. En effet, Burand et
Summers (1982) ont isolé plusieurs ACMVPN passés en série 30 fois sur les cellules TN-
368. A I’aide d’enzymes de restriction, ils ont observé que dans la plupart des populations
virales isolées, le génome contenait une insertion d’ADN viral dans la région entre les
positions 14 et 28% du génome viral. Pourtant, ces virus étaient encore virulents en

culture cellulaire et lorsqu’ingérés par des larves.

Par contre, il suffit d’une seule mutation dans un géne essentiel au virus pour que la

virulence soit modifiée. Si cette mutation est nuisible a la réplication virale, les
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populations virales mutées disparaitront en fonction des passages. Cependant, si cette
mutation est avantageuse pour le virus, ces virus mutés prendront le dessus sur les autres
populations virales non mutées et auront tendance a s’accumuler en fonction des
passages. Le meilleur exemple pour illustrer ceci est une étude effectuée par Kumar et
Miller (1987). En observant le génome de populations de AcMVPN pendant 10 passages
successifs sur les cellules TN-368, ils ont réalisé que les populations virales présentant
des délétions d’ADN dans les régions 7,6 a 13,1% ou 14,4 4 17,9% du génome ou des
insertions d’ADN dans la région 33,6 a4 37,2% du génome devenaient prédominantes
apres 10 passages viraux. Ceci démontre que ces mutations ont procuré un avantage de
croissance au virus. Par contre, des insertions d’ADN dans d’autres régions du génome
viral pendant les passages viraux ne causaient pas d’accumulation de ces virus mutés
aprés 10 passages viraux, démontrant que ces mutations n’avantageaient pas la réplication

du virus muté.

La plupart des mutations favorables 4 la croissance virale en culture cellulaire produisent
des mutants FP (Few Polyhedra), c’est-a-dire des mutants qui produisent moins de 10
polyedres par cellule infectée, contrairement aux virus sauvages MP (multiple polyhedra)
qui produisent plus de 30 polyédres par cellule infectée (Potter, Faulkner et MacKinnon,
1976). Ces différences sont facilement observables par la technique de plages. En effet,
les mutants FP forment des plages (foyers de cellules) dans lesquelles se trouvent un
mélange de cellules ne contenant pas de polyédres et de cellules contenant moins de 10
polyédres, alors que les virus MP forment des plages & 1’intérieur desquelles se trouvent
seulement des cellules présentant plusieurs polyédres (Hink et Vail, 1973). De plus, ces
mutants produisent des polyédres ne contenant pas de virions ou & I’intérieur desquels se
trouvent peu de virions courts (Knudson et Harrap, 1976). Les polyédres de mutants FP
sont peu virulents envers la larve et les virus extracellulaires (VEC) de ces mutants sont
produits en grande quantité (Fraser et Hink, 1982). Habituellement, ’apparition de
mutants FP lors de passages en série de VPN en culture cellulaire méne a la sélection de
ces mutants aux dépens des virus sauvages MP, car les mutants FP produisent plus de

VEC et se propagent donc plus rapidement (Fraser et Hink, 1982). Plusieurs régions du
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génome des VPN peuvent subir des mutations générant des mutants FP, mais seulement

quelques-unes ont été caractérisées pour le moment.

La premiére région rapportée se situe entre les positions 86,4 et 86,6% du génome de
AcMVPN. En effet, dans une étude effectuée par Miller et Miller (1982), le génome de
mutants FP isolés aprés 25 passages viraux en culture cellulaire de TN-368 contenait

entre autres une insertion d’un élément transposable d’origine cellulaire dans cette région.

Une autre région susceptible aux mutations est le géne de la polyédrine. Les mutants FP
geénérés se nomment M5 (ou PFM-C) (Brown ef al., 1980). En culture cellulaire, les
mutants M5 produisent seulement 1 gros polyédre cubique de 10 4 15 pm de diamétre par
cellule infectée, alors qu’un VPN sauvage produit au moins 30 polyédres de 1 a 15 pm de
diametre par cellule infectée. Les polyédres des mutants M5 ne contiennent pas ou
contiennent trés peu de virions. De plus, ces polyédres démontrent une virulence trés
faible lorsqu’ingérés par des larves (Brown et al., 1980). Hirumi, Hirumi et McIntosh
(1975) ont démontré que ce type de mutant peut étre sélectionné lors de passages en série
de TnMVPN sur la lignée cellulaire TN-368. Les modifications de morphologie entre un
virus muté M5 et un virus sauvage semblent étre dues a une mutation ponctuelle qui
substitue une leucine par une proline dans la polyédrine (Carstens, Krebs et Gallerneault,
1986). Cette substitution semble provoquer un mauvais repliement de la polyédrine et

change donc complétement la structure de cette protéine.

Finalement, la région la plus étudiée du point de vue des mutations est sans contredit &
Iintérieur du géne FP25K. Des mutations dans cette région semblent apparaitre trés
fréquemment lors de passages en série de VPN en culture cellulaire, sans doute parce que
le géne FP25K contient des points chauds, c’est-a-dire des régions trés susceptibles aux
mutations (Harrison et Summers, 1995a). Ces mutations provoquent ’apparition de

mutants FP.

Plusieurs études ont démontré la présence de différents types de mutations dans le gene

FP25K des VPN, soit la région entre les positions 37,7 et 38,8% du génome. Fraser,
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Smith et Summers (1983) ont démontré que plusieurs mutants FP de GmMVPN et
&’ AcMVPN produisant peu de polyédres par cellule contenaient des insertions d’ADN
dans le gene FP25K. Ces insertions étaient composées d’ADN du génome cellulaire
(Fraser et al., 1985). Cette équipe de recherche a également observé que ces mutants
n’exprimaient plus une protéine de 25 kDa, nommée protéine FP25K. Cette protéine n’est
pas la protéine de capside p25, méme si elles ont le méme poids moléculaire, car la p25
de capside est toujours présente chez les mutants FP (Goh, 1993). De plus, elle est
différente de la protéine VI-E25 (Braunagel et al., 1999). La protéine FP25K est donc une

nouvelle protéine trés peu connue (Harrison et Summers, 1995a).

Des résultats semblables ont été observés par Beames et Summers (1988, 1989) en
utilisant la lignée cellulaire Spodoptera frugiperda. Cependant, dans cette étude, les
mutants FP contenaient soit des insertions de séquences d’ADN cellulaire ou soit des
délétions d’ADN viral plus ou moins longues a I’intérieur du géne FP25K. IIs ont aussi
démontré que ces mutations altéraient la transcription du géne de FP25K, empéchant ainsi
I’expression de la protéine de 25 kDa. Les mutations dans le géne FP25K d’AcMVPN et
de GmMVPN sont trés souvent de ce type (Bischoff et Slavicek; 1997). Par contre,
d’autres types de mutations dans le géne FP25K ont été observés par Bischoff et Slavicek
(1997) chez des mutants FP de VPN de Lymantria dispar. En effet, les insertions et
délétions observées étaient trés courtes, soit de ’ordre de quelques paires de bases. Ce
type de mutation est plus rare dans le géne FP25K de GmMVPN et d’AcMVPN.

Ce qui est étonnant, c’est que la mutation d’un seul géne des VPN, soit le géne FP25K,
peut générer des virus ayant toutes les caractéristiques des mutants FP. En effet, Harrison
et Summers (1995b) ont démontré que des AcCMVPN mutés seulement dans le géne
FP25K produisaient peu de polyédres, peu de virions par polyédre, des polyédres peu
virulents in vivo et beaucoup de virus extracellulaires. La protéine de 25 kDa codée par le
géne FP25K, nommée protéine FP25K, semble donc trés importante pour que les VPN
demeurent des virus sauvages MP. C’est pourquoi des équipes de recherche ont

récemment tenté de mieux caractériser cette protéine et de déterminer ses réles.
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La FP25K est une protéine située dans la nucléocapside des virus extracellulaires (VEC)
et des virus inclus (V1) (Braunagel ef al., 1999). En immunobuvardage de type Western
avec des anticorps dirigés contre la FP25K, deux bandes de protéines sont révélées dans
des échantillons de VPN sauvages non-mutés, I’une a 25 kDa et I’autre & 23 kDa
(Braunagel e al., 1999). Ceci indique que 2 formes de la protéine FP25K sont présentes
lors de I’infection virale. Selon cette ¢quipe de recherche, les fonctions de la protéine de
23 kDa sont probablement distinctes de celles de la protéine de 25 kDa, étant donné que
la protéine de 23 kDa n’interagit pas avec les mémes protéines que la FP25K. De plus, la
protéine de 23 kDa est exprimée dans une phase plus tardive de I’infection virale que la
FP25K. Les travaux effectués par Braunagel er al. suggérent que I’expression de la
protéine de 23 kDa proviendrait du géne de la FP25K, mais & partir d’un site de
traduction interne. Donc, des mutants FP ne pouvant pas transcrire le géne FP25K ne

peuvent exprimer ni la protéine de 25 kDa, ni celle de 23 kDa.

De plus, des virus mutés dans le géne FP25K expriment moins de polyédrine que des
virus sauvages et le transport de cette polyédrine vers le noyau est également moins
efficace (Jarvis, Bohlmeyer et Garcia Jr., 1992). En effet, la protéine FP25K est
importante pour maintenir un niveau optimal de transcription du géne de la polyédrine,
car des virus mutés dans le géne FP25K ont un taux de transcription du géne de la
polyédrine réduit par rapport aux virus sauvages (Harrison, Jarvis et Summers, 1996). Par
contre, il n’y a pas de réduction de la transcription de la pl0 chez ces mutants FP,
démontrant que la protéine FP25K ne stimule pas la transcription de tous les génes
exprimés tardivement lors de l'infection virale (Harrison, Jarvis et Summers, 1996). La
diminution de I’expression de la polyédrine chez les mutants FP pourrait expliquer la

faible quantité de polyedres produits par ces mutants.

De plus, selon Braunagel er al. (1999), I’expression de certaines protéines présentes dans
les virions, comme la p39 et la gp64, est augmentée chez des virus mutés dans le géne
FP25K. De plus, les protéines FP25K, en interagissant avec plusieurs protéines, semblent
étre importantes pour transporter vers le noyau certaines protéines virales nécessaires a la

maturation et & I’enveloppement des VI, comme les protéines VI-E66 et VI-E25
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(Braunagel et al., 1999; Hong, Summers et Braunagel, 1997). Comme cet enveloppement
est nécessaire & I’inclusion des virions dans les polyédres (Robertson, Harrap et
Longworth, 1974; Fraser et Hink, 1982; Harrison et Summers, 1995b), ce phénoméne
pourrait expliquer en partie la diminution du nombre de VI & I’intérieur des polyédres des

mutants FP.

1.3.2. Etudes de stabilité virale

Plusieurs études de stabilité de VPN en fonction des passages viraux ont été effectuées
dans le but de tester des systémes cellulaires contenant de 8 a 10% de SVEF. Tous ces
travaux ont démontré I’apparition de mutants FP aprés quelques passages viraux en
culture cellulaire avec un inoculum de départ de VPN sauvages MP. Hink et Strauss
(1976) ont observé qu’aprés seulement 4 passages d’Autographa californica MVPN
(AcMVPN) sur les cellules d’insectes de Trichoplusia ni TN-368, les mutants FP étaient
dominants. D’autres études ont rapporté le méme phénoméne, mais aprés 10 a 15
passages de Trichoplusia ni MVPN (TnMVPN) sur les cellules TN-368 (MacKinnon et
al., 1974; Faulkner, Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976). Fraser
et Hink (1982) ont observé que des passages successifs de Galleria mellonella MVPN
(GmMVPN) sur les cellules TN-368 généraient une majorité de mutants FP aprés 5
passages viraux. De plus, Slavicek ef al. (1996) ont démontré que 95% des virus produits
ctaient des mutants FP aprés 5 passages de Lymantria dispar MVPN (LAMVPN) sur les
cellules Ld652Y de I'insecte Lymantria dispar. Finalement, Chakraborty et Reid ( 1999)
ont observé que les mutants FP étaient dominants a partir du passage 7 de Helicoverpa
armigera SVPN (HaSVPN) en culture de cellules HZ-AM1 de I’insecte Helicoverpa zea.
Donc, la stabilité de VPN en culture cellulaire contenant de 8 4 10% de SVF semble durer

en moyenne 10 passages viraux, mais dépend du systéme virus/cellules utilisé.

Du & Iapparition de mutants FP, les phénomeénes suivants ont été observés en fonction
des passages viraux. Le nombre de polyédres par cellule infectée est passé d’une valeur
de plus de 30 a une valeur de moins de 10 (MacKinnon et al., 1974; Faulkner, Brown et
Potter, 1976; Hink et Strauss, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976; Fraser et Hink,
1982; Slavicek et al., 1996; Chakraborty et Reid, 1999). De plus, le nombre de polyédres
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produits par millilitre de milieu de culture a diminué d’un facteur de 10 (Hink et Strauss,
1976). Ensuite, le pourcentage de cellules infectées a diminué significativement, passant

de plus de 80% & moins de 50% aprés 5 passages viraux (Slavicek ef al., 1996).

En technique de plages, les VPN des premiers passages formaient des plages denses
constituées de foyers de cellules contenant plus de 30 polyedres, alors que les VPN des
passages plus €levés formaient des plages habituellement plus grandes et moins denses
constituées de cellules dans lesquelles se trouvent peu ou pas de polyédres (Faulkner,
Brown et Potter, 1976; Hink et Strauss, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976;
Fraser et Hink, 1982; Slavicek ef al., 1996; Chakraborty et Reid, 1999).

En microscopie électronique, plusieurs virions étaient présents a I’intérieur des polyédres
de VPN des premiers passages, alors que les polyédres des passages viraux plus élevés
contenaient peu ou ne contenaient pas de virions (MacKinnon et al., 1974; Potter,
Faulkner et MacKinnon, 1976; Fraser et Hink, 1982; Slavicek et al., 1996; Chakraborty et
Reid, 1999). De plus, les virions présents & I’intérieur des polyédres de VPN de passages
¢levés étaient souvent plus courts (MacKinnon et al., 1974; Faulkner, Brown et Potter,
1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976). Ensuite, aprés plusieurs passages viraux,
MacKinnon et al. (1974) ont observé que des noyaux de cellules infectées contenaient des
virions, mais aucun polyedre. De plus, trés peu de membrane virale synthétisée de novo
était présente dans le noyau des cellules infectées par des VPN de passages élevés (Fraser

et Hink, 1982).

Ensuite, dans la plupart des études, de 5 a 100 fois plus de virus extracellulaires (VEC)
étaient produits lors des passages viraux plus élevés (Fraser et Hink, 1982; Faulkner,
Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976; Slavicek et al., 1996).
Cependant, dans une des études, la quantité de VEC a augmenté de 5 fois pendant la
sélection des mutants FP, mais a diminué par la suite, pour revenir & une valeur inférieure

a la valeur initiale (Chakraborty et Reid, 1999).
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De plus, la virulence in vivo des polyédres était 8, 38 ou 350 fois moins élevée
(Chakraborty et Reid, 1999; Hink et Strauss, 1976; Fraser et Hink, 1982, respectivement)
ou méme nulle (MacKinnon et al., 1974; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976) apres
plusieurs passages viraux, déterminé par la dose de polyédres causant la mort de 50% des

larves (DLsy).

Finalement, aprés plusieurs passages de GmMVPN, Fraser et Hink (1982) ont observé en
¢lectrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide que les VEC ne contenaient plus des
protéines de 143 kDa et de 25 kDa, mais contenaient des protéines de 91,5 kDa et de 33

kDa qui n’étaient pas présentes au début des passages viraux.

A notre connaissance, aucune étude compléte de stabilité virale en fonction des passages
de VPN n’a été effectuée dans un systéme cellulaire en absence de SVF. Pourtant, cet
aspect est trés important en vue de diminuer les cotts de production et d’améliorer la

qualité de production a grande échelle de bioinsecticides.

De plus, plusieurs études ont clairement démontré la possibilité de produire des protéines
recombinantes a I’aide de VPN recombinants dans un systéme cellulaire sans SVF de
grand volume. Par exemple, dans des fermenteurs de 100 mL ou dans des systemes de
cultures de 6 a 36 litres avec injection d’air, Maiorella er al. (1988) ont obtenu une
production du facteur de croissance M-CSF aussi efficace dans un systéme cellulaire en
absence de SVF que dans un systéme cellulaire en présence de 10% de SVF, en utilisant
un AcCMVPN recombinant exprimant la M-CSF. De plus, en utilisant un AcMVPN
recombinant exprimant la B-galactosidase pour infecter des cellules 3 I’intérieur d’un
bioréacteur de 300 mL, Kompier e al. (1991) ont réussi a produire autant de protéines
recombinantes B-galactosidase dans un systéme cellulaire sans SVF que dans un systéme
cellulaire contenant 10% de SVF. Cependant, a notre connaissance, aucune étude
compléte n’a été effectuée concernant I’effet de passages en série de VPN recombinants
sur la production de protéines recombinantes dans un systtme cellulaire sans SVF.
Pourtant, il est trés important de vérifier cet aspect avant de produire massivement des

protéines recombinantes en fermenteurs industriels.
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C’est pourquoi il était nécessaire d’investiguer 1’effet de passages de VPN sur la stabilité
de production de bioinsecticides et de protéines recombinantes dans un systéme cellulaire

en absence de SVF.



Chapitre 2 : Matériel et méthodes

2.1. Etapes techniques

2.1.1. Culture cellulaire d’insectes

2.1.1.1. Lignées cellulaires

Lors de ce projet, deux lignées cellulaires ont été utilisées. La premiére était la lignée Sf9,
c’est-a-dire le clone numéro 9 isolé de la lignée cellulaire Spodoptera frugiperda IPLB-
SF-21 (Vaughn et al., 1977). Les cellules Sf9 ont été cultivées dans le milieu Grace
supplémenté de 10% de SVF (Grace, 1962) (annexe II).

La deuxiéme lignée cellulaire était la lignée Sf9 MMBS8-SF, cultivée dans le milieu
Mitsuhashi-Maramorosch sans sérum (milieu MM-SF) (Mitsuhashi, 1982) simplifié par
Koike et Sato (1988) (milieu MM-SF no. 8 ou MM8-SF) (annexe I). Les cellules Sf9
MMS-SF sont les cellules Sf9 adaptées au milieu de culture MMS8-SF par notre
laboratoire (Belloncik, Akoury et Cheroutre, 1997). Ce milieu de culture est trés simple,
ne contient aucun supplément de lipides et ne contient pas de sérum de veau feetal (SVF).
Les cellules Sf9 MMS8-SF représentent un bon modéle pour réaliser ce projet, car en plus
de croitre en absence de SVF, elles supportent aussi bien la réplication des VPN et des
VPC que les cellules Sf9. Ce sont donc les cellules Sf9 MM8-SF qui ont été utilisées lors
de I’étude de stabilité virale en fonction des passages de GmMVPN et du virus

recombinant AcLuci.

2.1.1.2. Maintien des lignées cellulaires
Les deux lignées cellulaires ont été maintenues dans leur milieu de culture respectif,

préalablement ajusté & un pH de 6.18, a I’intérieur de flacons de 25 cm? (F25) de Corning
ou de fermenteurs de 100 mL de Bellco Glass. Pour ce faire, les cellules ont été
ensemencées dans leur milieu de culture respectif a une densité de 2 X 10° cellules
vivantes par mL, a raison de 5 mL par F25 et de 100 mL par fermenteur. Elles ont ensuite
été incubées a 28°C. Dans les fermenteurs, les cellules ont ét¢ maintenues en suspension

grice a une barre magnétique suspendue tournant dans le milieu de culture lorsque mise
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sur un agitateur magnétique (Bellco Biotechnology) réglé a 75 RPM (rotations par
minute), alors que les cellules en F25 se sont multipliées en monocouche. Apres sept
jours d’incubation, les cellules ont été transférées dans du nouveau milieu de culture dans
les mémes conditions que ci-dessus. Les deux lignées cellulaires ont été¢ maintenues de

cette maniére pendant toute la durée de ce projet.

2.1.1.3. Décomptes cellulaires

En F25, les cellules ont été décollées & I’aide d’un grattoir a cellules et 0,4 mL de
suspension cellulaire a été prélevé. En fermenteur, un volume de 2,4 mL de suspension
cellulaire a été directement prélevé et 0,4 mL de cet échantillon a été utilisé. Chaque
échantillon de 0,4 mL a été mélangé a4 0,1 mL de colorant Trypan Bleu 0,4% (Gibco
BRL, #15250-061), étalé sur un hémacytométre et observé au microscope optique. Les
cellules vivantes et mortes présentes dans le grand carré du centre de chacune des deux
chambres de ’hémacytométre ont été comptées, les cellules mortes étant colorées en bleu.
Tous les décomptes cellulaires de ce projet ont été effectués en triplicata et une différence
maximale de 10% entre les décomptes d’un méme échantillon a été exigée pour accepter
le décompte. Le nombre de cellules vivantes ou mortes par millilitre de milieu de culture

a été calculé en utilisant la formule :

[(nb. cellules dans 1 chambre + nb. cellules dans 2™ chambre) / 2] X 10° X 5/4

2.1.2. Passages de GmMVPN et d’AcLuci

2.1.2.1. Préparation des inoculums viraux

Deux virus ont été préparés et ont servi d’inoculums lors de I’étude de stabilité virale en
fonction des passages viraux. Le premier est le virus recombinant AcLuci et le second est

le virus sauvage GmMVPN.

2.1.2.1.1. Virus recombinant AcLuci

Le virus recombinant AcLuci nous a été gracieusement fourni par le Dr. Hajime Mori de
’Institut de Technologie de Kyoto au Japon. Ce virus est un hybride d’AcMVPN et de
BmMVPN sauvages, mais dont une partie du géne de la polyédrine a été remplacée par le

cadre de lecture ouvert (CLO) du géne de la luciférase de luciole (Mori et al., 1992).
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L’expression de cette luciférase est donc sous le contrdle du promoteur fort de la
polyédrine. Ce virus n’exprime pas la polyédrine et ne peut par conséquent pas former de
polyédres. Un passage de ce virus a été effectué sur des cellules Sf9 MMS8-SF en F25 et
les virus extracellulaires (VEC) relachés dans le surnageant aprés réplication virale ont
¢té utilisés comme inoculum pour ce projet. Le titre viral a été déterminé par la technique

de dilutions limites décrite plus bas (section 2.1.2.4).

2.1.2.1.2. Virus sauvage GmMVPN

Le virus sauvage GmMVPN utilisé comme inoculum de départ lors de ce projet a
préalablement été passé 2 fois dans des larves de Galleria mellonella. Pour ce faire, des
polyédres de GmMVPN, récoltés a partir de larves de Galleria mellonella en phase
virémique, ont été ajoutés a la diéte artificielle (annexe III) de larves de Galleria
mellonella et des larves y ont été ajoutées. Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, une goutte
d’hémolymphe par larve en phase virémique a été prélevée en piquant la larve a 1’aide
d’une aiguille stérile. Chaque goutte a été transférée sur des cellules Sf9 MMS-SF a 2 X
10° cellules/mL et les VEC de GmMVPN relichés dans le surnageant aprés 7 jours
d’infection ont constitué I’inoculum de départ pour ce projet. Ce surnageant a été titré par

la technique de dilutions limites décrite plus bas (section 2.1.2.4).

2.1.2.2. Infections virales

Lors de chaque passage viral, des cellules Sf9 MMS8-SF ont di étre cultivées dans le
milieu MMB8-SF. Des fermenteurs de 100 mL de Bellco Glass ont été utilisés lors des
passages 1 a 16 de GmMVPN et 1 & 13 d’AcLuci. Deux fermenteurs de cellules ont été
nécessaires par passage de virus, I’un servant de témoin non-infecté et I’autre destiné a
étre infecté. Cependant, trois fermenteurs de cellules ont été infectés lors des passages 1,
5, 10 et 15 de GmMVPN, car la production d’une grande quantité de polyédres était
nécessaire dans le but d’effectuer des épreuves biologiques. Lors des passages 17 a 20 de
GmMVPN et 14 4 18 d’AcLuci, ce sont des flacons de 25 cm? (F25) de Corning qui ont
¢te utilisés. Les conditions de culture étaient les mémes que celles décrites a la section

2.1.1.2.
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Au début de la phase logarithmique de croissance des cellules, soit aprés trois jours
d’incubation & 28°C, les cellules Sf9 MMS8-SF présentes dans les fermenteurs ou les F25

ont été infectées par GmMVPN ou AcLuci.

Dans le but d’infecter les cellules Sf9 MMS8-SF en fermenteur de 100 mL, 3 échantillons
de 2,4 mL de cellules ont été prélevés par fermenteur et 0,4 mL de chacun de ces 2,4 mL
a été utilisé pour un décompte de cellules vivantes a I’hémacytométre, comme décrit
précédemment. La concentration de cellules vivantes dans chaque fermenteur a ainsi été
déterminée. Par la suite, les suspensions de virus extracellulaires de GmMVPN ou
d’AcLuci, dont le titre viral était connu, ont été diluées dans 11 mL de milieu MM8-SF.
Dix mL de ces dilutions de suspensions virales ont été ajoutés par fermenteur contenant
les cellules Sf9 MMS-SF. La multiplicité d’infection (MI) utilisée a été de 0,1, ce qui
signifie que I’infection virale a été effectuée dans un rapport d’un ufp (unité virale
formant des plages) pour 10 cellules vivantes. Du cholestérol (annexe I) a été ajouté pour
donner une concentration finale de 20pg/mL. Dans le cas du fermenteur témoin, 10 mL
de milieu MMS-SF sans virus ont été ajoutés. Les fermenteurs ont ensuite été incubés 7

jours & 28°C sur une plaque agitatrice magnétique.

Pour infecter les cellules Sf9 MMS8-SF en F25, les cellules ont été décollées de 3 F25 a
’aide d’un grattoir a cellules et 0,4 mL a été prélevé de chaque F25 pour effectuer un
décompte de cellules vivantes a I’hémacytométre. Les suspensions virales ont ici été
diluées dans 1,1 mL de milieu MM8-SF. Ensuite, 1 mL de dilution de suspension virale a
été ajouté a chaque F25 contenant 4 mL de cellules Sf9 MM8-SF, pour atteindre une MI
de 0,1. Du cholestérol (annexe I) a été ajouté pour donner une concentration finale de
20pg/mL. Dans le cas des F25 témoins, 1 mL de milieu MM8-SF sans virus a été ajouté.

Les F25 ont ensuite été incubés 7 jours a 28°C.

2.1.2.3. Prélévements viraux
Apres 7 jours d’infection, des prélévements de cellules infectées par AcLuci et de cellules
non-infectées ont été effectués. Dans le but de mesurer activité luciférase a chaque

passage d’AcLuci, 3 échantillons de 30 mL par fermenteur infecté et 1 échantillon de 30
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mL par fermenteur témoin non-infecté ont été prélevés. Dans le cas des F25, le contenu
de 3 F25 infectés et de 1 F25 témoin non-infecté ont été prélevés. De plus, dans le but
d’effectuer des décomptes de cellules vivantes et de cellules mortes a I’hémacytométre a
chaque passage viral, 3 échantillons de 2,4 mL de chaque fermenteur infecté et de chaque
fermenteur témoin non-infecté ont été prélevés. En F25, c’est un échantillon de 0,4 mL

par F25 qui a été prélevé dans 3 F25 infectés et dans 3 F25 témoins non-infectés.

Egalement aprés 7 jours d’infection, des échantillons de cellules infectées par GmMVPN
et de cellules non-infectées ont été prélevés. Premiérement, dans le but d’effectuer des
décomptes de polyédres et des décomptes de cellules infectées et non-infectées a chaque
passage viral, 3 échantillons de 2,4 mL de chaque fermenteur infecté et de chaque
fermenteur témoin non-infecté ont été prélevés. Lors de prélévements en F25, c’est 1
échantillon de 2,4 mL par F25 qui a ét€ prélevé dans 3 F25 infectés et dans 3 F25 témoins
non-infectés. Ensuite, afin d’observer en microscopie électronique des cellules Sf9 MMS8-
SF infectées par les GmMVPN de passages 2, 7, 12, 17 et 20, des prélévements de 5 mL
par fermenteur infecté ou par F25 infecté ont été effectués lors de ces passages viraux.
Finalement, dans I’objectif d’utiliser les polyédres d¢ GmMVPN passages 1, 5, 10 et 15
dans des épreuves biologiques, 90 mL ont été prélevés dans chacun des 3 fermenteurs

infectés lors de ces passages de virus.

Le contenu restant de chaque fermenteur ou de chaque F25 de cellules Sf9 MM8-SF
infectées par GmMVPN ou par AcLuci a été centrifugé 10 minutes a4 1500 RPM (environ
600 g) dans une centrifugeuse réfrigérée (modéle PR-2, IEC International Centrifuge). Le
surnageant contenant les virus extracellulaires a été prélevé en vue d’effectuer un titrage
viral et a ensuite été conservé & —20°C jusqu’a son utilisation lors d’infections virales
ultérieures. Les culots de cellules infectées par GmMVPN ont été conservés a —20°C dans
du milieu MM8-SF en vue d’utiliser ces cellules lors des techniques d’électrophorése sur

gel de SDS-polyacrylamide et d’immunobuvardage de type Western.
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2.1.2.4. Titrage viral
Les surnageants de culture contenant les virus extracellulaires (VEC) de chaque passage

viral ont été titrés selon la technique de dilution limite décrite par Reed et Muench (193 8)
et adaptée par Summers et Smith (1987). Les surnageants a I’intérieur desquels se
trouvent les GmMVPN ont été titrés sur les cellules Sf9 MMS-SF. Par contre, étant donné
que le virus recombinant AcLuci ne forme pas de polyédres, les surnageants contenant les
virus AcLuci ont été titrés sur les cellules Sf9, car I’effet cytopathique causé par ce

recombinant est plus facilement visible sur les cellules S9.

La dose infecticuse en culture de tissus causant 50% d’infection (DICTs¢/mL) a été
déterminée. Pour ce faire, les dilutions décimales de 10" a2 107" des suspensions de VEC
ont été effectuées en 3 répétitions dans du milieu Grace contenant 10% de SVF ou dans
du milieu MMB8-SF, selon la lignée cellulaire utilisée. Pour chaque dilution de suspension
virale de chaque répétition, 251 ont été ajoutés a 4 puits d’une plaque a 96 puits (Costar,
Corning) contenant chacun 1,25 X 10* cellules dans leurs milieux respectifs. Dans le cas
du titrage viral avec les cellules Sf9 MM8-SF, 20pg/mL de cholestérol (annexe I) ont été
ajoutés. Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, tous les puits ont été observés. Les puits
présentant au moins une cellule contenant des polyédres de GmMVPN ont été considérés
positifs. Cependant, dans le cas du titrage d’AcLuci, ce sont les puits a I’intérieur
desquels se trouvaient au moins un foyer de cellules présentant des effets cytopathiques
qui ont été considérés positifs. La valeur de la DICTs¢/mL a été évaluée par la méthode de
Karber (Karber, 1931) et la concentration en unités virales formant des plages (ufp/mL) a

été déterminée en multipliant la valeur de la DICTsy/mL obtenue par un facteur de 0,7.

2.1.2.5. Nombre de passages viraux effectués

Le titre viral obtenu a permis d’effectuer un autre passage de virus a8 MI de 0,1 sur les

cellules ST MMB8-SF en absence de SVF. Tous les passages viraux ont été effectués de

cette maniére, jusqu’au passage 20 de GmMVPN et jusqu’au passage 18 d’AcLuci.
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2.1.3. Production d’antisérums contre le GmMVPN

2.1.3.1. Préparation du premier antigéne : polyédres dissous d¢ GmMVPN produits

in vivo

Cet antigéne a été produit dans des larves de Galleria mellonella. Pour ce faire, des
polyédres de GmMVPN sauvages MP ont été ajoutés a la diéte artificielle (annexe III) de
larves de Galleria mellonella et plusieurs larves y ont été ajoutées par la suite. Aprés
incubation de 15 jours a 28°C, les larves infectées contenant des polyédres ont été broyées
a 4°C pendant 5 minutes a I’aide d’un broyeur mécanique réglé a vitesse « 5 » (Sorvall,
Dupont Instruments). Le broyat a été filtré sur de la gaze stérile pour enlever les gros
débris de larves. Les polyédres récoltés dans le filtrat ont été centrifugés pendant 10
minutes a position « 6 » (environ 1100 g) d’une centrifugeuse clinique de table (IEC,
International Equipement) et ont été lavés 3 fois dans du PBS 1X stérile, pour éliminer les
virions dans le surnageant. Les polyédres isolés ont été comptés a I’hémacytométre,
comme décrit & la section 2.2.1.1., et 4 échantillons de 1,3x10® polyédres/mL ont ensuite

été congelés a —20°C jusqu’a I’immunisation.

Quelques heures avant chaque immunisation, 1,3x10® polyédres ont été décongelés et ont
été dissous pendant 2 heures a température de la piéce dans du tampon carbonate 0,2M
(Na;CO3 0,2M + NaHCO3 0,2M) dans un rapport 1 : 1. Ensuite, les polyédres dissous ont
été dilués avec du PBS 1X stérile dans un rapport 1 : 1 et ont été injectés avec ou sans

adjuvant a des cobayes selon le plan d’immunisation de la section 2.1.3.3.

2.1.3.2. Préparation du deuxiéme antigéne : mélange de virions et de polyédres

dissous de GmMVPN produits in vitro

Cet antigéne a été produit sur la lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF. Pour ce faire, 10 F25
contenant chacun 10° cellules ont été infectés a MI de 1 par une suspension de virus
extracellulaires d¢ GmMVPN passage 2 (virus sauvage MP) en présence de 20pg/mL de
cholestérol (annexe I), comme décrit précédemment. Au jour 10 post-infection, toutes les
cellules ont été décollées a I’aide d’un grattoir 4 cellules et ont été traitées aux ultrasons
dans les mémes conditions que celles décrites a la section 2.2.1.1, pour libérer les

polyedres et les virions. Les échantillons ont ensuite été centrifugés ensemble 10 minutes
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a 2000 RPM (environ 600 g) dans une centrifugeuse réfrigérée (modele PR-2, IEC
International Centrifuge) et le surnageant contenant les virions a été congelé a 20°C
jusqu’aux immunisations. Le culot de polyédres a ensuite été lavé 3 fois dans du PBS 1X
stérile et les polyédres ainsi isolés ont été comptés a ’hémacytométre, comme décrit a la
section 2.2.1.1. Quatre échantillons de 1,0x10® polyedres/mL ont été congelés a -20°C

jusqu’aux immunisations.

Quelques heures avant chaque immunisation, 1,0x10% polyedres ont été décongelés.
Comme des polyédres produits in vitro sont plus difficiles a dissoudre que des polyédres
produits in vivo, ces polyédres ont été dissous dans du tampon carbonate 0,5M (Na,COj3
0,5M + NaHCO; 0,5M), au lieu de 0,2M, pendant 2 heures a température de la piéce dans
un rapport 1 : 1. Ensuite, les polyédres dissous ont été dilués dans un rapport 1 : 1 avec la
suspension de virions de GmMVPN prélevée ci-dessus. Ce mélange a été injecté a des

cobayes, avec ou sans adjuvant, selon le plan d’immunisation de la section 2.1.3.3.

2.1.3.3. Immunisation

Le plan d’immunisation suivi a été le suivant :

1) Six cobayes males ou femelles ont été immunisés, les trois premiers par 1’antigéne
produit in vivo (antigéne 1) et les trois autres par 1’antigéne produit in vitro (antigéne
2).

2) Au jour 0, chaque cobaye a été injecté par voie sous-cutanée avec 1 mL d’échantillon
contenant 50% d’adjuvant Freund complet (Miles Laboratories Inc.) (1,625x107
polyédres dissous de ’antigéne 1 ou 1,25x107 polyédres dissous de ’antigéne 2 par
cobaye, selon le cas).

3) Au jour 14, I’injection de chaque cobaye a été exécutée par voie sous-cutanée avec 1
mL d’échantillon contenant 50% d’adjuvant Freund incomplet (Miles Laboratories
Inc.) (mé€mes quantités de polyédres qu’au jour 0).

4) Aux jours 21 et 35, chaque cobaye a été injecté par voie intra-musculaire avec 0,3 mL
d’échantillon sans adjuvant (0,975x10’ polyédres dissous de I’antigéne 1 ou 0,75x107

polyedres dissous de I’antigéne 2 par cobaye, selon le cas).
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2.1.3.4. Prélévement et conservation des sérums et des antisérums

Au jour 0, avant la premiére injection, 2 mL de sang par cobaye anesthésié ont été
prélevés derriére 1’ceil & I’aide d’un tube capillaire et ont été transférés dans un tube a
prélévements sanguins, qui permet de séparer le sérum et le sang coagulé aprés
centrifugation pendant 15 minutes 4 1000 RPM (environ 150 g) d’une centrifugeuse
réfrigérée (modele PR-2, IEC International Centrifuge). Les sérums témoins (ou sérums

pré-immunisation) ainsi obtenus ont été congelés a —20°C.

De plus, au jour 49, une exsanguination sous anesthésie des six cobayes immunisés a été
effectuée et I’antisérum (ou sérum post-immunisation) de chacun des six cobayes a été

obtenu et conservé de la méme maniére que les sérums témoins, comme décrit ci-dessus.

2.1.3.5. Vérification de la qualité des antisérums produits par la technique de double

immuno-diffusion

Comme D’objectif de cette partie du projet était seulement d’analyser la présence et la
spécificité des anticorps produits par des cobayes immunisés, et non de quantifier ces
anticorps, la technique de double-immunodiffusion a été préférée a celle d’ELISA ou

d’immunobuvardage de type Western, car elle est plus simple et plus pratique.

Dans des plateaux a 4 puits de 6 centimétres de diamétre (Linbro, Flow Laboratories,
#76-237-05), 12 mL d’agarose Seakem ME 1%, préalablement chauffé pendant 15
minutes a4 90°C, ont été versés dans chacun des puits. Apres durcissement du gel a
température de la piéce dans une chambre humide, un trou central et 6 trous périphériques
équidistants a 1,5 cm du trou central ont été pratiqués a I’aide de la grosse ouverture
d’une pipette Pasteur. Les puits ainsi formés ont été remplis par un antigéne, un sérum ou
un antisérum, selon le cas (voir sections 2.1.3.5.1 et 2.1.3.5.2 ci-aprés). A la fin de la
méme journée, les puits ont été remplis de nouveau par les mémes échantillons et la
diffusion a été effectuée a la température de la piéce pendant 48 heures en chambre
humide. Les gels ont ensuite été séchés et colorés au bleu de Coomassie 0,25%, comme
décrit dans la section traitant de la coloration des gels de SDS-polyacrylamide (section
2.2.14.1.).



44

Ce sont les bandes de précipitation colorées en bleu apparaissant entre les puits pratiqués
dans le gel d’agarose qui ont été analysées. Ces bandes apparaissaient lorsque des
anticorps présents dans les antisérums ou les sérums rencontraient des antigeénes lors de la
diffusion et formaient des complexes anticorps-antigénes qui précipitaient. Donc, la
présence d’une bande de précipitation signifiait qu’il y avait présence d’anticorps

précipitants dans le sérum ou dans I’antisérum qui reconnaissaient I’antigéne testé.

2.1.3.5.1. Présence d’anticorps précipitants dans les antisérums

Pour vérifier si les cobayes immunisés avaient produit des anticorps contre les antigénes
injectés, les sérums pré- et post-immunisation de chaque cobaye ont été testés contre ces
antigénes par la technique de double immuno-diffusion. Pour ce faire, les sérums pré- et
post-immunisation des cobayes #1 a #3, immunisés contre les polyédres dissous produits
in vivo, ont ét¢ dilués 1/10 dans du PBS 1X et ont été placés dans les puits périphériques
de gels d’agarose Seakem ME 1%. Dans les puits centraux, des polyédres dissous ou non-
dissous de GmMVPN produit in vivo ont été ajoutés a la méme concentration que

lorsqu’injectés aux cobayes.

La méme procédure a été effectuée pour tester les sérums pré- et post-immunisation des
cobayes #4 a #6, immunisés par un mélange de virions et de polyédres dissous produits in
vitro, mais les puits centraux ont ici été remplis par un mélange de polyédres dissous ou
non-dissous et de virions de GmMVPN produit in vitro sur les cellules Sf9 MMS-SF, a la

méme concentration que lorsqu’injectés aux cobayes.

Si un antisérum de cobaye produit aprés immunisation formait un précipité avec
Iantigéne qui lui avait été injecté, et si le sérum pré-immunisation du méme cobaye ne
formait aucun précipité avec ce méme antigéne, nous pouvions affirmer que ce cobaye

avait produit des anticorps contre I’antigéne injecté.

2.1.3.5.2. Spécificité des anticorps précipitants présents dans les antisérums

Pour vérifier que les antisérums produits par chaque cobaye étaient bien spécifiques au

GmMVPN, plusieurs antigénes ont été testés contre 1’antisérum de chaque cobaye par la
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technique de double immuno-diffusion. Pour ce faire, I’antisérum de chaque cobaye a été
dilué 1/10 dans du PBS 1X et a été déposé dans un puits central. Dans les 6 puits
peériphériques, 6 antigénes différents ont ét¢ déposés, 4 la méme concentration que
lorsqu’injectés aux cobayes. Les 2 premiers étaient les 2 antigénes utilisés pour
immuniser les cobayes, soit des polyédres dissous d¢ GmMVPN produits in vivo et un
mélange de polyedres dissous et de virions d¢ GmMVPN produits i vitro. Les 2 autres
antigénes étaient les mémes que les 2 premiers, mais sans dissolution des polyédres.
Enfin, les 2 derniers antigénes étaient des antigénes de cellules Sf9 MMS8-SF non-
infectées (protéines cellulaires) et de broyats de larves de Galleria mellonella non-
infectées (protéines larvaires), préparés exactement dans les mémes conditions que lors de
la préparation des antigénes de GmMVPN injectés aux cobayes (sections 2.1.3.1 et

2.1.3.2).

Si un antisérum de cobaye formait un précipité avec les antigénes viraux, mais non avec
les antigénes cellulaires ou larvaires, nous pouvions conclure que ce cobaye avait produit

des anticorps spécifiques contre GmMVPN.

2.2. Analyse des effets de passages viraux en culture de cellules Sf9 MM8-SF
2.2.1. Analyse des effets de passages de GmMVPN

2.2.1.1. Pourcentage d’infection et décompte de polyédres
Avec chacun des 3 échantillons de 2,4 mL de cellules Sf9 MMS8-SF prélevés

précédemment lors de chaque passage de GmMVPN, 0,4 mL a été utilisé pour effectuer
des décomptes cellulaires en triplicata 4 I’hémacytométre, comme décrit & la section
2.1.1.3. Les cellules vivantes, vivantes infectées, mortes, mortes infectées et totales ont
ainsi été comptées. Les cellules contenant de un a plusieurs polyédres (structures denses
de forme polyédrique) lorsqu’observées au microscope photonique étaient considérées

infectées. Les pourcentages d’infection ont ensuite été calculés par la formule :

(nb. cellules infectées totales par mL / nb. cellules totales par mL) X 100
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Avec les 2 mL restants, une centrifugation a été effectuée pendant 5 minutes a position
«6» (environ 1100 g) d’une centrifugeuse clinique de table (IEC, International
Equipement) et le culot de cellules a été resuspendu dans 2 mL de PBS 1X (Gibco BRL
#14190-144). Cette suspension cellulaire a été traitée 2 fois 3 minutes aux ultrasons
(Sonic dismembrater 550 de Fisher Scientific) pour libérer les polyedres. Des décomptes
de polyédres ont par la suite été effectués en triplicata a I’hémacytométre, sans ajout de
Trypan Bleu. Les polyédres formaient des structures denses directement observables au
microscope photonique. Le nombre de polyédres produits par millilitre de milieu de

culture a été calculé en utilisant la formule :

[(nb. polyedres dans 1® chambre + nb. polyédres dans 2™ chambre) / 2] X 10*

Par la suite, le nombre de polyédres par cellule infectée a été calculé en utilisant la

formule ;

Nombre de polyédres par mL / nombre de cellules infectées par mL

2.2.1.2. Microscopie électronique
Avec les échantillons de 5 mL de cellules Sf9 MMS-SF infectées, prélevés précédemment

lors des passages 2, 7, 12, 17 ou 20 de GmMVPN, les étapes suivantes ont été réalisées.
Les cellules ont été lavées 1 fois dans du PBS 1X et centrifugées 5 minutes a 3000 RPM
(environ 800 g) dans une centrifugeuse a microtubes (Biofuge 13 de Baxter Canlab). Les
culots cellulaires ont ensuite été traités pendant 1h30 & 4°C dans du tampon de fixation
(glutaraldéhyde 2,5% dilué dans du tampon cacodylate 0,1M, pH 7,2) et ont été lavés 3
fois dans du tampon cacodylate contenant 3% de sucrose. Les culots ont ensuite été
postfixés pendant 2 heures &4 21°C dans un tampon s-collidine contenant 1,33% de
tétroxyde d’osmium (OsO,) et ont été déshydratés progressivement avec de I’acétone
25%, 50%, 75%, 95% et 100%. Les échantillons ont été imprégnés dans un mélange
d’acétone et de résine SPURR pendant toute une nuit et dans de la résine SPURR pure
pendant 3 heures. Ils ont ensuite été incubés & 60°C pendant 24 heures pour permettre la
polymérisation de la résine. Enfin, les blocs de résine ont été coupés en couches ultrafines

a ’aide d’un couteau en diamant. Ces coupes ont été déposées sur une grille en cuivre et
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ont €té colorées a I’acétate d’uranyl et au citrate de plomb. Finalement, elles ont été

observées au microscope électronique a transmission Philips 300 (Philips, Hollande).

2.2.1.3. Analyse de la virulence des polyédres par des épreuves biologiques avec des

larves de Galleria mellonella

2.2.1.3.1. E‘levage de larves de Galleria mellonella

Pour débuter I’élevage de larves dans notre laboratoire, des larves de Galleria mellonella

nous ont été fournies généreusement par le Dr. Guy Charpentier, de ’'UQTR & Trois-
Riviéres. Les larves ainsi obtenues ont été placées dans des contenants d’élevage en
plastique d’environ 30 cm de diamétre munis d’un grillage dans le couvercle pour laisser
Iair circuler. De la diéte artificielle (annexe III) a été donnée aux larves et celles-ci ont
ét€ incubées a 28°C a 50% d’humidité relative dans un incubateur Conviron. Apres
environ 2 semaines d’incubation, les larves se sont transformées en chrysalides et 10 jours
plus tard, des papillons sont apparus. A 1’état papillon, les femelles fécondées ont pondu
des ceufs autour du couvercle du contenant pendant environ 1 semaine. Les ceufs ont alors
été transférés dans un nouveau contenant d’élevage sur de la nouvelle diéte artificielle.
Les ceufs ont éclos en quelques jours et les larves produites ont alors recommencé le cycle
de vie de I'insecte. L’état larvaire a duré 4 a 5 semaines. L’élevage de larves a été

maintenu de cette fagon pour toute la durée de ce projet.

2.2.1.3.2. Préparation des polyédres
Avec les 3 échantillons de 90 mL de cellules Sf9 MMS8-SF infectées, prélevés lors de

chacun des passages 1, 5, 10 ou 15 d¢ GmMVPN en fermenteurs de 100 mL, les étapes
suivantes ont été réalisées. Les cellules infectées de chaque échantillon ont été
centrifugées 10 minutes 4 1500 RPM (environ 600 g) dans une centrifugeuse réfrigérée
(modele PR-2, IEC International Centrifuge), ont été lavées 2 fois dans du milieu MM8-
SF et ont ensuite été traitées aux ultrasons pour libérer les polyédres des cellules, dans les
mémes conditions que celles décrites précédemment. Les polyédres ont ensuite été
centrifugés 10 minutes 4 position « 6 » (environ 1100 g) d’une centrifugeuse clinique de

table (IEC, International Equipement), ont été lavés 1 fois dans du milieu MMS8-SF et ont
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été comptés en triplicata & I’hémacytométre, comme décrit précédemment. La

concentration en polyédres de chaque échantillon a ainsi pu étre évaluée.

Pour préparer des polyédres originaux (polyédres de GmMVPN passage 0), des larves de
Galleria mellonella ont été infectées par des polyédres d¢ GmMVPN provenants de
broyats de larves de Galleria mellonella en phase virémique. La procédure de production
et de récolte de polyédres a été la méme que celle décrite 4 la section 2.1.3.1, sauf que les
polyedres finaux obtenus ont été resuspendus dans du milieu MMS8-SF au lieu du PBS
1X. Les polyédres ont ensuite ét¢ comptés en triplicata & 1’hémacytométre pour

déterminer la concentration en polyédres, comme décrit ci-dessus.

2.2.1.3.3. Virulence des polyédres envers des larves de Galleria mellonella de 3° ou 4°

stade

Avec les polyedres de chacun des passages 1, 5, 10, 15 et original d¢ GmMVPN préparés
ci-dessus, 3 répétitions ont été effectuées. Lors de chaque répétition, 24 larves n’ont pas
été infectées (témoin négatif), 24 larves ont été infectées par 2x107 polyédres, 24 larves

par 2x10° polyedres, 24 larves par 2x10° polyédres et 24 larves par 2x10* polyédres.

Pour ce faire, une alvéole de cire d’abeille hexagonale de 5 millimétres de diamétre a été
déposée dans chaque puits de 1,7 centimétres de diamétre de plaques a 24 puits (Linbro,
Flow Laboratories, #76-033-05). Des dilutions décimales des polyédres ont été effectuées
dans du milien MM8-SF et des volumes de dilutions contenant le nombre de polyédres
désiré ont été déposés sur chaque alvéole de cire d’abeille. Un volume équivalent de
milieu MM8-SF sans polyédres a été déposé dans le cas du témoin négatif. Aprés séchage
complet des gouttes déposées, 1 larve de Galleria mellonella de 3° ou 4° stade a été
ajoutée a chaque alvéole de cire d’abeille contenant ou non des polyédres. Les plaques
ont été incubées pendant 20 jours 4 28°C dans un incubateur Conviron et des observations
journaliéres ont été effectuées. Ainsi, le moment ou chaque larve a terminé de manger
I’alvéole de cire d’abeille et ou chaque larve est morte a été noté. De plus, lorsque
’alvéole de cire d’abeille a été complétement mangée, soit aprés 2 a 4 jours, de la diéte

artificielle (annexe III) a été ajoutée jusqu’a la fin de I’incubation.
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Apres 20 jours d’incubation, toutes les larves, mortes ou vivantes, ont été colorées par la
technique de Buffalo Black. Pour ce faire, chaque larve a été broyée a 1’aide d’un broyeur
manuel Kontes (Fisher Scientific, #K749520-0000) et une goutte de chaque broyat a été
étendue sur une lame de microscope. Aprés séchage de chaque frottis, toute la lame a été
recouverte de la solution Naphtol Blue Black (Naphtol Blue Black 0,1%, méthanol 50%,
acide acétique glacial 30%, dans de I’eau distillée) et la coloration a été effectuée pendant
5 minutes a environ 50°C. Par la suite, les lames ont été lavées abondamment avec de
I’eau. Apres asséchement, les lames ont été observées au microscope optique a4 1000X a
I’huile a immersion. Un frottis contenant des polyédres colorés en bleu foncé signifiait

que la larve correspondante était infectée.

Quatre aspects ont été analysés pour évaluer la virulence des polyédres d¢ GmMVPN
envers des larves de Galleria mellonella. Premiérement, le pourcentage de larves
infectées (% d’infection) aprés ingestion de chaque quantité de polyédres a été déterminé

par la formule :

Nombre de larves infectées (Buffalo Black positives) X 100

(Nombre de larves totales (24) — nombre de larves mortes non-infectées)

Deuxiémement, la dose de polyédres causant une infection de 50% des larves (Dlso) a été
déterminée. Cette valeur a été obtenue en tragant le graphique du pourcentage de larves
infectées en fonction du nombre de polyédres ingérés par larve. L’endroit sur chaque
droite tracée qui coupait la valeur de 50% d’infection correspondait 4 la valeur de chaque

DIsy.

Troisiémement, la dose de polyédres causant la mort de 50% des larves (DLsp) a été
déterminée. Cette valeur a été trouvée en tragant le graphique du pourcentage de larves
mortes infectées en fonction du nombre de polyédres ingérés par larve. La valeur de
chaque DLsy correspondait & I’endroit sur chaque droite tracée qui coupait la valeur de

50% de mortalité.
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Pourcentage de larves mortes infectées :

Nombre de larves mortes infectées X 100

(Nombre de larves totales (24) — nombre de larves mortes non-infectées)

Finalement, le temps létal, c’est-a-dire le temps qu’une dose de polyedres prend pour
entrainer la mort des larves de Galleria mellonella, a été analysé en utilisant la dose la
plus concentrée de polyédres, soit 2x10’ polyédres par larve. Cet aspect a pu étre étudié
en déterminant le pourcentage des larves mortes infectées qui sont mortes a I’intérieur de
chacun des intervalles de temps d’incubation de 0-5 jours, de 6-10 Jjours, de 11-15 jours,

de 16-20 jours et de plus de 20 jours, par la formule :

Nombre de larves mortes infectées dans Iintervalle de temps d’incubation X 100

Nombre de larves mortes infectées pour tous les intervalles de temps

2.2.1.4. Analyse des protéines virales

2.2.14.1. Electrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide

Un million de cellules Sf9 MMS8-SF témoins non-infectées ou infectées par GmMVPN

aux passages 2, 7, 12, 16, 17 ou 20 (vivantes et mortes) ont été traitées suivant une
méthode similaire & celle de Laemmli (1970). Ces échantillons ont d’abord été incubés
pendant 15 minutes &4 90°C dans 200 pl de tampon de dénaturation de protéines ( SDS
1%, 2-mercaptoéthanol 1%, glycérol 10%, bleu de bromophénol 0,003%, dans du Tris-
HCl 50mM, pH 6.8). Le méme traitement a été effectué avec le standard de poids
moléculaire pour SDS-PAGE (Bio-Rad, #161-0314) dilué 1/5 dans le tampon de

dénaturation.

Les protéines présentes dans 10 pl (50 000 cellules) de chacun des échantillons ont été
séparées par la technique d’électrophorése sur un gel de SDS-polyacrylamide composé
d’un gel de concentration & 4% et d’un gel de séparation a 12% d’acrylamide/bis-
acrylamide (préparés a partir d’une solution stock de 29,2g acrylamide / 0,8g N,N’-

méthylénebisacrylamide dans 100 mL d’eau). L’électrophorése a été réalisée a 100V
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pendant 1h30 dans un tampon (glycine 0,2M, SDS 0,1%, dans du Tris-HCI 25mM, pH
8,3) a I'aide du module pour électrophorése sur mini-gel Mini-PROTEAN II (Bio-Rad,
#165-2940).

Le gel a ensuite été coloré pendant 20 minutes au bleu de Coomassie 0,25% (dilué dans
du méthanol 45% et de I’acide acétique 10%), décoloré 2 fois 20 minutes dans une
premiére solution (méthanol 25%, acide acétique 8%) et décoloré 2 heures dans une
deuxieme solution (méthanol 5%, acide acétique 7,5%). Avant d’étre analysé, le gel a été
séché pendant 1 heure a I’aide du sécheur de gel Modéle 583 (Bio-Rad, #165-1745). Les
standards de poids moléculaires étaient la phosphorylase B (97,4 kDa), I’albumine
sérique (66,2 kDa), I’ovalbumine (45 kDa), I’anhydrase carbonique (31 kDa), I’inhibiteur
de trypsine (21,5 kDa) et le lysozyme (14,4 kDa).

2.2.1.4.2. Immunobuvardage de type Western

Les protéines, présentes dans 10° cellules Sf9 MMS8-SF témoins non-infectées ou
infectées par GmMVPN passages 2, 7, 12, 16, 17 ou 20 (vivantes et mortes) et dans le
standard de poids moléculaire pour SDS-PAGE (Bio-Rad, #161-0314), ont été sépardes
par la technique d’électrophorése sur un gel de SDS-polyacrylamide 12%, comme
mentionné ci-dessus. Ces protéines ont ensuite été transférées sur une membrane activée
de poly(vinylidéne difluoride) (PVDF) (Bio-Rad, #162-0184) toute une nuit a 35V dans
un tampon de transfert & 4°C (glycine 200mM, méthanol 20%, dans du Tris-HCI 25mM,
pH 8,3), a I’aide de la trousse de transfert électrophorétique de protéines Mini Trans-Blot

(Bio-Rad, #170-3930), selon la méthode fournie par le fabricant.

Les membranes de PVDF ont ensuite été traitées 3 fois dans un tampon de lavage (NaCl
200mM, Tween 20 0,1%, dans du Tris-HCI 10 mM, pH 7,5) et les sites non-spécifiques
ont €t¢ bloqués pendant 1 heure dans une solution contenant 3% de BSA (BSA Fraction
V) et 0,25% de gélatine, dans du tampon de lavage. Aprés 2 lavages, les membranes ont
été incubées pendant 2 heures en présence de ’un des 3 sérums énumérés plus bas, dilués
1/3000 dans du tampon de dilution d’anticorps (BSA Fraction V 1% dans du tampon de

lavage). Une dilution d’antisérum de 1/3000 a été choisie, car cette dilution était celle qui
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révélait le mieux les bandes de protéines virales sans révéler les bandes de protéines
cellulaires parmi les dilutions d’antisérums préalablement testées de 1/500, 1/1000,
1/3000, 1/5000, 1/10 000 et 1/30 000. De plus, & cette dilution, aucune protéine virale n’a

€té révélée en utilisant un sérum de cobaye pré-immunisation.

1) Un sérum de cobaye pré-immunisation.

2) L’antisérum produit chez le cobaye #2, immunisé contre les polyédres dissous de
GmMYVPN produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella.

3) L’antisérum produit chez le cobaye #6, immunisé contre les virions et les polyédres

dissous de GmMVPN produits in vitro en culture de cellules Sf9 MM8-SF.

Aprés 3 autres lavages, les membranes ont été incubées pendant 1 heure en présence d’un
anticorps anti-IgG de cobaye conjugué a la peroxydase de raifort (Miles, Yeda Ltd., #61-
208) dilué 1/3000 dans du tampon de dilution d’anticorps. Aprés trois lavages dans du
tampon de lavage exempt de Tween 20, les bandes de protéines ont été révélées en
ajoutant le substrat de la peroxydase (4-chloro-1-naphtol 0,5 mg/mL dans du PBS 1X) en
présence de 0,01% de peroxyde d’hydrogéne pendant 45 minutes. Deux derniers lavages
ont été réalisés pour éliminer le 4-chloro-1-naphtol. Les bandes de protéines reconnues

par les anticorps présents dans les différents sérums ont été colorées en violet.

Pour révéler les bandes de protéines standards, une bande de membrane de PVDF
contenant les protéines standards a ét¢ découpée, juste avant I’étape de blocage avec une
solution de 3% de BSA. La bande de membrane a ensuite été colorée pendant 3 minutes
dans une solution de bleu de Coomassie brillant 0,05% contenant 30% de méthanol et
12% d’acide acétique glacial et a été décolorée 3 fois (10 minutes, 30 minutes et 2 heures)

dans une solution contenant 30% de méthanol et 12% d’acide acétique.

2.2.1.4.3. Immunoperoxydase
En F25, 10° cellules Sf9 MMS-SF ont été infectées en présence de 20 pg/ml de

cholestérol (annexe I) & MI de 1 par les suspensions de virus extracellulaires des

GmMVPN passages 1, 7, 12 et 19. Des F25 contenant 10° cellules Sf9 MMS8-SF non-
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infectées ont également été incubés en paralléle. Aprés 8 jours d’incubation a 28°C, c’est-
a-dire lorsque plusieurs cellules contenaient des polyédres, les surnageants de culture ont
ete retirés et les cellules en monocouche ont été lavées 2 fois dans du PBS 1X. Par la
suite, les cellules ont été recouvertes pendant 1 heure a 4°C dans la solution de fixation
(paraformaldéhyde 2%, NaCl 0,2%, dans du tampon phosphate 0,1M, pH 5,5) et traitées 3
fois avec la solution de lavage (BSA Fraction V 1%, Tween 20 0,05%, dans du PBS 1X,
pH 7,3).

Ensuite, les cellules fixées ont été incubées pendant 2 heures 4 37°C dans une chambre
humide en présence de I’antisérum produit chez le cobaye #2, immunisé contre les
polyédres dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella,
dilué 1/100 dans de la solution de lavage. Aprés 3 lavages, les cellules ont été incubées
dans une chambre humide pendant 2 heures a 37°C avec un anticorps anti-IgG de cobaye
conjugué a la peroxydase de raifort (Miles, Yeda Ltd., #61-208) dilué 1/100 dans la
solution de lavage. Par la suite, trois lavages ont été effectués pour éliminer les anticorps
en exces. Finalement, les cellules ont été incubées en présence du substrat de la
peroxydase (3,3’- tétrachlorure de diaminobenzidine Grade II 0,05% dans du Tris-HCI
0,05M, pH 7,6) et de 0,01% de peroxyde d’hydrogeéne. La présence d’antigénes viraux a
eté détectée en moins de 10 minutes par la formation de précipités bruns a I’intérieur des
cellules infectées. Toutes les réactions ont été arrétées en méme temps 4 I’aide de lavages

dans du Tris-HCI 0,05M.

2.2.1.5. Analyse de populations virales par la technique de plages

Dans des plaques 4 6 puits de 3,5 centimétres de diamétre (Linbro, Flow Laboratories,
#76-058-05), 8x10° cellules Sf9 bien distribuées ont été cultivées dans chaque puits en
présence de 10% de SVF. Aprés 48 heures d’incubation a 28°C, soit lorsque la confluence
cellulaire était d’environ 60%, le surnageant a été enlevé. Immédiatement, 1 mL de
suspension de virus extracellulaires de GmMVPN passage 2 ou passage 19,
préalablement dilué de 10" 4 10 dans le milieu de culture Grace contenant 10% de SVF,
a ¢té ajouté aux tapis cellulaires. L’infection a été effectuée pendant 1 heure sur un

plateau basculant (Bellco Biotechnology).
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Juste avant le fin de I’infection virale, de I’agarose Seakem ME conservé a 47°C (agarose
Seakem ME 1,25%, dans du milieu Grace contenant 10% de SVF) a été mélangé a une
solution de rouge neutre conservée a 37°C (rouge neutre 0,006%, dans du milieu Grace
contenant 10% de SVF) dans un rapport 1 : 1. Les dilutions de virus ont été enlevées des
puits des plaques & 6 puits et ont été rapidement remplacées par 3 mL du mélange
agarose/rouge neutre. Cette stratégie a été utilisée pour éviter de tuer les cellules par une
chaleur trop élevée et pour éviter que I’agarose ne se solidifie trop rapidement. Aprés la
solidification de I’agarose, les plaques ont été incubées a I’envers a 28°C jusqu’a

I"apparition de plages complétes, soit aprés environ 10 jours.

Une plage correspondait a un foyer de cellules contenant des polyédres. Toutes les plages
des puits présentant de 30 a 100 plages isolées ont été analysées au microscope optique a
250X et 400X. Le nombre de polyédres par plage, le nombre de cellules infectées par
plage et le nombre de polyédres par cellule ont été évalués. La présence du rouge neutre a
seulement permis de différencier les cellules mortes (non-colorées) des cellules vivantes

(roses).

2.2.1.6. Analyse _du contenu _en ADN des cellules par la technique de

cytofluorométrie

La technique de cytofluorométrie utilisée lors de ce projet a été basée sur celle utilisée par
Léry, Charpentier et Belloncik (1999). Ainsi, en F25, 10° cellules Sf9 MMS8-SF ou Sf9
ont ét¢ infectées & MI de 1 ou de 20, selon le cas, par les suspensions de virus
extracellulaires des GmMVPN passages 1, 5, 10, 15 ou 20. Des F25 contenant 10°
cellules Sf9 MM8-SF ou Sf9 non-infectées ont également été incubés en paralléle. Aprés
16h, 24h, 48h, 72h et/ou 96h d’incubation 4 28°C, selon le cas, 10° cellules ont été
prélevées par F25, centrifugées (environ 750 g) et resuspendues dans 100 pl de leur
milieu de culture respectif. Chaque échantillon a ensuite été incubé pendant 30 minutes a
température de la piéce dans 2 mL de tampon Krishan (citrate de sodium 0,1%, détergent
Igepal CA-630 0,6%, bromure d’éthidium 50 pg/mL, RNase T1 30U/mL, dans de I’eau

déionisée), pour séparer le cytoplasme du noyau et pour colorer I’ADN présent dans le
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noyau au bromure d’éthidium. Les noyaux ont finalement été analysés par le cytométre en

flux de comptoir COULTER EPICS XL-MCL de Beckman-Coulter.

10° lymphocytes de sang périphérique humain lyophilisés (trousse de cellules Cyto-
Comp, Beckman-Coulter, #PN6607023) ont été traités de la méme maniere dans du
tampon Krishan et ont été utilisés comme standard pour le calibrage de I’appareil. La
configuration standard de I’appareil a été utilisée. Le bromure d’éthidium, intercalé dans
I’ADN a I’intérieur des noyaux de cellules, a été excité par un rayon laser émettant a 488
nm. La fluorescence ensuite émise a une longueur d’onde de 617 nm par le bromure
d’éthidium intercalé dans I’ADN a été captée par le 3° de 4 détecteurs de fluorescence
(PMT) du cytometre en flux. Les données obtenues pour chaque échantillon étaient
basées sur le décompte de 10 000 noyaux, aprés élimination des doublets de cellules et

des débris cellulaires.

2.2.1.7. Essai_de rétablissement d’une production normale de polyédres chez des
GmMVPN obtenus apreés plusieurs passages viraux

Lors d’une tentative de rétablir la production normale de polyédres chez des GmMVPN
de passages €levés, une suspension de GmMVPN passage 20 a été passée 1 fois chez la
larve de Galleria mellonella. Pour ce faire, de 0,2 a 0,3 mL de suspension de virus
extracellulaires du 20° passage a été injecté de maniére aseptique a plusieurs grosses
larves de Galleria mellonella a I’aide d’une aiguille 30G de %2 pouce (Becton Dickinson,
#305106). Les larves ont ensuite été incubées a 28°C avec de la diéte artificielle (annexe

IIT) jusqu’a I’apparition de symptomes d’infection.

Par la suite, en piquant la larve a I’aide d’une aiguille stérile, ’hémolymphe de chaque
larve a été transférée dans 1 mL de milieu MMS8-SF & 4°C. L’infection des larves a été
confirmée par la coloration Buffalo Black des polyédres présents dans une goutte
d’hémolymphe et le contenu de quelques larves infectées a été préparé pour observation

en microscopie électronique, comme décrit précédemment.
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L’hémolymphe de chaque larve, diluée dans le milieu MMS-SF, a été utilisée pour
infecter 10° cellules Sf9 MMS8-SF en F25 en présence de 20 pg/mL de cholestérol
(annexe I). Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, le surnageant contenant les virus
extracellulaires (VEC) a été titré, comme décrit plus haut. Ce virus a été nommé

« GmMVPN passage 20 amplifié une fois sur larves ».

Cette suspension de VEC a ensuite été utilisée pour effectuer un passage de virus en
culture de cellules Sf9 MM8-SF en F25 a MI de 0,1, comme décrit a la section 2.1.2.
Apreés 7 jours d’incubation & 28°C, le titre viral, le pourcentage de cellules infectées, le
nombre de polyedres produits par millilitre de milieu de culture, le nombre de polyédres
par cellule infectée et I’infection virale a I’intérieur d’une cellule infectée observée en
microscopie €lectronique ont été déterminés et comparés aux données recueillies lors des

passages 1 a 20 de GmMVPN.

2.2.1.8. Production _de polyédres de GmMVPN de différents passages chez des

cellules Sf9 MMS8-SF d’un méme passage cellulaire

Il a déja été démontré que le fait de maintenir des cellules d’insectes pendant plus de 5
ans dans un milieu de culture ne contenant pas de SVF n’a aucune influence sur la
susceptibilité des cellules & I’infection par des baculovirus (Lynn, 2000). Pour confirmer
que la baisse de production de polyédres obtenue lors des passages d¢ GmMVPN était
bien due a une modification du virus et non a une modification de susceptibilité de la
lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF a Dinfection virale, des suspensions de virus
extracellulaires (VEC) de GmMVPN de différents passages ont été utilisées pour infecter
la lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF d’un méme passage cellulaire. Pour ce faire, dans des
F25, 10° cellules S MMS-SF passage 510 ont été infectées & MI de 1 par les
suspensions de VEC des GmMVPN passages 1, 7, 12, 17, 19 ou 20 amplifié une fois sur
larves. Aprés 7 jours d’incubation a 28°C, des photos des cellules infectées ont été prises
en microscopie optique 4 250X. De plus, les cellules infectées ont été colorées
directement dans les F25 par la technique Buffalo Black (comme décrit a la section
2.2.1.3.3), qui colore les poly&dres en bleu foncé, ou au Giemsa, qui colore le matériel

nucléaire en rouge et le matériel cytoplasmique en bleu, mais qui ne colore pas les
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structures protéiques aussi denses que les polyédres. Pour ce faire, les cellules ont été
fixées pendant 10 minutes dans du méthanol 100%, séchées et colorées pendant 15
minutes dans du Giemsa (Fisher Scientific, #SG28-500) dilué 1/15 dans de I’eau. Aprés
lavage & I’eau distillée et séchage, les échantillons ont été observés au microscope optique

a4 1000X a I’huile 4 immersion.

2.2.2. Analyse des effets de passages d’AcLuci
2.2.2.1. Activité luciférase

Pour mesurer I’expression de la luciférase par les virus AcLuci, les étapes suivantes ont
été effectuées sur les 3 échantillons de 30 mL de cellules Sf9 MM8-SF infectées et sur
I’échantillon de 30 mL de cellules Sf9 MM8-SF non-infectées, prélevés précédemment
lors de chaque passage d’AcLuci. Dans le cas des passages viraux en F25, ces étapes ont
¢té effectuées sur 5 mL au lieu de 30 mL. La trousse d’essai de rapporteur de géne de la

luciférase (Boehringer Mannheim, #1669893) a été utilisé lors de cette partie du projet.

Les cellules ont été centrifugées pendant 10 minutes 4 1500 RPM (environ 340 g) d’une
centrifugeuse réfrigérée (modéle PR-2, IEC International Centrifuge), ont été lavées 2
fois dans du PBS 1X et ont été détruites pendant 15 minutes & température de la piéce
dans 600 pl de tampon de lyse (tampon tricine 25mM, pH 7.8, contenant du Nonidet P-
40, du glycérol, du DTT et de ’EDTA). Avec les cellules provenant de F25, un volume
de 100 pl de tampon de lyse a été utilisé au lieu de 600 pl, pour conserver les mémes
concentrations cellulaires. Aprés une centrifugation de 35 secondes a 13 000 RPM
(environ 14 500 g) dans une centrifugeuse & microtubes (Biofuge 13 de Baxter Canlab), la

luciférase présente dans le surnageant a été congelée 4 —20°C.

Aprés décongélation, des dilutions décimales en série des échantillons ont été effectuées
dans du tampon de lyse. Juste avant la lecture de Iactivité luciférase, 10 pul de dilution
d’échantillon ont été mélangés a 25 pl de substrat de luciférase (D(-)-Luciférine, {D-(-)-2-
'(6-hydroxy-2'-benzothiazolyl-)A%-thiazoline-acide carbonique], dans du tampon tricine).
L’activité luciférase a immédiatement été mesurée par I’analyseur & scintillation Tri-Carb

2200CA (Packard, Canberra) pendant 1 minute. Le protocole utilisé était le protocole 25,
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qui permet de mesurer la luminescence totale émise par la réaction luciférine-luciférase.

Les résultats ont été obtenus en CPM (comptes de photons simples émis par minute).



Chapitre 3 : Résultats

3.1. Détermination de certains paramétres utilisés lors des passages de GmMVPN et
d’AcLuci

Il est important de travailler en conditions optimales d’infection lors de passages de virus

en culture cellulaire. Divers paramétres ont donc été étudiés a cet effet pour optimiser les

conditions d’infection.

D’abord, pour étre les plus productrices de virus, les cellules doivent étre infectées en
phase logarithmique de croissance (Kioukia ef al., 1995), ¢’est-a-dire infectées lorsqu’une
grande proportion des cellules sont dans la phase S du cycle cellulaire (Doverskog et al.,
2000). Donc, des courbes de croissance de cellules Sf9 MMS-SF, cultivées a 2x10°
cellules par mL en fermenteurs de 100 mL, ont été tracées pour déterminer la phase
logarithmique de croissance de ces cellules (graphique non montré). Il a ainsi été
démontré que la phase de latence durait 2 jours et que la phase logarithmique de
croissance commengait au 3° jour pour se terminer au 10° jour. Par conséquent, le jour3 a

été choisi pour effectuer les infections virales.

La multiplicité d’infection (MI) est également un paramétre important & contréler lors des
infections virales. Donc, des études préliminaires ont été effectuées en fermenteur de 100
mL en infectant au 3° jour des cellules Sf9 MMS8-SF par du GmMVPN a MI de 1 et de
0,1. 11 a ainsi été démontré qu’aprés 7 jours d’infection a MI de 0,1 et de 1, le pourcentage
de cellules infectées et la quantité de polyédres produits étaient trés semblables. La MI
choisie pour le projet a donc été de 0,1, car I’utilisation d’une concentration moindre de
virus était préférable pour éviter de favoriser I’apparition de mutants lors des passages

viraux.

Il est également important que la population virale utilisée comme inoculum de départ

d’un projet de stabilité virale contienne la plus grande proportion possible de virus
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sauvages MP par rapport aux virus mutés FP. Or, il a déja été démontré que le fait de
passer quelques fois des polyédres de VPN in vivo diminuait la proportion de mutants FP
dans la population virale (Fraser et Hink, 1982). Donc, avant d’utiliser le virus GmMVPN
comme inoculum de départ, des polyédres de GmMVPN ont été passés 2 fois dans des
larves de Galleria mellonella, comme décrit a la section 2.1.2.1.2 du chapitre « Matériel

et méthodes ».

Pour ce qui est du virus recombinant, deux virus exprimant la luciférase étaient
disponibles dans notre laboratoire, soit les virus AcLuci et 52BG(3). Des tests de
réceptivité ont été effectués sur les cellules Sf9 MMS8-SF et Sf9 4 MI de 0,1. Apreés 7
jours d’infection, nous avons obtenu une activité luciférase plus élevée dans les cellules
infectées par AcLuci que dans les cellules infectées par 52BG(3). De plus, contrairement
au virus 52BG(3), c’est le promoteur fort de la polyédrine qui régule I’expression de la
luciférase chez le virus AcLuci. L’expression de la luciférase chez le virus AcLuci est par
conséquent la plus représentative de ’expression de protéines recombinantes chez les
VPN. Le virus AcLuci a donc été choisi comme inoculum de départ du projet de stabilité

virale.

3.2. Effet de passages de GmMVPN sur la production de virus extracellulaires

Le titre des suspensions de virus extracellulaires (VEC) a été stable lors des 6 premiers
passages de GmMVPN, demeurant prés ou tout juste sous la valeur de 107 DICTs¢/mL
(figure 3). Cependant, entre les passages 7 et 13 de GmMVPN, le titre viral a atteint une
valeur plus élevée, oscillant entre 107 et 107’ DICTs¢/mL, soit une augmentation
maximale de prés de 10 fois la valeur du titre viral au passage 1. Enfin, le titre viral des
passages 14 4 20 a diminué considérablement, étant évalué a 104%° DICTs, / mL, ce qui
est une valeur plus faible que celle obtenue lors des 6 premiers passages d¢ GmMVPN.
Aprés le passage 14, le titre du virus a seulement pu étre rétabli en passant les virus
provenant du passage 20 chez la larve de Galleria mellonella. En effet, le titre de
GmMVPN passage 20 amplifié une fois sur larves était de 10”** DICTso / mL. Il est
finalement & noter que les titres des suspensions de virus extracellulaires obtenus lors des

passages 4 et 8 semblent un peu plus faibles que la tendance.



Figure 3 : Effet de passages de GmMVPN sur la production de virus extracellulaires.
MI = 0,1. Observations a 7 jours post-infection.

Chaque valeur correspond & la moyenne de trois titrages viraux. L’écart type entre ces
trois répétitions a été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités horizontales).
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3.3. Effet de passages de GmMVPN sur la production de polyédres
3.3.1. Nombre de polyédres produits par millilitre de milieu de culture

Le nombre de polyedres produits par millilitre de milieu de culture a été déterminé a

I’aide de décomptes de polyédres en triplicata a I’hémacytométre, comme décrit a la
section 2.2.1.1. La production de polyédres par les GmMVPN des 4 premiers passages
était d’environ 1x107 polyédres/mL, ce qui est une valeur normale (figure 4). Elle a
ensuite augmenté lors des passages 5 4 9 de GmMVPN, atteignant une valeur aussi élevée
que 3x10” polyédres/mL, probablement due 4 une adaptation du virus & la culture
cellulaire. Par contre, a partir du 10° passage viral, cette valeur a diminué
considérablement, pour atteindre une production extrémement faible de 1 a 2 x10°
polyédres par mL a partir du passage 13, soit une diminution de 10 a 30 fois par rapport &
la valeur obtenue lors des 9 premiers passages viraux. Par la suite, la production normale
de polyedres n’a pas pu étre rétablie jusqu’au passage 20 de GmMVPN, mais un passage
du GmMVPN passage 20 une fois dans des larves de Galleria mellonella a rétabli
partiellement la production de polyédres par millilitre de milieu de culture, avec une
production de 6,53x10° polyédres/mL, ce qui est comparable & la valeur obtenue au

passage 12 de GmMVPN (figure 4).

3.3.2. Nombre de polyédres par cellule infectée

Le nombre de polyédres par cellule infectée a été déterminé a I’aide de décomptes de
polyeédres et de cellules infectées en triplicata a I’hémacytometre, comme décrit a la
section 2.2.1.1. Selon la figure 5, les cellules infectées contenaient une quantité égale ou
supérieure a 40 polyedres lors des 9 premiers passages de GmMVPN en culture de
cellules Sf9 MMS8-SF, ce qui constitue une valeur normale. Par contre, a partir du passage
10 de GmMVPN, cette valeur a chuté sous les 30 polyédres par cellule infectée, pour
méme atteindre un niveau inférieur 2 10 polyédres par cellule infectée a partir du 15°
passage viral. Enfin, le fait de passer le GmMVPN passage 20 une fois dans des larves de
Galleria mellonella a rétabli partiellement la quantité de polyédres par cellule infectée,
avec une valeur de 15,1, ce qui ressemble au nombre de polyédres par cellule infectée

obtenu entre les passages 11 et 14 de GmMVPN.



Figure 4 : Effet de passages d¢ GmMVPN sur le nombre de polyédres produits par
millilitre de milieu de culture. MI = 0,1. Observations a 7 jours post-infection.

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois décomptes de polyédres. L’écart type
entre ces trois répétitions a été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités
horizontales).
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Figure 5 : Effet de passages de GmMVPN sur le nombre de polyedres par cellule
infectée. MI = 0,1. Observations & 7 jours post-infection.

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois mesures. L’écart type entre ces trois
répétitions a été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités horizontales).
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Pour vérifier que cette baisse évidente de polyédres par cellule infectée était bien due a
une modification du virus, et non a une baisse de susceptibilité de la lignée cellulaire a
I’infection virale, des cellules Sf9 MMS8-SF d’un méme passage (passage 510) ont été
infectées en F25 a MI de 1 par les suspensions de virus extracellulaires des GmMVPN
passages 1, 7, 12, 17, 19 ou 20 amplifié une fois sur larves. Par la microscopie optiq i€ a
250X (figure 6), nous avons pu observer directement une diminution du nombre de
polyédres par cellule Sf9 MMS8-SF passage 510 infectée en fonction des passages de
GmMVPN. En effet, en observant les cellules infectées par GmMVPN passage 1 et
passage 7 (figures 6A et 6B), le nombre de polyédres par cellule infectée €tait tres élevé,
et méme tellement élevé qu’il a été impossible de les compter. Cependant, a partir du 12°
passage viral (figure 6C), une proportion de cellules contenant moins de 10 polyédres a
commencé a apparaitre. Ces cellules a I’intérieur desquelles se trouvaient peu de
polyédres étaient dominantes lorsqu’elles ont été infectées par GmMVPN passage 17 ou
passage 19 (figures 6D et 6E). La diminution du nombre de polyédres par cellule infectée
en fonction des passages de GmMVPN était donc méme évidente chez des cellules d’un
méme passage cellulaire. De plus, encore une fois, la valeur obtenue en utilisant
le GmMVPN passage 20 amplifié une fois sur larves (figure 6F) était trés semblable &
celle du passage 12 de GmMVPN.

Ces mémes cellules infectées ont €té colorées par la technique Buffalo Black (figure 7).
Les polyedres colorés en bleu foncé présents a I’intérieur de 100 cellules infectées prises
au hasard ont été comptés au microscope optique au grossissement de 1000X. Ainsi, nous
avons pu observer que le pourcentage de cellules infectées contenant plus de 30
polyédres, caractéristique des virus sauvages MP, a diminué beaucoup en fonction des
passages de GmMVPN. En effet, 82% des cellules & I’intérieur desquelles se trouvaient
des polyédres de GmMVPN passage 1 ou passage 7 contenaient plus de 30 polyedres,
alors que cette valeur a diminué a 55% au 12° passage viral et 4 20% au 19° passage viral
(figure 7). Nous avons également constaté que le nombre moyen de polyédres par cellule
infectée a diminué en fonction des passages viraux, passant d’une valeur de 50 aux
passages 1 et 7 de GmMVPN, a 27 au passage 12 et a 17 au passage 19 (figure 7), et ce

méme si des cellules d’un méme passage cellulaire (Sf9 MMS8-SF passage 510) ont été
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utilisées. Ici encore, les valeurs trouvées en utilisant le GmMVPN passage 20 amplifié
une fois sur larves étaient trés semblables 4 celles trouvées au 12° passage de GmMVPN,
avec 58% des cellules infectées contenant plus de 30 polyédres, pour une moyenne de 32

polyédres par cellule infectée (figure 7E).

3.3.3. Forme et dimensions des polyédres

Les mémes cellules Sf9 MMS8-SF passage 510, infectées par les GmMVPN passages 1, 7,
12, 19 ou 20 amplifié une fois sur larves, ont été colorées au Giemsa. Cette technique a
permis d’observer de fagon claire les polyédres non-colorés a I’intérieur de cellules
colorées, et donc de bien pouvoir discerner la forme des polyedres au microscope optique
au grossissement de 1000X (figure 8). Par ce moyen, nous avons constaté que la forme
des polyédres changeait en fonction des passages de GmMVPN. En effet, sur 100 cellules
Sf9 MMS8-SF passage 510 infectées prises au hasard, prés de 85% des cellules infectées
par GmMVPN passage 1 ou passage 7 contenaient des polyedres de forme polyédrique
(figures 8A et 8B), alors que ce pourcentage a baissé a 50% au passage 12 de GmMVPN
(figure 8C) et & 34% au 19° passage viral (figure 8D). Les autres cellules infectées
contenaient des polyédres de forme cubique, devenant dominantes dans le cas du passage

19 de GmMVPN (figure 8D).

De plus, la grosseur moyenne des polyédres a augmenté en fonction des passages de
GmMVPN, car les polyedres de forme cubique avaient tendance a étre plus gros que les

polyédres de forme polyédrique (figure 8).

Encore une fois, les polyédres de GmMVPN passage 20 amplifié¢ une fois sur larves ont
démontré une grande similitude avec ceux du 12° passage viral. En effet, 62% des cellules
infectées par GmM VPN passage 20 amplifié une fois sur larves contenaient des polyedres

de forme polyédrique (figure 8E).



Figure 6 : Cellules Sf9 MM8-SF passage 510 infectées par du GmMVPN. MI = 1.
Observations en microscopie optique a 7 jours post-infection.

A,B,C,D,EetF= GmMVPN passages 1, 7, 12, 17, 19 et 20 amplifié une fois sur
larves, respectivement.

» = polyédres 4 ’intérieur de cellules infectées

Grossissement : 250X






Figure 7 : Cellules Sf9 MM8-SF passage 510 infectées par du GmMVPN et colorées par
la technique Buffalo Black. MI = 1. Observations en microscopie optique a 7
jours post-infection.

A,B,C,DetE= GmMVPN passages 1, 7, 12, 19 et 20 amplifié une fois sur larves,
respectivement.

> = polyédres colorés en bleu marin & I’intérieur des cellules

Grossissement : 1000X












Figure 8 : Cellules Sf9 MM8-SF passage 510 infectées par du GmMVPN et colorées au
Giemsa. MI = 1. Observations en microscopie optique a 7 jours post-
infection.

A,B,C,DetE= GmMVPN passages 1, 7, 12, 19 et 20 amplifié¢ une fois sur larves,
respectivement.

® = polyédres de forme polyédrique & I’intérieur des cellules

— = polyédres de forme cubique a I’intérieur des cellules

Grossissement : 1000X
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3.3.4. Démonstration_par la technique de plages de la sélection_de populations de
GmMYVPN produisant moins de polyédres

Sur les tapis de cellules Sf9 infectées par une suspension de virus extracellulaires de
GmMVPN passage 2, certaines plages, chacune formée a partir d’une unité virale
infectieuse (ufp), étaient trés grosses et contenaient beaucoup de polyédres, soit jusqu’a
500 polyédres par plage (figures 9A et 9B), pour une moyenne de 130 polyedres par
plage. Par contre, dans ces plages, chaque cellule infectée ne présentait en moyenne pas
plus de 10 polyédres. Ce type de plages n’était pas présent lorsque les cellules étaient
infectées par GmMVPN passage 19. Au contraire, toutes les plages formées par
GmMVPN passage 19 contenaient peu de polyédres, soit parce que la plage était tres
petite et ne contenait pas beaucoup de cellules infectées (figures 9C et 9D), ou soit parce
que la plage contenait beaucoup de cellules ne présentant pas de polyédres au travers de
cellules a Pintérieur desquelles se trouvaient des polyédres (figure 9E). Ces plages
contenaient en moyenne seulement 43 polyédres, soit 3 fois moins que dans le cas de
GmMVPN passage 2. Chaque cellule présente dans ces plages ne contenait également pas
plus de 10 polyédres. Evidemment, les suspensions de¢ GmMVPN passage 2 formaient
également des plages & Dintérieur desquelles se trouvaient peu de polyedres, mais en
moins grande proportion. Donc, lors des passages de GmMVPN, il y aurait eu sélection
de populations virales produisant peu de polyédres par plage aux dépens des populations

virales produisant beaucoup de polyédres par plage.

3.4. Effet de passages de GmMVPN sur Pinfection virale
3.4.1. Pourcentage de cellules Sf9 MMS8-SF infectées

Le pourcentage d’infection a été déterminé par le pourcentage de cellules SO MM8-SF
contenant des polyédres, dans les fermenteurs de cellules non-infectées et dans les
fermenteurs de cellules infectées par GmMVPN. Ainsi, le pourcentage d’infection était
toujours nul dans les fermenteurs de cellules non-infectées (figure 10). D’un autre c6té, ce
pourcentage était élevé lors des passages 2 a 12 de GmMVPN, c’est-a-dire qu’en
moyenne 50% des cellules étaient infectées. Par contre, a partir du 12° passage viral, le
pourcentage de cellules infectées a diminué pour se stabiliser 4 une valeur faible de 20% a

partir du passage 14. La seule valeur qui ne suivait pas cette tendance était celle obtenue



Figure 9 : Plages de cellules Sf9 infectées par du GmMVPN.

A et B: GmMVPN passage 2
C,Det E : GmMVPN passage 19

Grossissement : 250X et 400X (encadré)






Figure 10: Effet de passages de GmMVPN sur ’infection virale, en terme de
pourcentage de cellules Sf9 MMB8-SF infectées. MI = 0,1. Observations a 7
jours post-infection.

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois décomptes cellulaires. L’écart type entre
ces trois répétitions a été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités
horizontales).
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au 4° passage de GmMVPN. Finalement, le pourcentage de cellules infectées obtenu lors
du passage de GmMVPN passage 20 amplifié une fois sur larves était de 27,3%, ce qui

est semblable a la valeur obtenue lors du 13° passage de virus.

3.4.2. Observations en microscopie électronique
Par la microscopie é€lectronique, 3 aspects différents ont été étudiés en fonction des

passages de GmMVPN. Premiérement, le nombre de virions présents a I’intérieur des
polyedres a diminué considérablement en fonction des passages viraux (figure 11, la a
le). En effet, la majorité des polyédres de GmMVPN passage 2 et passage 7 (figure 11,
la et 1b) contenaient beaucoup de virus inclus (VI) enveloppés, alors que plusieurs
polyédres de GmMVPN passage 12 en présentaient trés peu et/ou contenaient des VI plus
courts que ceux présents dans les polyédres de GmMVPN passage 2 et passage 7 (figure
11, 1c). De plus, la plupart des polyédres de GmMVPN passage 20 ne contenaient aucun
virion (figure 11, 1d). Cependant, plusieurs des polyédres de GmMVPN passage 20
amplifié une fois sur larves contenaient, comme les polyédres du passage 12, une faible

quantité de VI courts (figure 11, le).

Deuxiémement, la forme de certains polyédres a changé en fonction des passages de
GmMVPN (figure 11, 2a a 2d). En effet, la majorité des poly¢dres de GmMVPN passage
2 et passage 7 €taient de forme normale, c’est-a-dire de forme polyédrique (figure 11, 2a).
Par contre, aprés plus de 12 passages viraux, plusieurs polyédres étaient de forme

anormale (figure 11, 2b) ou présentaient un contour irrégulier (figure 11, 2¢ et 2d).

Finalement, une modification de I’infection virale en fonction des passages de GmMVPN
a pu étre directement observée a I’intérieur de cellules Sf9 MM8-SF infectées (figure 11,
3a a 3d). En effet, les cellules infectées par GmMVPN passage 2 ou passage 7
contenaient des nucléocapsides simples, des virions enveloppés et beaucoup de polyedres
a Pintérieur desquels se trouvaient plusieurs virions (figure 11, 3a). De plus, la synthése
de novo de membrane virale était normale, démontré par la présence de membrane
synthétisée de novo autour des VI, autour des virions enveloppés et aussi parfois libre

dans le noyau. Par contre, plusieurs cellules infectées par GmMVPN passage 17, méme



Figure 11 : Effet de passages de GmMVPN sur l’infection virale. Observations en
microscopie €lectronique & 7 jours post-infection. MI = 0,1.

Figure 11, 1 : Nombre de virions (ou VI) dans les polyédres :

a, b, c,dete = passages de virus 2, 7, 12, 20 et 20 amplifié une fois sur
larves, respectivement.

Figure 11, 2 : Forme des polyédres :

a,b,cetd = passagesde virus 2, 12, 12 et 17, respectivement.

Figure 11, 3 : Infection virale & ’intérieur d’une cellule infectée par du GmMVPN :

a,betd = Cellule Sf9 MMS8-SF infectée par du virus de passages 7, 17 et
20 amplifié une fois sur larves, respectivement.

¢ = Cellule de larve de Galleria mellonella infectée par du virus de

passage 20.

Barre = 0,5 um (1a, b, c et d; 2a, b, ¢ et d; encadré 3b)
1,0 pm (1e; 3a, b, cet d)

p = polyedre

ns = nucléocapside simple

v = virion enveloppé

vi = virus inclus

md = membrane virale synthétisée de novo
mn = membrane nucléaire

mc = membrane cytoplasmique

¢ = cytoplasme

n = noyau
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aprés 7 jours d’infection, ne contenaient aucun polyédre, aucun virus enveloppé et aucune
membrane synthétisée de novo (figure 11, 3b). En fait, la seule preuve d’infection virale
dans ces cellules provenait de la présence de nucléocapsides simples a I’intérieur du
noyau (figure 11, encadré 3b). Une amplification d¢ GmMVPN passage 20 sur larves a
seulement permis d’amplifier les caractéristiques observées dans les cellules infectées par
GmMVPN passage 17 (figure 11, 3d). En effet, plusieurs cellules infectées par
GmMVPN passage 20 amplifié une fois sur larves ne contenaient aucun polyedre, aucun
virus enveloppé et aucune membrane synthétisée de novo, mais présentaient beaucoup de
nucléocapsides simples. Par contre, plusieurs cellules de larves de Galleria mellonella
infectées par GmMVPN passage 20 présentaient toutes les caractéristiques d’une cellule
infectée par un virus MP (figure 11, 3c), comme une cellule infectée par GmMVPN

passage 2 ou passage 7 (figure 11, 3a).

3.4.3. Evaluation par la technique de cytofluorométrie de la vitesse d’accumulation
en phase G,/M du cycle cellulaire des cellules infectées

En analysant le contenu en ADN de cellules par la technique de cytofluorométrie, il a déja
été démontré qu’une infection de cellules Sf9 par du AcMVPN a MI de 20 provoquait
I’accumulation en phase Go/M du cycle cellulaire des cellules infectées (Braunagel ef al.,
1998). La cytofluorométrie est donc un bon moyen pour détecter une infection virale.
Pour valider notre technique de cytofluorométrie, les mémes conditions que celles
utilisées par Braunagel ef al. (1998) ont été testées, mais en utilisant du GmMVPN
passage 1 au lieu du AcMVPN. Les résultats obtenus ont €té représentés a la figure 12
(1A a 2D). Sur chacun de ces graphiques, 2 pics de fluorescence ont été obtenus. Le
premier pic correspond au nombre de cellules en phase Go/G du cycle cellulaire et le
deuxiéme pic au nombre de cellules en phase Go/M du cycle cellulaire, ou les cellules
contiennent 2 fois plus d’ADN que les cellules en phase Go/Gy, et donc émettent une

intensité de fluorescence (FL3) 2 fois plus élevée.

En analysant au cytométre en flux les cellules Sf9 non-infectées incubées pendant 16h,
24h, 48h, 72h et 96h, nous avons obtenu 2 pics de fluorescence contenant a peu pres le

méme nombre de cellules, ce qui signifie qu’environ la méme quantité de cellules était en
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phase Gy/G; et en phase Go/M du cycle cellulaire pendant les 96 heures d’incubation
(figure 12, 1A a 1E). Par contre, lorsque les cellules Sf9 étaient infectées a MI de 20 par
GmMVPN passage 1 (figure 12, 2A a 2D), il n’y avait presque plus de cellules en phase
Go/G, du cycle cellulaire méme aprés 16 heures d’infection. De plus, aprés 48 heures
d’infection, toutes les cellules étaient arrétées en phase G/M du cycle cellulaire. Aprés
72h d’infection, nous avons obtenu un 2° pic de fluorescence plus large qu’aprés 48
heures d’infection, ce qui concorde avec ’accumulation de polyédres a I’intérieur des
cellules. Ces résultats sont trés semblables a ceux obtenus par Braunagel et al., ce qui

nous a permis de valider notre méthode de cytofluorométrie.

Ensuite, nous avons vérifié si nous obtenions le méme phénoméne en utilisant les cellules
Sf9 MMS8-SF. Lorsque les cellules Sf9 MM8-SF non-infectées étaient utilisées (figure 12,
3A a 3E), autant de cellules étaient en phase G/M qu’en phase G¢/G; du cycle cellulaire
méme aprés 96h d’incubation, comme dans le cas des cellules Sf9 non-infectées. Par
contre, lorsqu’infectées 4 MI de 20 par GmMVPN passage 1 (figure 12, 4A a 4D), ces
cellules se sont accumulées en phase Go/M, mais seulement aprés 72 heures d’infection,
au lieu de 48 heures en utilisant les cellules Sf9. L’infection virale est donc plus rapide

dans les cellules Sf9 que dans les cellules Sf9 MMS8-SF.

Par la suite, les mémes expériences ont été effectuées sur les cellules Sf9 et Sf9 MM8-SF,
mais en les infectant 4 MI de 1. Avec les 2 lignées cellulaires, les cellules ont commencé
a s’accumuler en phase G/M aprés 72h et 96h d’infection (résultats non montrés). Donc,
pour vérifier si le nombre de passages de GmMVPN en culture cellulaire peut influencer
la vitesse d’accumulation des cellules en phase Go/M du cycle cellulaire, des temps
d’incubation de 48h et 96h ont été choisis. Lorsque les cellules Sf9 ont été infectées
pendant 48h par GmMVPN passage 2 ou passage 5 4 MI de 1, plusieurs cellules étaient
encore en phase Go/G; du cycle cellulaire (figure 13, 1A et 1B). Par contre,
lorsqu’infectées par GmMVPN passage 10 pendant 48 heures, presque toutes les cellules
étaient arrétées en phase G»/M du cycle cellulaire et lorsqu’infectées par GmMVPN
passage 15 ou passage 20 pendant 48 heures, toutes les cellules étaient déja arrétées en

phase Go/M du cycle cellulaire (figure 13, 1C a 1E). Aprés 96 heures d’incubation (figure



Figure 12: Vitesse d’accumulation en phase G»/M du cycle cellulaire de cellules
infectées par GmMVPN. Analyse du contenu en ADN des cellules par la
technique de cytofluorométrie.

1 = Cellules Sf9 non-infectées.

2 = Cellules Sf9 infectées par GmMVPN passage 1. MI = 20.

3 = Cellules Sf9 MM8-SF non-infectées.

4 = Cellules Sf9 MMS8-SF infectées par GmMVPN passage 1. MI = 20.

A,B,C,DetE = Observations apres 16, 24, 48, 72 et 96 heures d’incubation,
respectivement.

Les graphiques représentent le nombre de cellules comptées (count) ayant une intensité de

fluorescence donnée captée par le 3° détecteur de fluorescence (FL3) de I’appareil.

Dans chaque graphique, le premier pic de fluorescence représente le nombre de cellules

en phase Go/G; du cycle cellulaire et le second pic de fluorescence représente le nombre

de cellules en phase G2/M du cycle cellulaire.

Les données sont obtenues a partir du décompte de 10 000 noyaux cellulaires.
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Figure 13: Effet de passages de GmMVPN sur I’infection virale, en terme de vitesse
d’accumulation en phase G»/M du cycle cellulaire de cellules infectées.
Technique de cytofluorométrie. MI = 1.

Observations a 48 heures (1 et 3) et a 96 heures (2 et 4) post-infection.

1 et 2 = Cellules SO
3 et 4 = Cellules S/ MMS8-SF

A, B, C, D et E = Infection par GmMVPN passages 2, 5, 10, 15 et 20, respectivement.
Les graphiques représentent le nombre de cellules comptées (count) ayant une intensité de
fluorescence donnée captée par le 3° détecteur de fluorescence (FL3) de I’appareil.

Dans chaque graphique, le premier pic de fluorescence représente le nombre de cellules
en phase Go/G; du cycle cellulaire et le second pic de fluorescence représente le nombre

de cellules en phase G,/M du cycle cellulaire.

Les données sont obtenues & partir du décompte de 10 000 noyaux cellulaires.
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13, 2A a 2E), la tendance était la méme. En effet, alors qu’encore un peu de cellules
infectées par GmMVPN passage 2 ou passage 5 pendant 96h étaient en phase G¢/G; du
cycle cellulaire, celles infectées par GmMVPN passages 10, 15 ou 20 étaient déja toutes

arrétées en phase Go/M du cycle cellulaire.

Lorsque les cellules Sf9 MMS8-SF ont été infectées a MI de 1, nous avons observé la
meéme tendance (figure 13, 3A a 4D). En effet, alors que les cellules Sf9 MMS§-SF
infectées par GmMVPN passage 2 ou passage 5 ne se sont pas accumulées en phase G,/M
du cycle cellulaire méme aprés 96h d’incubation, celles infectées par GmMVPN passage
10 se sont arrétées en phase G/M aprés 96h d’incubation et celles infectées par
GmMVPN passage 15 ou passage 20 ont commencé a s’accumuler en phase G,/M méme

aprés 48 heures d’incubation.

Donc, la vitesse d’accumulation en phase G,/M du cycle cellulaire de cellules Sf9 et Sf9
MMS-SF infectées par du GmMVPN augmente considérablement en fonction des
passages viraux, ce qui démontre 1’accélération de la vitesse d’infection virale en fonction

des passages de GmMVPN.

3.5. Effet de passages viraux sur I’expression de protéines

3.5.1. Expression de protéines recombinantes

L’activité luciférase totale a eu tendance a étre assez stable en fonction des passages
d’AcLuci, méme si elle oscillait 1égérement (figure 14). En effet, la valeur d’activité
luciférase totale était prés de la valeur de 108 CPM lors de la plupart des 18 passages
d’AcLuci effectués. Cependant, quelques valeurs étaient aberrantes, dont celles obtenues
lors des passages 3 et 4 d’AcLuci, qui étaient significativement plus élevées que la
tendance, et celles obtenues lors des passages 8, 14 et 15 d’AcLuci, qui étaient
significativement plus basses que la tendance, car méme leur écart type respectif se situait
loin de la valeur de 10® CPM. De plus, ’activité luciférase totale obtenue lors des
passages 6 et 18 d’AcLuci était 1égérement plus basse que la tendance. Il est a noter que

toutes ces derniéres valeurs étaient tout de méme de 10° a 10° fois plus élevées que chez



Figure 14 : Effet de passages d’AcLuci sur I’expression de protéines recombinantes, en
terme d’activité luciférase totale et par cellule. MI = 0,1. Observations & 7
jours post-infection.

Chaque valeur correspond a la moyenne de trois mesures d’activité luciférase. L’écart
type entre ces trois répétitions a été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités
horizontales).
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les cellules Sf9 MMS8-SF non-infectées, ce qui est une différence trés significative

(données non montrées).

L’activité luciférase par cellule Sf9 MM8-SF a également été déterminée lors de chaque
passage d’AcLuci (figure 14). La méme tendance a été observée. En effet, la valeur
d’activité luciférase obtenue lors de la plupart des 18 passages viraux était stable a prés de
10%% CPM/cellule. De plus, les valeurs obtenues lors des passages 3 et 4 étaient encore les
plus élevées et celles obtenues lors des passages 8, 14 et 15 étaient les seules inférieures a
10> CPM/cellule. Les valeurs obtenues lors des passages 6 et 18 d’AcLuci étaient

également un peu plus faibles que la tendance de 10>> CPM/cellule.

3.5.2. Expression de protéines de GmMVPN

3.5.2.1. Expression de protéines virales majeures et de nouvelles protéines virales

Une électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide 12% a été effectuée sur les protéines
présentes & I’intérieur de 50 000 cellules Sf9 MM8-SF non-infectées ou infectées par les
GmMVPN passages 2, 7, 12, 16, 17 ou 20 (figure 15). Les nombreuses bandes de
protéines révélées ont été numérotées de 1 a 7 a la droite de la figure et représentent les
protéines majeures présentes dans les cellules infectées, mais non dans les cellules
témoins non-infectées. Ces bandes représentent donc des protéines virales. Comme les
VPN contiennent plusieurs dizaines de protéines virales, il est évident qu’elles ne sont pas

toutes présentes ici. Donc, seulement les protéines virales majeures ont pu étre révélées.

Le poids moléculaire des protéines standards révélées au bleu de Coomassie 0,25% a été
identifié a la gauche de la figure 15. Un graphique semi-logarithmique, représentant la
relation entre le poids moléculaire des protéines standards et leur mobilité relative (Rf)
par rapport & la migration totale du bleu de bromophénol, a été tracé (figure 16). La partie
linéaire de la relation, correspondant a la section entre 21,5 et 45 kDa, a été utilisée pour
évaluer le poids moléculaire des bandes de protéines virales révélées (Shapiro, Vinuela et
Maizel, 1967; Weber et Osborn, 1969). Comme une méme quantité de cellules totales

(vivantes et mortes) a été déposée dans chaque puits, une modification dans 1’intensité ou
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I’épaisseur d’une bande de protéines démontre une modification d’expression de la

protéine en question (figure 15).

Ainsi, I’expression de la protéine majeure des polyédres, soit la polyédrine évaluée a 33,3
kDa (bande 4), a diminué significativement en fonction des passages de GmMVPN
(figure 15). Une autre bande de protéines ayant diminué d’intensité en fonction des
passages viraux est représentée par la bande 7. Le poids moléculaire correspondant a cette
bande n’a pas pu étre évalué avec précision, mais étant donné I’intensité élevée de la
bande, il est fort probable que la protéine p10 soit & I’intérieur, car la p10 est une protéine
hyperexprimée. Donc, si cette bande est la p10, I’expression de cette protéine aurait
également diminué & partir du passage 12 de GmMVPN. Cependant, I’expression de
quelques protéines virales reliées aux virions, soit la p39 évaluée a 40,3 kDa (bande 2) et
les protéines de la bande 5 (p25 de la capside, VI-E25 et FP25K) évaluées a 26 kDa, est

demeurée presque stable en fonction des passages de GmMVPN (figure 15).

De plus, deux protéines virales ont été exprimées seulement a partir du passage 16 de
GmMYVPN (colonne f), pour devenir en concentration trés importante au 20° passage viral
(colonne h). La premiére est une protéine évaluée 4 38,8 kDa (bande 3) et la seconde n’a
pas pu €tre évaluée avec précision, mais elle a tout de méme été estimée a environ 55 & 60

kDa (bande 1). Ces protéines n’ont pas été identifiées.

L’expression de plusieurs protéines de faible poids moléculaire est demeurée plus ou
moins stable en fonction des passages du virus (bandes 6). La protéine VI-E18 pourrait
faire partie de ces bandes, mais aucune autre protéine importante de VPN ne correspond a
ces poids moléculaires. De plus, ces bandes pourraient étre des protéines cellulaires, car
elles semblent présentes en faible concentration dans les cellules non-infectées (figure 15,

colonne b).

Finalement, plusieurs autres protéines sont normalement exprimées par les GmMVPN,
dont les protéines de capside p80, p91 et pp78/83, la glycoprotéine d’enveloppe gp64 du

virus extracellulaire, la p74 et les protéines d’enveloppe VI-E56 et E66 du virus inclus,
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mais elles n’ont pas été exprimées en concentration suffisante pour former une bande de

protéines distincte sur le gel de SDS-polyacrylamide.

3.5.2.2. Expression de polyédrine

Avant d’effectuer les immunobuvardages de type Western, une évaluation de la qualité
des antisérums (ou sérums post-immunisation) produits chez les six cobayes immunisés a

€té effectuée par la technique de double immuno-diffusion.

Pour vérifier s’il y avait présence d’anticorps précipitants dans 1’antisérum des cobayes
immunisés, les sérums pré- et post-immunisation de chaque cobaye ont été testés contre
leurs antigenes respectifs injectés (figure 17, B et D). Seulement les sérums post-
immunisation (ou antisérums) de chaque cobaye ont formé un précipité avec leurs
antigeénes respectifs, et non les sérums pré-immunisation, ce qui signifie que tous les
cobayes ont réagi aux antigénes injectés. Par contre, les antisérums des cobayes #4 et #5
ont formé une bande de précipitation trés faible avec leurs antigeénes, ce qui signifie que
ces cobayes ont moins bien réagi a I'immunisation que les 4 autres cobayes. De plus, il
est & noter qu’aucune réaction positive n’a été décelée lorsque les polyédres non-dissous
ont été utilisés (figure 17, A et C), probablement di au fait que les polyédres non-dissous

étaient trop gros pour diffuser dans 1’agarose.

Par la suite, pour vérifier si les antisérums produits étaient spécifiques aux antigénes de
GmMVPN qui ont été injectés aux cobayes, 1’antisérum de chaque cobaye a été testé
contre différents antigénes, soit des antigénes viraux dissous, des antigénes cellulaires ou
larvaires et des antigénes viraux non-dissous. Selon la figure 18, il est évident que
I’antisérum de tous les cobayes a formé un précipité seulement avec les antigénes de

polyédres dissous, démontrant la spécificité des antisérums produits.

Un immunobuvardage de type Western a ensuite été effectué sur les mémes échantillons
que lors de Iélectrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide de la section 3.5.2.1. Comme
une méme quantité de cellules totales (vivantes et mortes) a été déposée dans chaque puits

(50 000 cellules par puits), une modification dans I’intensité ou I’épaisseur d’une bande
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de protéines révélée démontre une modification d’expression de la protéine en question.
Aucune bande protéique n’a été révélée lorsque les protéines ont été traitées a I’aide d’un
sérum de cobaye pré-immunisation dilué 1/3000 (figure 19A). Par contre, en utilisant un
antisérum dilué¢ 1/3000 du cobaye #2, immunisé contre des polyedres dissous de
GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella, quelques bandes de
protéines ont été révélées dans les échantillons provenant de cellules infectées par les
GmMVPN de différents passages (figure 19B). La seule bande démontrant une forte
intensité était sans aucun doute la bande de la polyédrine. Nous nous attendions a ce que
I"antisérum du cobaye #2 utilisé ici réagisse surtout contre la polyédrine, étant donné que
cette protéine est de loin la protéine la plus abondante dans des polyédres dissous. En
fonction des passages de GmMVPN, Pintensité de la bande de polyédrine a diminué un
peu au 12° passage viral (colonne d) et a beaucoup diminué aux passages 16 a 20 de
GmMVPN (colonnes e a g). Donc, I’expression de la polyédrine a diminué
considérablement en fonction des passages de virus, et ce a partir du passage 12 de

GmMVPN.

3.5.2.3. Expression de protéines virales

Les mémes protéines transférées sur membrane de PVDF ont été révélées par la technique
d’immunobuvardage de type Western en utilisant I’antisérum de cobaye #6 dilué 1/3000,
c’est-a-dire I’antisérum du cobaye ayant le mieux réagi a ’immunisation contre les
protéines de virions et de polyeédres dissous produits in vitro sur les cellules Sf9 MMB8-SF
(figure 19C). Les nombreuses bandes de protéines révélées ont été numérotées de 1 al2
a la droite de la figure et représentent les protéines majeures présentes dans les cellules
infectées, mais non dans les cellules témoins non-infectées. Ces bandes représentent donc
des protéines virales. Comme les VPN contiennent plusieurs dizaines de protéines virales,
il est évident qu’elles ne sont pas toutes présentes ici. Donc, seulement les protéines
virales majeures ont pu étre révélées. Nous nous attendions a ce que I’immunobuvardage
de type Western effectué en utilisant I’antisérum de cobaye #6 (figure 19C) révéle plus de
bandes virales qu’en utilisant 1’antisérum de cobaye #2 (figure 19B), car le cobaye #6 a
été¢ immunisé contre des polyédres dissous et des virions, alors que le cobaye #2 a été

immunisé seulement contre des polyédres dissous.
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Le poids moléculaire des protéines standards révélées au bleu de Coomassie 0,05% a été
identifié 4 la gauche de la figure 19C et a été évalué a I’aide d’un graphique semi-
logarithmique, représentant la relation entre le poids moléculaire des protéines standards
et leur mobilité relative (Rf) par rapport a la migration totale du bleu de bromophénol,
trés semblable a celui de la figure 16. La partie linéaire de la relation, correspondant a la
section entre 21,5 et 45 kDa, a été utilisée pour évaluer le poids moléculaire des bandes
de protéines virales révélées (Shapiro, Vinuela et Maizel, 1967; Weber et Osborn, 1969).
Comme une méme quantité de cellules totales (vivantes et mortes) a été déposée dans
chaque puits (50 000 cellules par puits), une modification dans I’intensité ou I’épaisseur
d’une bande de protéines démontre une modification d’expression de la protéine en

question (figure 19C).

Ainsi, selon la figure 19C, ’expression des protéines structurales des polyédres a diminué
significativement en fonction des passages d¢ GmMVPN. En effet, comme démontré par
les techniques d’électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide (figure 15) et
d’immunobuvardage de type Western en utilisant ’antisérum du cobaye #2 (figure 19B),
I’expression de la polyédrine, évaluée a 33,0 kDa (bande 6 de la figure 19C), a diminué
considérablement a partir du passage 12 de GmMVPN (colonne d). L’épaisseur de la
bande concorde bien avec le fait que la polyédrine est une protéine hyperexprimée.
L’autre bande de protéines ayant diminué d’intensité en fonction des passages viraux est
représentée par la bande 12. Le poids moléculaire correspondant a cette bande n’a pas pu
étre évalué avec précision, mais il est fort probable que cette bande contienne la protéine
pl0 étant donné la forte intensité de révélation. Donc, si cette bande est la plO,
’expression de cette protéine aurait également diminué a partir du passage 12 de
GmMVPN. L’autre protéine reliée aux polyédres, soit la protéine d’enveloppe p32-36
(protéine EP), doit également étre présente dans la bande 6, soit la bande contenant la
polyédrine, car la polyédrine et la protéine EP ont presque le méme poids moléculaire.
Comme la protéine EP est exprimée en assez faible concentration dans les cellules
infectées (Gombart er al., 1989; Gross, Russell et Rohrmann, 1994), elle ne doit pas

influencer I’intensité de la bande de polyédrine.
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Par contre, I’expression de quelques protéines reliées aux virions est demeurée beaucoup
plus stable en fonction des passages d¢ GmMVPN (figure 19C). La premiére protéine est
la p39, qui a été évaluée a 40,4 kDa (bande 5) et qui est la protéine majeure de la capside
des virus extracellulaires (VEC) et des virus inclus (VI). Comme la p39 est la protéine
majeure des nucléocapsides, il est normal que I’intensité de cette bande soit aussi élevée.
Il est intéressant d’observer que la bande contenant la p39 est révélée autant ou méme
plus intensément que la bande de polyédrine en immunobuvardage de type Western, alors
que c’est le contraire aprés coloration au bleu de Coomassie sur gel de SDS-
polyacrylamide, probablement dii aux propriétés antigéniques trés élevées de la p39 par
rapport a la polyédrine (les cobayes immunisés ont mieux réagi contre la p39 que contre
la polyédrine). Il est & noter que la bande 5 pourrait également contenir la protéine de
tégument gp41, mais Pearson ef al. (1988) et Blissard et al. (1989) avaient démontré que
la p39 forme la bande de protéines la plus intensément colorée au bleu de Coomassie
aprés I’électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide effectuée sur les protéines des
virions (excluant les polyédres). Donc, la gp41 doit avoir une faible influence sur
Iintensité de la bande contenant la p39 (bande 5). La seconde protéine a été estimée a
27,4 kDa (bande 7) et est probablement la VI-EC27 ayant un role de cycline, car c’est la
seule protéine virale répertoriée ayant un poids moléculaire de 27 kDa. D’autres protéines
ont ét¢ évaluées 4 25,6 kDa (bande 8) et 4 24,6 kDa (bande 9). Selon leurs poids
moléculaires, chacune de ces 2 bandes pourrait contenir la protéine structurale de capside
p25 et/ou la protéine VI-E25 et/ou la protéine FP25K. Dans ces 2 bandes, la présence de
la protéine VI-E25 est trés probable, étant donné que cette p25 forme un doublet de deux
bandes séparées par 1 kDa en immunobuvardage de type Western (Russell et Rohrmann,
1993). Finalement, une bande trés floue était également présente a environ 19 kDa (bande
11). Cette bande pourrait contenir la protéine d’enveloppe VI-E18 du virus inclus. Il est a
noter que selon le graphique 19C, seulement les GmMVPN du passage 17 ont exprimé

une quantité plus faible de protéines reliées aux virions (bandes 5, 7, 8 et 9).



Figure 15: Effet de passages de GmMVPN sur I’expression de protéines virales majeures
et de nouvelles protéines virales. Technique d’électrophorése sur gel de SDS-
polyacrylamide.

Les protéines ont été séparées sur un gel de SDS-polyacrylamide 12% en conditions
dénaturantes avec 0,1% de SDS pendant 1h30 & 100V et ont été colorées dans 0,25% de
bleu de Coomassie.

a = Standards de poids moléculaires pour SDS-PAGE de BIO-RAD, #161-0314.

b =50 000 cellules Sf9 MM8-SF non-infectées.

c,d, e, f, g et h= 50 000 cellules Sf9 MMS8-SF infectées par GmMVPN passages 2, 7, 12,
16, 17 et 20, respectivement. MI = 0,1. Sept jours post-infection.

Bande Identification
1 protéine non identifiée
2 p39
3 protéine non identifiée
4 polyédrine
5 p25 de capside, VI-E25 et FP25K
6 VI-E18 et/ou protéines cellulaires
7 pl0
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Figure 16: Relation entre le poids moléculaire des protéines standards et leur mobilité
relative par rapport a la migration totale du bleu de bromophénol sur gel de
SDS-polyacrylamide 12%.
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Figure 17: Vérification de la présence d’anticorps précipitants dans I’antisérum des six
cobayes immunisés contre le GmMVPN. Technique de double immuno-
diffusion sur agarose Seakem ME 1%.

Un exemple d’arc de précipitation, composé de complexes anticorps-antigénes précipités
colorés en bleu par une solution de bleu de Coomassie 0,05%, est identifié par une fléche.

Antigénes (Ag) (puits centraux)

A : Polyédres non-dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria
mellonella.

B : Polyedres dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella.

C: Mélange de polyédres non-dissous et de virions d¢ GmMVPN produits in vitro sur
la lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF.

D : Mélange de polyédres dissous et de virions de GmMVPN produits in vitro sur la
lignée cellulaire ST MM8-SF.

Antisérums (AS) de cobaye testés (puits périphériques)

#1AV, #24V et #34V . Sérum  pré-immunisation des cobayes #1, #2 et #3,
respectivement.

#1AP, #24P et #34P : Antisérum produit par les mémes cobayes (#1, #2 et #3,
respectivement), injectés par des polyédres dissous de GmMVPN
produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella.

#4AV, #54V et #64V : Sérum pré-immunisation des cobayes #4, #5 et #6,
respectivement.

#4AP, #5AP et #64AP : Antisérum produit par les mémes cobayes (#4, #5 et #6,
respectivement), injectés par un mélange de polyédres dissous et
de virions de GmMVPN produits in vitro sur la lignée cellulaire
Sf9 MM8-SF.
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Figure 18: Vérification de la spécificité des anticorps précipitants présents dans

’antisérum des six cobayes immunisés contre le GmMVPN. Technique de
double immuno-diffusion sur agarose Seakem ME 1%.

Un exemple d’arc de précipitation, composé de complexes anticorps-antigénes précipités
colorés en bleu par une solution de bleu de Coomassie 0,05%, est identifié par une fléche.

Antigénes (Ag) (puits périphériques)

Agl :

Ag2:
Ag3:

Agd :

Ag5:

Ag6 :

Polyédres dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria
mellonella.

Broyat de larves de Galleria mellonella non-infectées (protéines larvaires).
Polyédres non-dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria
mellonella.

Meélange de polyedres dissous et de virions d¢ GmMVPN produits in vitro sur la
lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF.

Cellules Sf9 MM8-SF non-infectées et détruites aux ultrasons (protéines
cellulaires).

Meélange de polyedres non-dissous et de virions d¢ GmMVPN produits in vitro sur
la lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF.

Antisérums (AS) de cobaye testés (puits centraux)

4, B, et C: Antisérums produits par les cobayes #1, #2 et #3, respectivement, immunisés

contre des polyedres dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de
Galleria mellonella.

D, Eet F: Antisérums produits par les cobayes #4, #5 et #6, respectivement, immunisés

contre un melange de polyédres dissous et de virions d¢ GmMVPN produits
in vitro sur la lignée cellulaire Sf9 MMS8-SF.






Figure 19: Effet de passages de GmMVPN sur I’expression de la polyédrine et de
plusieurs autres protéines virales. Technique d’immunobuvardage de type Western.

Les protéines, séparées par la technique d’électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide
12% en conditions dénaturantes avec 0,1% de SDS pendant 1h30 a 100V et transférées
sur membrane de PVDF pendant une nuit & 35V, ont été traitées avec un anticorps
primaire de cobaye anti-protéines et un deuxiéme anticorps anti-IgG de cobaye couplé a
la peroxydase de raifort. Les protéines ont ensuite été révélées avec le substrat de la
peroxydase 4-chloro-1-naphtol 0,5 mg/mL dans 0,01% de peroxyde d’hydrogéne.

Anticorps primaires anti-protéines utilisés :

A) Sérum de cobaye pré-immunisation, dilué 1 dans 3000 (témoin négatif).

B) Antisérum produit chez le cobaye #2, immunisé contre des polyedres dissous de
GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella, dilué 1 dans 3000.

C) Antisérum produit chez le cobaye #6, immunisé contre un mélange de polyedres
dissous et de virions de GmMVPN produits in vitro sur la lignée cellulaire Sf9 MM8-
SF, dilué 1 dans 3000.

Echantillons :
a =50 000 cellules Sf9 MM8-SF non-infectées.

b,c,d, e, fet g= 50 000 cellules Sf9 MM8-SF infectées par GmMVPN passages 2, 7, 12,
16, 17 et 20, respectivement. MI = 0,1. Sept jours post-infection.

Bande Identification

1 protéine non identifiée
2 p91, p80 et/ou pp78/83

3-4 gp64, p74, VI-E56 et/ou VI-E66
5 p39
6 polyédrine (pol)
7 VI-EC27

8-9 p25 de capside, VI-E25 et FP25K
10 deuxiéme forme de FP25K (23 kDa)
11 VI-E18

12 pl0
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L’expression d’une autre protéine a diminué a partir du passage 12 de GmMVPN et était
méme absente & partir du 16° passage viral. Cette protéine a été évaluée a 23,2 kDa
(bande 10). Etant donné que cette bande a disparu en fonction des passages de
GmMVPN, il est trés probable qu’elle représente la protéine de 23 kDa qui est la

deuxiéme forme de la protéine FP25K.

Finalement, étant donné que la courbe standard (figure 16) n’était pas linéaire pour
I’évaluation du poids moléculaire des protéines de hauts poids moléculaires (figure 19C,
bandes 1 a 4) et que de nombreuses protéines des VPN ont des poids moléculaires élevés,
I’identification des protéines présentes dans les bandes 1 a 4 de la figure 19C était
difficile. En effet, les protéines de capside p80, p91 et pp78/83, la glycoprotéine
d’enveloppe gp64 du virus extracellulaire, la p74 et les protéines d’enveloppe VI-E56 et
E66 du virus inclus pourraient étre présentes dans les bandes 2 4 4 de la figure 19C. C’est

pourquoi ces protéines virales n’ont pas été analysées.

3.5.2.4. Expression de polyédrine non-cristallisée

Pour vérifier si la diminution du nombre de polyédres par cellule infectée en fonction des
passages viraux était due a un probléme de cristallisation de la polyédrine, des cellules
Sf9 MM8-SF non-infectées ou infectées par GmMVPN passages 1, 7, 12 ou 19 ont été
traitées en présence de I’antisérum dilué 1/100 du cobaye #2, immunisé contre les
polyédres dissous produits in vivo chez la larve de Galleria mellonella (figure 20). Cet
antisérum a été utilisé étant donné qu’il a réagi principalement contre la polyédrine en

immunobuvardage de type Western (figure 19B).

Alors qu’aucun dép6t brun foncé n’était présent a I’intérieur des cellules non-infectées
(figure 20E), les cellules contenant beaucoup de polyédres, comme celles infectées par
GmMVPN passage 1 et passage 7, ont été colorées trés fortement en brun foncé,
démontrant que beaucoup de polyédrine non-cristallisée était présente dans ces cellules
infectées (figure 20, A et B). Certaines cellules infectées par GmMVPN passage 12 ou
passage 19 contenaient également des dépdts brun foncé, mais les cellules a I’intérieur

desquelles se trouvaient moins de polyédres n’ont généralement pas été colorées (figure



Figure 20: Effet de passages de GmMVPN sur I’expression de polyédrine non-
cristallisée. Technique d’immunoperoxydase.

Les cellules fixées a la paraformaldéhyde 2% ont été traitées pendant 2 heures a 37°C
avec un anticorps primaire de cobaye dilué 1/100 et ensuite traitées pendant 2 heures 2
37°C avec un anticorps anti-IgG de cobaye conjugué a la peroxydase de raifort dilué
1/100. L’anticorps primaire utilisé a été I’antisérum provenant du cobaye #2, immunisé
contre des polyedres dissous de GmMVPN produits in vivo chez la larve de Galleria
mellonella. Le substrat de la peroxydase, le tétrachlorure de diaminobenzidine 0,05%
dans 0,01% de peroxyde d’hydrogéne, a été utilisé pour révéler la polyédrine non-
cristallisée.

A,B,CetD= Cellules Sf9 MM8-SF infectées par GmMVPN passages 1, 7, 12 et 19,
respectivement. MI = 1. Huit jours post-infection.

E= Cellules Sf9 MMS8-SF non-infectées.

—® = Cellule infectée contenant des dép6ts de couleur brun foncé, démontrant la
présence de polyédrine non-cristallisée a I’intérieur de la cellule.
--» = Cellule infectée (présence de polyédres) ne contenant pas de dépdt brun foncé,

démontrant 1’absence de polyédrine non-cristallisée a I’intérieur de la cellule.
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20, C et D), ce qui signifie qu’il n’y avait pas de polyédrine non-cristallisée dans ces

cellules infectées.

3.6. Effet de passages de GmMVPN sur la virulence des polyédres envers des larves

de Galleria mellonella

Comme le nombre de virions & I’intérieur des polyédres a diminué en fonction des
passages de GmMVPN, il nous a semblé intéressant de vérifier si cette diminution
d’inclusion des virions se répercutait sur la virulence des polyédres envers des larves de

Galleria mellonella de 3° ou 4° stade.

3.6.1. Pourcentage de larves infectées

Lorsque des doses de 2, 20 et 200 x 10* polyédres ont été ingérées par larve, les
pourcentages de larves infectées étaient beaucoup trop faibles pour étre comparés (figure
21). Par contre, les valeurs obtenues lorsque 2x107 polyédres ont été ingérés par larve
étaient assez élevées pour comparer les polyédres des différents passages de GmMVPN.
Ainsi, lorsque 2x10 polyédres de GmMVPN passage 0 ont été ingérés par larve, environ
35% des larves ont été infectées. En utilisant les polyédres de GmMVPN passages 1, 5 et
10, cette valeur a augmenté a environ 60%, démontrant que les polyédres produits en
culture cellulaire de Sf9 MM8-SF dans les premiers passages viraux sont plus virulents
envers la larve que le virus original lui-méme. Par contre, les polyédres du passage 15
¢taient beaucoup moins virulents, car seulement 7% des larves ont été infectées lorsque

2x107 polyédres ont été ingérés par larve.

3.6.2. Evaluation de la DIs,

Pour évaluer la dose de polyédres causant une infection de 50% des larves (DIsp), un

graphique du pourcentage de larves infectées en fonction du nombre de polyedres ingérés
par larve a été tracé (figure 22). La valeur de chaque Dls, correspond & I’endroit sur
chaque droite tracée qui coupe la valeur de 50% d’infection. Ainsi, les DI5y obtenues en
utilisant les polyédres de GmMVPN passages 1, 5 et 10 étaient tres semblables, avec une
valeur entre 1,4 et 1,9x10” polyédres/larve. Celle des polyedres originaux était un peu

plus élevée, avec une valeur de 2,7x107 polyedres/larve et celle des polyédres du 15°
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passage viral était significativement plus élevée, avec une valeur de 1,5x10°
polyedres/larve. Ceci signifie que pour infecter autant de larves, il serait nécessaire
d’utiliser 2 fois plus de polyédres d¢ GmMVPN originaux et 10 fois plus de polyédres de
GmMVPN passage 15 que de polyédres de GmMVPN des passages 1, 5 et 10.

3.6.3. Evaluation de la DL

Pour évaluer la dose de polyédres causant la mort de 50% des larves (DLsg), un graphique
du pourcentage de larves mortes infectées en fonction du nombre de polyedres ingérés par
larve a été tracé (figure 23). L’endroit sur chaque droite tracée qui coupe la valeur de 50%
de mortalité correspond 4 la valeur de chaque DLs. Selon ce graphique, la DLs, obtenue
en utilisant les polyedres de GmMVPN passage 0 était de 2,75x10’ polyédres/larve et
celle obtenue lorsque les polyédres de GmMVPN passages 1, 5 et 10 étaient utilisés était
un peu plus basse, c’est-a-dire d’une valeur de 1,43 a 1,95x10” polyeédres/larve. Les
polyédres de GmMVPN passages 1, 5 et 10 semblent donc environ 2 fois plus efficaces
pour tuer les larves que les polyédres originaux. Par contre, la DLs, obtenue en utilisant
les polyédres du 15° passage viral était de 2,9x10® polyédres/larve, ce qui est
significativement plus élevé. Cela signifie qu’il faudrait utiliser de 10 a 20 fois plus de
polyedres de GmMVPN passage 15 que de polyédres d¢ GmMVPN des autres passages

viraux pour tuer autant de larves.

3.6.4. Analyse du temps létal

Pour analyser le temps létal d’une dose de 2x107 polyédres par larve, ¢’est-a-dire le temps
que cette dose prend pour entrainer la mort des larves de Galleria mellonella, une relation
entre le pourcentage des larves mortes infectées qui sont mortes dans chaque intervalle de
temps d’incubation de I’épreuve biologique et le nombre de passages de GmMVPN a été
tracée (figure 24). A I’aide de cette relation, une répartition de la mortalité en fonction du
temps d’incubation a pu étre déterminée. Par exemple, aprés ingestion de 2x10’ polyedres
de GmMVPN passage 15, environ 25% des larves mortes infectées sont mortes dans
Iintervalle de 11-15 jours d’incubation, environ 25% dans I’intervalle de 16-20 jours
d’incubation et environ 50% aprés plus de 20 jours d’incubation (figure 24). Ainsi, aprés

utilisation d’une dose de polyédres de GmMVPN passages 0, 1 et 5, la plupart des larves
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mortes infectées sont mortes pendant I’intervalle de temps de 11-15 jours. De plus, trés
peu de larves sont mortes durant I’intervalle de temps de plus de 20 jours en utilisant ces
mémes polyeédres. Cependant, la plupart des larves mortes infectées aprés ingestion des
polyédres de GmMVPN passage 10 sont mortes dans I’intervalle de temps de 16-20 jours.
De plus, la plupart des larves mortes infectées aprés ingestion des polyédres de
GmMVPN passage 15 sont mortes dans 1’intervalle de plus de 20 jours d’incubation. Ces
données suggérent qu’a partir du passage 10 d¢ GmMVPN, le temps qu’une dose de
2x107 polyédres prend pour tuer les larves de Galleria mellonella augmente, pour devenir

trés long au 15° passage viral.
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Figure 23 : Effet de passages de GmMVPN sur la virulence des polyedres envers des
larves de Galleria mellonella, en terme de DLsy (dose de polyédres causant
la mort de 50% des larves).

La valeur de la DLsp des polyédres de chaque passage de GmMVPN correspond a
I’endroit sur leur droite respective qui coupe la valeur de 50% de mortalité.

Chaque valeur provient de la moyenne de 3 répétitions, chacune ayant été effectuée sur
24 larves de Galleria mellonella de 3° ou 4° stade. L’écart type entre ces trois répétitions a
été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités horizontales).
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Figure 24 : Effet de passages d¢ GmMVPN sur la virulence des polyédres envers des
larves de Galleria mellonella, en terme de temps létal en utilisant une dose
de 2x107 polyedres par larve.

Chaque valeur correspond au pourcentage des larves mortes infectées qui sont mortes
dans Pintervalle de temps d’incubation en question, aprés ingestion de 2x10’ polyedres de
GmMVPN passage 0 (original), 1, 5, 10 ou 15.

Chaque valeur provient de la moyenne de 3 répétitions, chacune ayant été effectuée sur
24 larves de Galleria mellonella de 3° ou 4° stade. L’écart type entre ces trois répétitions a
été ajouté au graphique (barres verticales avec extrémités horizontales).

Les larves ont été incubées pendant 20 jours, avec vérification de la mortalité a chaque
Jour. Les larves infectées encore vivantes aprés 20 jours d’incubation ont été incluses
dans I’intervalle de temps de plus de 20 jours.



70

B Intervalle de 0-5 jours
B Intervalle de 6-10 jours
60 — Ontervalle de 11-15 jours

O Intervalle de 16-20 jours

50 - B Intervalle de plus de 20 jours

H
o

w
o

N
o

Mortalité des larves virosées (%)

lidl
5 10
Passage de GmMVPN

15




Chapitre 4 : Discussion

Etant donné que le génome des VPN est trés susceptible aux mutations, un des plus
grands problémes lors de la production de VPN en culture cellulaire est son instabilité.
Pourtant, la stabilité virale est importante en vue d’utiliser la culture cellulaire pour la
production de bioinsecticides ou de protéines recombinantes. Dans ce contexte, plusieurs
études ont déja été effectudes sur la stabilité virale en fonction de passages de VPN dans
un systéme cellulaire en présence de sérum de veau feetal (SVF), en utilisant les VPN
d’Autographa californica (Hink et Strauss, 1976), de Trichoplusia ni (MacKinnon et al.,
1974; Faulkner, Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976), de
Galleria mellonella (Fraser et Hink, 1982), de Lymantria dispar (Slavicek et al., 1996) et
de Helicoverpa armigera (Chakraborty et Reid, 1999). Toutes ces études ont démontré
une diminution de la stabilité virale aprés une moyenne de 10 passages viraux, due a la
sélection de mutants FP aux dépens des VPN sauvages MP. Etant donné que le SVF est
un produit trés dispendieux, peut contenir des facteurs cytotoxiques, est susceptible aux
contaminations par les mycoplasmes et nuit & la purification de protéines recombinantes
produites (Agathos, 1991), il semblait intéressant de vérifier si la stabilité virale en
fonction de passages de VPN était aussi élevée dans notre systéme cellulaire sans SVF

que dans un systeme cellulaire contenant du SVF.

Lors de la présente étude, les mémes phénomeénes que ceux observés auparavant dans un
systeme cellulaire contenant du SVF ont été obtenus. En effet, en fonction des passages
de GmMVPN, une baisse de production de polyédres par millilitre de milieu de culture
d’un facteur de 10 a 30 a été observée (figure 4), valeur que Hink et Strauss (1976)
avaient également obtenue. Le calcul des écarts types confirme la méme tendance. Par
contre, cette figure ne peut nous fournir qu’une tendance de la baisse de la production de
polyédres en fonction des passages de GmMVPN, étant donné qu’elle ne tient pas compte
de la qualit¢ de la culture cellulaire et de la quantité de cellules présentes pendant

’infection virale. En effet, les valeurs obtenues lors des passages 3, 4 et 8 d¢ GmMVPN
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¢taient plus basses que la tendance des 9 premiers passages viraux (figure 4), ce qui
coincide avec le fait que c’est seulement lors de ces 3 passages viraux que le pourcentage
de mortalité des cellules pendant 1’infection était supérieur a 30%. De plus, le nombre de
cellules infectées était faible lors de ces 3 passages d¢ GmMVPN. Les conditions
optimales n’étaient donc pas présentes pour permettre une production virale optimale lors

des passages 3, 4 et 8 de GmMVPN.

Pour corriger ce probléme, le nombre de polyédres par cellule infectée a été déterminé a
chaque passage d¢ GmMVPN (figure 5). Dans cette figure, la valeur obtenue a chaque
passage viral suit la tendance. Cette figure est donc plus fiable que la précédente (figure
4). Ainsi, selon la figure 5, le nombre de polyédres par cellule infectée a diminué d’une
valeur de plus de 40 & une valeur de moins de 10, ce qui est en accord avec les autres
études de stabilité de VPN effectuées en fonction de passages viraux dans un systéme
cellulaire contenant du SVF (MacKinnon ef al., 1974; Faulkner, Brown et Potter, 1976;
Hink et Strauss, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976; Fraser et Hink, 1982;
Slavicek et al. 1996; Chakraborty et Reid, 1999). La tendance est semblable méme apreés
le calcul des écarts types (figure 5). Par la microscopie optique (figure 6) et par la
coloration Buffalo Black (figure 7), nous avons observé que la diminution du nombre de
polyedres par cellule infectée en fonction des passages de GmMVPN était méme obtenue
sur des cellules du méme passage cellulaire (Sf9 MMS-SF passage 510). Donc, la
diminution du nombre de polyédres par cellule infectée lors des passages de GmMVPN
n’était pas due 4 une baisse de susceptibilité des cellules a ’infection, mais plutot a une
modification du virus. Ceci concorde avec les résultats obtenus par Lynn (2000), qui
avaient démontré que le fait de maintenir des cellules d’insectes & long terme dans un
milieu de culture sans SVF n’affecte pas la susceptibilité des cellules a I’infection virale.
Donc, comme le nombre de polyédres produits par millilitre de milieu de culture et le
nombre de polyédres par cellule infectée ont diminué en fonction des passages de
GmMVPN, et comme cette diminution de production de polyédres était due a une
modification du virus, il semble bien que nous ayons observé ’apparition et la sélection
de mutants FP de GmMVPN lors des passages viraux dans notre systeme cellulaire sans

SVF, ce qui concorde avec les autres études de stabilité de VPN effectuées en fonction de
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passages viraux dans un systéme cellulaire contenant du SVF (Hink et Strauss, 1976;
MacKinnon et al., 1974; Faulkner, Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et
MacKinnon, 1976; Fraser et Hink, 1982; Slavicek et al., 1996; Chakraborty et Reid,
1999). Cette sélection de mutants FP a d’ailleurs été trés significative, car selon les
résultats obtenus par la coloration Buffalo Black (figure 7), 82% des cellules a I’intérieur
desquelles se trouvaient des polyédres de GmMVPN passages 1 et 7 contenaient plus de
30 polyédres, caractéristique des virus sauvages MP, alors que cette valeur a diminué a
20% au 19° passage viral. Ces valeurs signifient que 18% des cellules & I’intérieur
desquelles se trouvaient des polyédres de GmMVPN passages 1 et 7 contenaient moins de
10 polyedres, caractéristique des mutants FP, alors que cette valeur a augmenté a 80% au

passage 19 de GmMVPN.

Slavicek et al. (1996) avaient observé que lors de la sélection de mutants FP en fonction
de passages de VPN dans un systéme cellulaire contenant du SVF, le pourcentage de
cellules infectées diminuait de plus de 80% a moins de 50%. Lors de passages de
GmMVPN dans notre systeme cellulaire sans SVF, nous avons également observé une
diminution de I’infection virale, mais avec des valeurs plus faibles que celles observées
par Slavicek et al. (1996). En effet, nous avons obtenu une diminution du pourcentage de
cellules infectées de plus de 50% & moins de 20%, valeurs confirmées avec les écarts
types calculés (figure 10). La seule valeur qui ne suivait pas cette tendance était celle
obtenue au passage 4 de GmMVPN, pouvant s’expliquer par les mémes raisons que celles
spécifiées précédemment. Les pourcentages de cellules infectées différents de ceux
obtenus par Slavicek ef al. (1996) sont siirement dus a I’utilisation d’une MI plus faible et

d’un systéme virus/cellules différent.

D’autres modifications concernant I’infection virale ont été observées par la microscopie
électronique. Ces modifications sont semblables & celles déja observées lors de passages
de VPN dans des systemes cellulaires en présence de SVF (figure 11). En effet, en
fonction des passages de GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF, nous avons
obtenu une diminution significative du nombre de virions (VI) a I’intérieur des polyédres,

comme observé auparavant (MacKinnon et al., 1974; Potter, Faulkner et MacKinnon,
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1976; Fraser et Hink, 1982; Slavicek et al., 1996; Chakraborty et Reid, 1999). De plus, la
plupart des polyédres de¢ GmMVPN passage 20 ne contenaient méme plus de virions.
Cette observation démontre un probléme d’inclusion des virions a Dintérieur des

polyédres produits par des GmMVPN de passages élevés.

Fraser et Hink (1982) avaient observé que les noyaux des cellules infectées par des
GmMVPN passés plusieurs fois in vitro contenaient trés peu de membrane synthétisée de
novo. Etant donné que cette membrane est acquise par le virus inclus (VI) et est
nécessaire a I’inclusion de ces virions dans le polyédre (Robertson, Harrap et Longworth,
1974; Knudson et Harrap, 1976), Fraser et Hink (1982) avaient suggéré que cette
diminution de la synthése de membrane de novo était une des causes de la diminution du
nombre de VI & Pintérieur de polyédres de mutants FP. Lors de notre étude, nous avons
¢galement observé une baisse de synthése de membrane de novo et une diminution du
nombre de virions enveloppés dans le noyau des cellules infectées en fonction des
passages de GmMVPN (figure 11). Ces observations sont donc en accord avec la

suggestion formulée par Fraser et Hink (1 982).

Une autre anormalité concernant I’inclusion des virions, observée auparavant en
microscopie électronique, est démontré par la présence de quelques virions courts inclus
dans les polyédres des VPN passés plusieurs fois in vitro (MacKinnon et al., 1974;
Faulkner, Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976). Ce phénomeéne
peut &tre expliqué soit par une compression, une distorsion ou un clivage des
nucléocapsides lors d’une cristallisation plus compacte de la polyédrine autour des
nucléocapsides, ou soit par la présence de virions contenant un génome beaucoup plus
court (MacKinnon et al., 1974; Faulkner, Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et
MacKinnon, 1976). Nous avons également observé I’inclusion de virions courts aprés
plusieurs passages d¢ GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF (figure 11). De
plus, nous avons observé en microscopie électronique que certains polyédres de
GmMVPN de passages élevés étaient de forme trés irréguli¢re, démontrant que la
cristallisation de ces polyédres était affectée (figure 11). Ces observations sont en accord

avec celles effectuées auparavant.
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Aprés plusieurs passages de VPN dans un syst¢me cellulaire contenant du SVF,
MacKinnon et al. (1974) ont également observé en microscopie électronique que des
noyaux de cellules infectées contenaient des nucléocapsides, mais ne contenaient pas ou
trés peu de polyédres. Nous avons également obtenu ce phénomene aprés 17 passages de
GmMYVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF (figure 11). De plus, en électrophorése
sur gel de SDS-polyacrylamide (figure 15) et en immunobuvardage de type Western
(figure 19C), nous avons observé que des protéines reliées aux nucléocapsides, comme la
p39 et la p25, étaient presque autant exprimées dans les cellules aprés 20 passages de
GmMVPN, alors que des protéines reliées aux polyedres, comme la polyédrine et la p10,
étaient beaucoup moins exprimées dans les cellules aprés 20 passages viraux. En fait,
seulement les virus du passage 17 ont exprimé une quantité plus faible de p39 et de p25
(figure 19C), probablement dii au fait que ce passage de GmMVPN était le premier a étre
effectué en F25 au lieu d’en fermenteurs de 100 mL. Cette relation entre I’expression des
protéines p39, p25, pl0 et polyédrine concorde avec les observations effectuées en
microscopie électronique. Donc, aprés plusieurs passages de GmMVPN, le nombre de
nucléocapsides produites dans les cellules change trés peu, mais le nombre de polyédres

par cellule diminue considérablement.

Deux causes peuvent expliquer cette diminution du nombre de polyedres par cellule
infectée en fonction des passages de GmMVPN. Premierement, la polyédrine peut étre
moins exprimée aprés plusieurs passages viraux en culture cellulaire. Deuxiémement,
cette protéine peut étre bien exprimée, mais sa cristallisation pour former des polyedres
peut étre compromise. Par la technique d’immunoperoxydase, nous avons observé que la
polyédrine était abondante dans les cellules infectées par les GmMVPN passage 1 et
passage 7, démontré par la présence de nombreux polyédres et de polyédrine non-
cristallisée (figure 20, A et B). Donc, I’expression de la polyédrine était trés élevée lors
des 7 premiers passages viraux. Cependant, les cellules infectées par GmMVPN passage
12 et passage 19 ne contenant pas beaucoup de polyédres n’ont pas été colorées par la
technique d’immunoperoxydase (figure 20, C et D), ce qui signifie que toute la
polyédrine présente dans ces cellules était cristallisée et donc que peu de polyédrine était

présente dans ces cellules. Le probléme de la faible production de polyédres par les
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mutants FP n’était donc pas dii a ’absence de cristallisation de cette protéine, mais bien a
son expression plus faible (figure 20). Par contre, méme s’il y a cristallisation de la

polyédrine, elle peut étre modifiée et plus compacte, comme expliqué plus haut.

Etant donné que les polyédres produits par les VPN passés plusieurs fois in vitro ne
contiennent pas beaucoup de virions, toutes les études de stabilité virale effectuées dans
un systéme cellulaire en présence de SVF ont démontré que les polyédres de ces VPN
étaient moins virulents in vivo que les polyédres originaux, déterminé par la DLso
(Chakraborty et Reid, 1999; Hink et Strauss, 1976; Fraser et Hink, 1982; MacKinnon et
al., 1974; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976). Lors de notre étude de stabilité de
GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF, nous avons observé une augmentation
de la DLs, de 10 fois a partir du passage 15 de GmMVPN (figure 23). Ceci signifie que
les polyedres du passage 15 étaient 10 fois moins efficaces a tuer les larves de Galleria
mellonella de 3° ou 4° stade que les polyédres des 10 premiers passages viraux. Cette

augmentation de la DLsq correspond a celle obtenue par Chakraborty et Reid (1999).

Un autre phénoméne observé lors de la sélection de mutants FP est I’augmentation de la
production de virus extracellulaires (VEC) de 5 a 100 fois (Fraser et Hink, 1982;
Faulkner, Brown et Potter, 1976; Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976; Slavicek et al.,
1996). Lors de notre étude, nous avons effectivement observé une augmentation du titre
viral de 10 fois en fonction des passages de GmMVPN, et ce, méme en tenant compte des
écarts types (figure 3). Les deux seules exceptions a cette tendance provenaient des titres
viraux faibles obtenus lors des passages 4 et 8 d¢ GmMVPN, probablement di & un
probléme ponctuel de croissance de la lignée cellulaire utilisée lors de ce passage viral.
En effet, c’est lors de ces deux passages viraux que nous avons obtenu le plus grand
pourcentage de cellules mortes dans les fermenteurs de cellules témoins et dans les
fermenteurs de cellules infectées (donnée non montrée). Par contre, aprés 13 passages
viraux, le titre viral a retombé & un niveau plus faible, et ce, méme en tenant compte des
écarts types, comme Chakraborty et Reid (1999) avaient observe dans leur systeme
cellulaire en présence de SVF. Notre étude et celle de Chakraborty et Reid (1999) sont les

seules & avoir observé cette diminution du titre viral aprés plusieurs passages viraux. Il est
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possible que lors de la sélection de mutants FP, ces mutants aient été produits en plus
grande quantité pour prendre I’avantage sur la production de virus sauvages MP,
augmentant ainsi le titre viral. Par contre, lorsque les mutants FP ont été sélectionnés, il
n’a plus été nécessaire de produire beaucoup de virus extracellulaires, étant donné qu’il
n’y avait plus de compétition avec les virus sauvages MP. Ceci expliquerait la diminution
du titre viral observée aprés la sélection des mutants FP lors des passages viraux. Il est
cependant important de noter que selon nos résultats obtenus en immunobuvardage de
type Western (figure 19C) et en électrophorese sur gel de SDS-polyacrylamide (figure
15), ’expression de protéines de nucléocapsides comme la p39 et la p25 n’a pas diminué
a ’intérieur des cellules infectées en fonction des passages d¢ GmMVPN, démontrant que
la production de nucléocapsides a I’intérieur des cellules infectées était encore trés élevée
méme aprés plusieurs passages viraux, méme si la quantité de virus extracellulaires

relachés n’était pas aussi élevée.

Etant donné que des mutants FP sont apparus lors des passages de GmMVPN dans notre
systeme cellulaire sans SVF, nous nous attendions a retrouver par la technique de plages
une majorité de plages du type FP en utilisant du GmMVPN passage 19 et une majorité
de plages du type MP en utilisant du GmMVPN passage 2. Normalement, les mutants FP
forment des plages 4 I’intérieur desquelles se trouvent un mélange de cellules contenant
moins de 10 polyedres et de cellules ne contenant pas de polyédres, alors que les virus
MP forment des plages a D’intérieur desquelles se trouvent seulement des cellules
présentant plus de 30 polyédres (Hink et Vail, 1973). Or, nous n’avons pas obtenu une
différence de morphologie de plages aussi évidente entre les plages formées par les
passages 2 et 19 de GmMVPN (figure 9). En effet, méme si les plages provenant de
GmMYVPN passage 19 contenaient en moyenne moins de polyédres que celles formées
par GmMVPN passage 2, chaque cellule présente dans les plages formées par GmMVPN
passage 2 ne contenait pas plus de polyedres que chaque cellule présente dans les plages
formées par GmMVPN passage 19. Ceci peut étre di & I'utilisation de 1’agarose pour
recouvrir les cellules Sf9. En effet, Hink et Vail (1973) ont également observé un
probléme dans le développement des plages lorsque 1’agarose était utilisée pour recouvrir

les cellules. IIs ont résolu ce probléme en remplacant ’agarose par de la méthyl cellulose.
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C’est probablement ce qui devra étre utilisé dans notre cas pour améliorer la technique de
plage en vue de bien différencier les mutants FP des virus MP. Il n’en demeure pas moins
que les GmMVPN de passage 19 ont produit en moyenne moins de polyedres que les
GmMVPN de passage 2 lors de la technique de plages, démontrant qu’il y a eu sélection
de populations virales produisant moins de polyédres lors de passages de GmMVPN dans

notre systeme cellulaire sans SVF.

Par la technique d’électrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide, Fraser et Hink (1982)
ont observé qu’aprés plusieurs passages de GmMVPN, les virus exprimaient des
protéines de 91,5 kDa et de 33 kDa qui n’étaient pas présentes au début des passages
viraux. Par cette technique, nous avons ¢galement obtenu deux bandes de protéines
supplémentaires aprés plusieurs passages de GmMVPN, mais ces protéines n’avaient pas
les mémes poids moléculaires que celles obtenues par Fraser et Hink (1982) (figure 15).
En effet, elles ont été évaluées a 38,8 kDa et a environ 55-60 kDa. 1] est évident que ces
protéines sont d’origine virale, et non d’origine cellulaire, car nous avons démontré
précédemment que la baisse de stabilité virale lors des passages de GmMVPN dans notre
systéme cellulaire sans SVF n’était pas due a une baisse de susceptibilité des cellules &
Iinfection, mais plutét 4 une modification du virus, Cette observation démontre que des
mutations sont apparues lors des passages viraux et ont permis I’expression de nouvelles
protéines virales. Ces protéines sont différentes de celles obtenues par Fraser et Hink
(1982), démontrant que certaines mutations obtenues lors des passages de GmMVPN
dans notre systéme cellulaire sans SVF ctaient différentes de celles obtenues dans un
systéme cellulaire en présence de SVF. Aucune tentative n’a €té effectuée pour vérifier si
ces nouvelles protéines exprimées étaient fonctionnelles et avaient des fonctions

particuliéres.

Etant donné que nous avons constaté par coloration Giemsa la sélection de polyédres de
forme cubique par rapport aux polyédres de forme polyédrique (figure 8), nous pouvions
penser que les mutants obtenus lors de passages de GmMVPN dans notre systéme
cellulaire sans SVF étaient des mutants MS5. Par contre, les mutants M5 forment

habituellement seulement un gros polyedre par cellule infectée (Brown et al., 1980), alors
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que nous avons souvent observé de notre coté la présence de plusieurs polyedres cubiques
et la présence de petits polyédres cubiques par cellule infectée. De plus, trop de
caractéristiques observées suggérent que les mutants FP obtenus dans notre systéme
cellulaire sans SVF sont des mutants modifiés dans le geéne FP25K (voir ci-dessous).
Finalement, aucune étude précédente n’a analysé la forme des polyédres de différents
passages de VPN par coloration au Giemsa des cellules infectées. La forme cubique des
polyédres non-colorés aprés coloration au Giemsa est donc peut-€tre une caractéristique

des mutants FP mutés dans le géne FP25K.

Les observations suivantes suggérent que les mutants FP obtenus lors de notre étude sont
des mutants modifiés dans le géne FP25K. Premiérement, les mutants modifiés dans le
géne FP25K expriment moins de polyédrine que les virus sauvages MP (Jarvis,
Bohlmeyer et Garcia Jr., 1992; Harrison, Jarvis et Summers, 1996). Or, par les techniques
d’électrophorese sur gel de SDS-polyacrylamide (figure 15), d’immunobuvardage de type
Western (figures 19B et 19C) et d’immunoperoxydase (figure 20), nous avons démontré
la baisse d’expression de polyédrine en fonction des passages de GmMVPN dans notre
systéme cellulaire sans SVF. De plus, les virus FP mutés dans le géne FP25K expriment
plus les protéines de nucléocapsides comme la p39 (Braunagel et al., 1999). Or, en
immunobuvardage de type Western (figure 19C) et en électrophorése sur gel de SDS-
polyacrylamide (figure 15), nous avons observé que I’expression de la protéine p39
n’avait pas diminué en fonction des passages de GmMVPN, alors que I’expression de
d’autres protéines comme la polyédrine avait diminué beaucoup. Finalement, les virus
sauvages MP expriment la protéine FP25K de 25 kDa et une protéine de 23 kDa a partir
du geéne FP25K (Braunagel et al., 1999). Les virus FP mutés dans le géne FP25K
n’expriment donc pas ces deux protéines. En immunobuvardage de type Western (figure
19C), nous n’avons pas pu observer une diminution de I’expression de la protéine FP25K,
¢tant donné que deux autres protéines virales de 25 kDa sont exprimées par les VPN, soit
la p25 de capside et la VI-E25. Par contre, cet immunobuvardage de type Western nous a
démontré que I’expression d’une protéine de 23 kDa était absente apres plusieurs
passages de GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF. Ceci suggere que chez les

mutants FP obtenus lors de notre étude, le géne FP25K a été muts, empéchant ainsi la
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transcription de ce géne. Donc, il semble bien que les mutants FP obtenus lors de notre
étude de stabilité virale proviennent entre autres de mutations dans le géne FP25K.
Cependant, pour confirmer ceci, il serait intéressant de séquencer le géne FP25K. De
plus, il n’est pas connu pour I’instant quel type de mutations dans le géne FP25K a généré
I’apparition des mutants FP dans notre étude. I est cependant fort probable que la
mutation provienne de I’insertion d’ADN des cellules Sf9 MMS8-SF, étant donné que la
plupart des mutations apparaissant dans le gene FP25K de GmMVPN sont de ce type
(Fraser, Smith et Summers, 1983; Fraser ef al., 1985; Beames et Summers, 1988, 1989;
Bischoff et Slavicek, 1997). Le séquengage de I’ADN du géne FP25K des virus sauvages
MP et des mutants FP et la comparaison de leur profil ’ADN pourront confirmer cette

hypothése.

Des mutations dans le géne FP25K peuvent expliquer la diminution du nombre de
polyedres formés par cellule, la diminution du nombre de virions a I’intérieur des
polyedres et la diminution d’expression de la polyédrine en fonction des passages de
GmMVPN (Braunagel et al., 1999). Par contre, elles ne peuvent expliquer la diminution
d’expression de la protéine p10 en fonction des passages de GmMVPN que nous avons
observée par les techniques d’€lectrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide (figure 15)
et d’immunobuvardage de type Western (figure 19C). En effet, Harrison, Jarvis et
Summers (1996) avaient observé que la transcription de la p10 n’était pas affectée chez
les virus FP mutés dans le géne FP25K. D’autres investigations devront donc &tre
effectuées pour expliquer cette diminution d’expression de la p10 lors de ce projet. Il
faudra vérifier si la protéine FP25K régule la transcription de la p10 dans notre systéme
cellulaire sans SVF ou si une mutation supplémentaire dans un géne autre que FP25K est
en cause. Cette nouvelle mutation pourrait &tre apparue dans un géne codant pour une
protéine essentielle a ’expression de la p10. Méme si nous n’avons pas encore vérifié les
causes de la diminution d’expression de la p10 lors de ce projet, cette diminution
d’expression de la p10 pourrait expliquer certains phénoménes observés lors des passages
de GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF. En effet, comme la pl0 est
essentielle & un assemblage normal des polyedres (Williams er al, 1989; Russell, Pearson

et Rohrmann, 1991; Gross, Russel] et Rohrmann, 1994) et semble aussi aider I’enveloppe
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du polyédre (EP) a s’attacher autour du polyédre (Williams et al, 1989; Russell, Pearson
et Rohrmann, 1991; Gross, Russell et Rohrmann, 1994), une diminution d’expression de
la p10 pourrait expliquer en partie les modifications de forme des polyédres observées par

la microscopie électronique (figure 11, 2) et par la coloration au Giemsa (figure 8).

Toutes les observations discutées plus haut étaient des caractéristiques déja connues sur
les mutants FP sélectionnés lors de passages viraux en culture cellulaire. Les mutants FP
obtenus lors de passages dc GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF présentent
donc des caractéristiques trés semblables a celles observées chez les mutants FP obtenus
dans un systéme cellulaire contenant du SVF. Par contre, lors de notre étude, nous avons

observé des caractéristiques jamais analysées auparavant.

Premiérement, la présente étude est la premiére a avoir démontré une augmentation de la
vitesse d’accumulation en phase G2/M du cycle cellulaire de cellules infectées en fonction
de passages de VPN (figure 13). Si nous prenons en considération qu’il y a eu sélection
de mutants FP lors des passages de GmMVPN, I’accélération de la vitesse
d’accumulation en phase G2/M du cycle cellulaire des cellules infectées en fonction des
passages viraux est tout a fait normale. En effet, Fraser et Hink (1982) ont observé qu’en
plus de reldcher plus de virus extracellulaires (VEC), les mutants FP relachent ces virus
plus rapidement que les virus MP. Ceci permet, entre autres, la sélection des mutants FP
par rapport aux virus sauvages MP en fonction des passages viraux. Donc, pour que les
VEC soient relidchés plus rapidement, il faut également que les cellules infectées
s’accumulent en phase Go/M plus rapidement pour permettre une réplication virale plus
rapide. La cytofluorométrie nous a donc permis d’observer une augmentation de la vitesse
d’infection virale en fonction des passages de GmMVPN. Etant donné que ce phénomeéne
a été observé autant sur les cellules Sf9 que sur les cellules Sf9 MMS-SF, nos
observations sont sfires et reproductibles. Selon Belyavskyi, Braunagel et Summers
(1998), cette accumulation de cellules en phase G/M du cycle cellulaire est en grande
partie due a la présence de la protéine virale VI-EC27, une protéine de 27 kDa empéchant
le cycle cellulaire de passer de la métaphase & I’anaphase et de terminer ainsi la phase de

mitose (ou phase Gy/M) du cycle cellulaire. Deux raisons peuvent donc expliquer
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I’accélération de ’accumulation en phase Go/M du cycle cellulaire des cellules infectées
en fonction des passages d¢ GmMVPN. La premiére est que la protéine VI-EC27 est
exprimée en plus grande quantité chez les mutants FP que chez les virus sauvages MP. La
seconde est que la protéine VI-EC27 s’associe plus rapidement avec ses protéines kinases
et peut donc exercer ses fonctions plus précocement. Selon nos résultats obtenus en
immunobuvardage de type Western, 1’expression de cette protéine de 27 kDa n’a pas
vari€ en fonction des passages d¢ GmMVPN (figure 19C, bande 7). Par conséquent, la
premiére raison doit étre rejetée. La protéine VI-EC27 exprimée par les mutants FP agit
donc probablement plus vite que celle exprimée par les virus MP, permettant ainsi
d’engendrer plus rapidement une réplication d’ADN viral et une transcription des génes
viraux élevées au détriment de la réplication d’ADN cellulaire et de la transcription des
genes cellulaires, mais les causes moléculaires ou biochimiques reliées a cette

augmentation de la vitesse d’infection virale par les mutants FP ne sont pas connues.

Deuxiémement, toutes les études précédentes effectuées dans un systeme cellulaire en
présence de SVF ont évalué la virulence in vivo des polyédres produits en fonction des
passages de VPN en déterminant seulement la DLso. Lors de notre étude, nous voulions
analyser plus en détails la virulence in vivo des polyedres en fonction des passages de
GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF. Ainsi, lors des épreuves biologiques,
le pourcentage de larves infectées, la Dlsg et le temps 1étal ont été déterminés. Toutes ces
analyses ont démontré le méme phénomeéne, ¢’est-a-dire que la virulence des polyédres
envers des larves de Galleria mellonella de 3° ou 4° stade a diminué en fonction des
passages de GmMVPN. En effet, lorsqu’une méme quantité de 2x10’ polyédres était
utilisée, le pourcentage de larves infectées était significativement plus bas en utilisant des
polyedres de GmMVPN passage 15 que des polyédres de GmMVPN passage 0, 1, 5 ou
10, confirmé par le calcul des écarts types (figure 21). De plus, la dose de polyédres
causant une infection de 50% des larves (Dls) était significativement plus élevée lorsque
des polyedres de 15° passage viral étaient utilisés au lieu de polyédres de GmMVPN
passage 0, 1, 5 ou 10 (figure 22). Ceci signifie qu’il fallait considérablement plus de
polyédres de GmMVPN passage 15 pour infecter le méme nombre de larves. F inalement,

a partir du 10° passage viral, le temps 1étal, ¢’est-a-dire le temps qu’une dose de 2x10’
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polyédres prend pour entrainer la mort des larves de Galleria mellonella, a commencé a
augmenter, pour devenir significativement plus long lorsque des polyédres de GmMVPN
passage 15 étaient utilisés (figure 24). Donc, les polyedres de GmMVPN de passages
supérieurs 4 10 ne pourraient pas étre utilisés comme bioinsecticides. De plus, I’analyse
du temps létal démontre que les polyédres de GmMVPN passage 10 sont vraiment les
derniers polyédres produits lors de passages viraux qui pourraient étre utilisés comme

bioinsecticides.

Ce qui est intéressant & observer, c’est que malgré le taux élevé de mutations observé
chez les VPN en culture cellulaire (Burand et Summers, 1982; Kumar et Miller, 1987;
Lee et Krell, 1992), et particuliérement dans le gene FP25K (Fraser, Smith et Summers,
1983; Fraser ef al., 1985; Beames et Summers, 1988, 1989; Harrison et Summers, 1995a,
1995b; Bischoff et Slavicek, 1997), toutes les caractéristiques mentionnées ci-dessus
reliées a I’apparition de mutants FP sont seulement apparues entre les passages 10 et 12
de GmMVPN dans notre systéme cellulaire sans SVF. En effet, le nombre de polyédres
produits par millilitre de milieu de culture et le nombre de polyedres par cellule infectée
ont diminué 4 partir du passage 10 de GmMVPN, la proportion de polyédres cubiques a
augmenté considérablement & partir du 12° passage viral, le pourcentage de cellules
infectées a commencé & diminuer a partir du passage 12 de GmMVPN et I’accélération de
I’accumulation en phase G/M du cycle cellulaire des cellules infectées a commencé a
étre evidente a partir du 10° passage viral. De plus, les modifications de I’infection virale
ont ét¢ observées par la microscopie électronique a partir du passage 12 de GmMVPN,
’expression de la polyédrine, de la pl0 et de la protéine de 23 kDa a diminué
considérablement & partir du 12° passage viral, et finalement, 2 nouvelles protéines ont été
exprimées & partir du passage 16 de GmMVPN. Par contre, ’analyse du titre viral
démontre que les mutants FP ont commencé 3 apparaitre a partir des passages 7 a 8 de
GmMVPN, car le titre viral a commencé 3 étre plus élevé a partir de ces passages viraux.
Les épreuves biologiques ont cependant confirmé que les polyédres produits lors des 10
premiers passages de GmMVPN étaient virulents in vivo et pourraient donc étre utilisés

comme bioinsecticides, méme si des mutants FP étaient présents lors du 10° passage viral.
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Cette stabilité virale de 10 passages viraux est trés semblable a celle obtenue lors des
€tudes de stabilité¢ de VPN dans des systémes cellulaires en présence de SVF. Elle est
méme supérieure A celle obtenue en utilisant le méme virus, soit GmMVPN, dans un
systeme cellulaire en présence de SVF. En effet, dans ce dernier systeme cellulaire, Fraser
et Hink (1982) avaient obtenu une majorité de mutants FP apres seulement 5 passages
viraux. Selon Chakraborty et Reid (1999), une stabilité virale sur au moins 8 a 10
passages viraux est souhaitable pour que la production a grande échelle de bioinsecticides
en bioréacteurs industriels soit possible. Cette affirmation signifie que notre systéme
cellulaire ne contenant pas de SVF pourrait étre applicable & la production massive de
bioinsecticides. Donc, comme le SVF est un produit trés dispendieux, peut contenir des
facteurs cytotoxiques et est susceptible aux contaminations par les mycoplasmes, notre
systtme cellulaire trés simple sans SVF offre maintenant la possibilité de produire
massivement des insecticides biologiques de maniére trés rentable et trés simple a I’aide

des VPN.

Nous avons aussi tenté de rétablir une production normale de polyédres chez la
population virale d¢ GmMVPN passage 20 en injectant ces virus extracellulaires dans des
larves de Galleria mellonella. Nous espérions ainsi rétablir les mutants FP présents dans
la population d¢ GmMVPN passage 20 en une majorité de virus sauvages MP. Lorsque
les virus extracellulaires (VEC), obtenus 2 partir de I’hémolymphe des larves en phase
virémique, ont été passés une fois 3 MI de 0,1 sur les cellules Sf9 MMS-SF dans des
flacons de 25 cmz, comme décrit 4 la section 2.1.2 du chapitre « Matériel et méthodes »,
nous avons d’abord observé que la production de polyédres par millilitre de milieu de
culture, la production de polyédres par cellule infectée, la production de VEC et le
pourcentage de cellules infectées avaient été rétablis partiellement. En effet, ces valeurs
étaient trés comparables a celles obtenues lors des passages 11 4 14 de GmMVPN. Etant
donné qu’une population homogéne de mutants FP produit seulement des mutants FP
lorsqu’injectée chez des larves (Potter, Faulkner et MacKinnon, 1976; Fraser et Hink,
1982), la population de GmMVPN passage 20 devait étre encore constituée d’un mélange
de mutants FP et de virus sauvages MP. Une certaine proportion de virus MP aurait donc

¢té¢ amplifiée par un passage in vivo par injection. Par contre, en microscopie
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¢lectronique, la majorité des cellules Sf9 MM8-SF infectées par GmMVPN passage 20
amplifié¢ une fois sur larves ne contenait pas de virions enveloppés, pas de membrane
synthétisée de novo, trés peu ou pas de polyédres, mais beaucoup de nucléocapsides
simples (figure 11). De plus, lorsque les cellules contenaient des polyédres, aucun virion
ou trés peu de virions courts étaient présents dans ces polyédres. Ces observations
démontrent que méme si les virus MP ont été amplifiés par un passage in vivo, la majorité
des virus présents dans la population d¢ GmMVPN passage 20 amplifié une fois sur
larves était tout de méme des mutants FP. Donc, un passage in vivo de GmMVPN passage
20 a permis d’amplifier les virus MP et FP, mais n’a pas permis de rétablir une majorité
de virus sauvages MP. Il est possible que le fait d’injecter plusieurs fois en série les virus
extracellulaires de GmMVPN passage 20 dans des larves de Galleria mellonella puisse
amplifier encore plus les virus sauvages MP. Cette hypothése sera vérifiée
prochainement. Finalement, I’observation en microscopie électronique que plusieurs
cellules de larves de Galleria mellonella infectées par GmMVPN passage 20 contenaient
plusieurs polyédres présentant chacun plusieurs virions pourrait porter 4 confusion (figure
11). Cependant, lorsque des virus extracellulaires de mutants FP sont injectés a des larves,
le nombre de polyédres par cellule infectée varie selon le type de tissu infecté (Ramoska
et Hink, 1974; Braunagel et al, 1999). Donc, les cellules d’insectes observées en
microscopie électronique provenaient peut-étre de tissus infectés plus susceptibles a

développer plusieurs polyédres par cellule.

Pour ce qui est de I’expression de protéines recombinantes, nous avons premiérement
observé que I’activité luciférase totale et par cellule suivaient une tendance assez stable
en fonction des passages d’AcLuci dans notre systéme cellulaire sans SVF (figure 14).
Par contre, dans les deux cas, des valeurs aberrantes ont été observées aux passages 3, 4,
6, 8, 14, 15 et 18 d’AcLuci, confirmé par des écarts types & ’extérieur de la tendance de
10° CPM et de 10*° CPM/cellule, démontrant qu’une variation d’activité luciférase totale
est étroitement reliée 4 une variation d’activité luciférase par cellule. Par contre, la figure
14 ne tient pas compte de la viabilité des cellules et du degré d’avancement de I’infection.
En effet, lors des passages 6, 8, 14, 15 et 18 d’AcLuci, le pourcentage de mortalité au 7°

jour post-infection était plus élevé que lors des autres passages viraux. Ce haut taux de
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mortalité peut provenir soit de mauvaises conditions de culture, ou soit d’une infection
virale plus avancée, c’est-a-dire ou toutes les cellules sont mortes dii a I’infection et ont
donc relaché la majorité du virus AcLuci a I’extérieur. Dans les 2 cas, il en résulte une
activité luciférase plus faible, car D’activité luciférase a été mesurée & I’intérieur des
cellules et non dans le surnageant. D’un autre coté, lors des passages 3 et 4 d’AcLuci, le
pourcentage de mortalité au 7° jour post-infection était plus faible et le nombre de cellules
vivantes était plus élevé que lors des autres passages viraux. Comme nous avons mesure
I’activité luciférase a I’intérieur des cellules et non dans le surnageant et comme les
cellules vivantes contiennent encore beaucoup de virus AcLuci par rapport aux cellules
mortes, il est normal que nous ayons obtenu une plus grande activité luciférase lors des
passages 3 et 4 d’AcLuci. Donc, I’expression de la luciférase, et par conséquent
I’expression de protéines recombinantes, a été beaucoup plus stable en fonction des
passages d’AcLuci dans notre systéme cellulaire sans SVF que ne le laisse paraitre la

figure 14.

Etant donné qu’une partie du géne de la polyédrine a été remplacée par le cadre de lecture
ouvert de la luciférase de luciole lors de la construction du virus recombinant AcLuci,
I’expression de cette luciférase est sous le contrdle du promoteur fort de la polyédrine
(Mori et al., 1992). 11 est donc surprenant d’observer que 1’expression de la polyédrine ait
diminué aprés 12 passages de GmMVPN, alors que I’expression de la luciférase soit
demeurée stable pendant plus de 18 passages d’AcLuci. Deux hypothéses pourraient
expliquer cette stabilité d’expression de luciférase. La premiére est que le génome
d’AcLuci n’ait subi aucune mutation lors des 18 passages viraux. Par contre, il est
pratiquement impossible qu’aucune mutation ne soit apparue, étant donné que le génome
des VPN subit trés fréquemment des mutations en culture cellulaire (Burand et Summers,
1982; Kumar et Miller, 1987; Lee et Krell, 1992). La seconde est que le génome
d’AcLuci ait été muté, mais dans une région du génome qui n'affecte pas I’expression de
la luciférase, et par conséquent qui n’affecterait pas I’expression de la polyédrine chez un
virus sauvage. Il serait donc vraiment surprenant que des mutations soient apparues dans
le géne FP25K lors des passages d’AcLuci, car la protéine FP25K joue un rdle important

dans I’expression de la polyédrine chez des virus sauvages (Jarvis, Bohlmeyer et Garcia
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Jr., 1992; Harrison, Jarvis et Summers, 1996). Par conséquent, si des mutations étaient
apparues dans le géne FP25K d’AcLuci, I’activité luciférase aurait diminué en fonction
des passages viraux, ce qui n’est pas le cas. Il est donc fort probable que des mutations
soient apparues dans le génome d’AcLuci lors des passages viraux, mais pas dans le géne
FP25K. Cette explication est la plus plausible, étant donné que plusieurs régions du
génome de VPN autres que le géne FP25K sont susceptibles aux mutations (Burand et
Summers, 1982; Miller et Miller, 1982; Kumar et Miller, 1987). Donc, la baisse
d’expression de polyédrine aprés 12 passages de GmMVPN serait entre autres due & des
mutations dans le géne FP25K, alors que la stabilité d’expression de luciférase pendant
plus de 18 passages d’AcLuci serait expliquée par des mutations dans des régions du

génome autres que le géne FP25K.

Ce qui est important pour nous, c’est que l’expression de la luciférase, et donc
I’expression de protéines recombinantes, ait été stable pendant plus de 18 passages de
virus recombinant AcLuci. Cette stabilité ne peut pas étre comparée a d’autres études, car
a notre connaissance, aucune publication n’a été effectuée auparavant sur la stabilité de
production de protéines recombinantes en fonction de passages de VPN recombinants en
culture cellulaire. Cependant, en prenant en considération qu’une stabilité virale d’au
moins 8 4 10 passages viraux est souhaitable pour que la production massive de protéines
recombinantes en bioréacteurs industriels soit possible (Chakraborty et Reid, 1999), nous
pouvons affirmer que la production & grande échelle de luciférase est réalisable. Comme
I’expression de cette luciférase permet de quantifier celle de protéines recombinantes,
notre systéme cellulaire ne contenant pas de SVF offre donc une possibilité de production

massive de protéines recombinantes.

Notre systeme cellulaire sans SVF offre donc un trés grand potentiel en vue de produire
massivement des bioinsecticides et des protéines d’intéréts médical, biologique et
pharmaceutique. Il offre méme une stabilité virale aussi élevée que dans un systéme
cellulaire en présence de SVF. Etant donné que le systéme cellulaire utilisé lors de cette
¢tude ne contenait pas de SVF et était probablement le plus simple et le moins

dispendieux & produire parmi tous ceux disponibles, cette étude constitue un avancement
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majeur vers la rentabilisation et la facilité de production massive de bioinsecticides et de
protéines recombinantes a I’aide de VPN. Etant donné que cette étude a démontré une
stabilit¢ de production de protéines recombinantes et de bioinsecticides aussi élevée dans
notre systéme cellulaire sans SVF que dans d’autres contenant du SVF, notre laboratoire
pourra maintenant tester ce systéme cellulaire en absence de SVF dans des fermenteurs

industriels de grands volumes.



Conclusion

Notre systéme cellulaire trés simple ne contenant pas de sérum de veau feetal (SVF) offre
une stabilité de production de GmMVPN sur 10 & 12 passages viraux, ce qui concorde
avec les études effectuées précédemment par d’autres équipes de recherche dans
différents systémes cellulaires contenant du SVF. Comme il a été observé auparavant
dans ces systémes cellulaires contenant du SVF, la diminution de stabilité virale aprés 10
passages viraux dans notre systéme cellulaire sans SVF ¢tait due a 1'apparition de mutants
FP, déterminé principalement par la production de polyédres, de virus extracellulaires, de
virions & I’intérieur des polyédres et par I’expression de protéines. De plus, I’observation
d’une diminution de ’expression de la polyédrine et d’une protéine de 23 kDa suggére
que les mutants FP obtenus proviennent entre autres de mutations dans le géne FP25K de
GmMVPN, ce qui concorde avec plusieurs études effectuées auparavant dans différents
systémes cellulaires en présence de SVF. Ces mutations ont entrainé une diminution de la
virulence des polyédres envers des larves de Galleria mellonella a partir du passage 10 de
GmMVPN, démontrant une stabilité de production de bioinsecticides sur 10 passages

viraux dans notre systéme cellulaire sans SVF.

La production de protéines recombinantes est également trés stable dans notre systéme
cellulaire sans SVF, étant donné que I’expression de la luciférase n’a pas diminué
significativement sur plus de 18 passages du virus AcLuci, recombinant hybride de
AcMVPN et de BmMVPN sauvages exprimant la luciférase au lieu de la polyédrine sous

le contréle du promoteur fort de la polyédrine.

Par conséquent, méme si le génome des VPN est susceptible aux mutations en culture
cellulaire, la production de VPN n’est pas affectée sur au moins 10 passages viraux
successifs dans notre systéme cellulaire sans SVF, ce qui représente une stabilité virale
intéressante pour la production massive de bioinsecticides et de protéines recombinantes

dans des bioréacteurs industriels. De plus, notre systéme cellulaire sans SVF offre une
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stabilité de production de VPN semblable a celle obtenue lors d’études antérieures dans
plusieurs systémes cellulaires contenant du SVF, et ce autant pour la production de
bioinsecticides que pour la production de protéines recombinantes. C’est ce que nous

voulions démontrer lors de cette étude.

Le SVF est un produit trés dispendieux, peut contenir des facteurs cytotoxiques, est
susceptible aux contaminations par les mycoplasmes et nuit a la purification des protéines
recombinantes produites. De plus, le milieu de culture MM8-SF utilisé lors de ce projet
ne contenait pas de SVF et pas de suppléments de lipides, et était par conséquent
probablement le milieu de culture le plus simple a produire et le moins dispendieux parmi
tous les milieux de culture sans SVF disponibles. Par conséquent, comme cette étude est
la premiére a notre connaissance a avoir démontré une stabilité de production de protéines
recombinantes et de bioinsecticides de VPN aussi élevée dans un systéme cellulaire sans
SVF que dans un systéme cellulaire contenant du SVF, elle constitue un avancement
majeur vers la rentabilisation et la simplification de la production massive de
bioinsecticides et de protéines recombinantes 4 1’aide de baculovirus. En effet, notre
systéme cellulaire sans SVF offre maintenant la possibilité de produire massivement des
bioinsecticides et des protéines recombinantes a ’aide de baculovirus de maniére trés
rentable et trés simple, et ce avec peu de risques de contaminations par les mycoplasmes.
De plus, notre systeme cellulaire sans SVF permet une simplification de la purification
des protéines recombinantes produites par les VPN, ce qui est intéressant pour la
production massive de protéines d’intéréts médicaux, pharmaceutiques et biologiques.
Notre étude démontre donc que le SVF n’est pas nécessaire & une production massive de
bioinsecticides et de protéines recombinantes a 1’aide de baculovirus. Notre laboratoire se
prépare maintenant a tester notre systéme cellulaire sans SVF directement dans des
fermenteurs de grands volumes, en vue de produire massivement des bioinsecticides et

des protéines recombinantes a 1’aide de baculovirus.
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Annexe |
Préparation du milieu de culture MM8-SF (pour 1 litre)
1) Dissoudre complétement les composés suivants dans 800 mL d’eau déionisée a

température de la piéce :
7 grammes de chlorure de sodium (NaCl) de Fisher Scientific, #S271-1

- 0,2 gramme de chlorure de potassium (KCl) de Sigma, #P-4504

- 0,1 gramme de chlorure de magnésium (MgCl,.6H,0) de Fisher Scientific, #M33-
500

- 0,2 gramme de chlorure de calcium dihydrate (CaCl,.2H,0) de Fisher Scientific,

#C79-500

4 grammes de D-(+)-glucose anhydre de Sigma, #G-7021.

2) Stériliser & ’autoclave pendant 20 minutes & 121°C et laisser refroidir.

3) Ajouter stérilement :
- 39,04 mL d’hydrolysat de lactalbumine 50X (6,5 grammes au total) préparé dans de
I’eau a partir d’hydrolysat de lactalbumine en poudre de Sigma, #L.-9010
- 30,03 mL de solution yeastolate 50X (5 grammes au total) de Gibco BRL, #18190-
041
- 15 mL de pluronique F-68 10% (0,15% final) de Sigma, #P-5556.

4) Compléter a 1 litre avec de I’eau déionisée stérile.

5) Ajouter 2 mL de I’antibiotique pénicilline-streptomycine 10 000ug/mL (20pg/mL
final) de Gibco BRL, #15140-148.

6) Ajuster le pH entre 6,18 et 6,22 avec du HCI 1N ou du NaOH IN.

7) Conserver 4 4°C.
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8) En culture cellulaire, aucun autre composé ne doit étre ajouté au milieu MM8-SF. Par
contre, lors d’une infection virale, une concentration finale de 20 pg/mL de
cholestérol doit étre utilisée pour permettre la réplication virale. Pour ce faire, 20 mg
de cholestérol (Sigma, #C-2044) ont été complétement dissous dans 1 mL d’éthanol
100%. Cette solution cholestérol a été diluée 1 dans 1000 dans le milieu MMS8-SF lors

de I’infection virale.



1

2)

3)
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Annexe 11

Préparation de milieu Grace+10% SVF (pour 500 mL)

Mélanger les solutions suivantes :

500 mL de milieu Grace pour culture de cellules d’insectes de Sigma, #G-8142

10 mL d’hydrolysat de lactalbumine 1X (0,033 gramme au total) préparé a partir
d’hydrolysat de lactalbumine en poudre de Sigma, #L-9010

10 mL de yeastolate 1X (0,033 gramme au total) préparé a partir du yeastolate 50X
de Gibco BRL, #18190-041

50 mL de sérum de veau feetal (SVF) (10% final) de Gibco BRL, #16140-071

5 mL de L-glutamine 200 mM (2mM final) de Gibco BRL, #25030-149

1 mL de I’antibiotique pénicilline-streptomycine 10 000pg/mL (20pg/mL final) de
Gibco BRL, #15140-148.

Ajuster le pH entre 6,18 et 6,22 avec du HC] 1N ou du NaOH IN.

Conserver 4 4°C.
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Annexe I1I

Préparation de la diéte artificielle pour larves de Galleria mellonella

Faire gonfler 50 grammes de levure séche active de Lallemand (Lallemand Inc.,
Montréal, Canada) dans 400 mL d’eau a 40-43°C.

Faire fondre 900 grammes de miel au four micro-ondes.

Y ajouter 880 grammes de glycérol de Sigma, #G-5150.
Ajouter a la levure gonflée, tout en mélangeant :

- 1100 grammes de Pablum pour bébé (céréales mélangées)

- 250 grammes de farine de mais.

Mélanger en alternance un peu d’ingrédients secs (levure, Pablum, farine de mais) a

un peu de mélange miel-glycérol.

Bien pétrir et fagonner des petites boules de diéte d’environ 4 cm de diamétre.

Envelopper de papier d’aluminium et congeler 4 —20°C.

Décongeler et réfrigérer quelques heures ou quelques jours avant utilisation.
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Annexe IV

1) Microscopie électronique :

2)

3)

Glutaraldéhyde 2,5% de Mecalab, #1156

Tampon cacodylate 0,1M, pH 7.2, de Electron Microscopy Science, #12300

Sucrose de BDH, #ACS888

Tétroxyde d’osmium (OsO,) de Mecalab, #1615

Tampon s-collidine de M.E.C.A., #2015

Résine SPURR de Mecalab, #3165

Acétate d’uranyl d’Electron Microscope Scientifique, #22400
Citrate de plomb de LADD Research, #23603.

Technique de double immuno-diffusion :

Agarose Seakem ME de Mandel Scientific Company, #MC-50011
Bleu de Coomassie brillant R-250 de Gibco-BRL, #5528UA
Méthanol 100%

Acide acétique glacial 100% de Fisher Scientific, #A38S-225.

Electrophorése sur gel de SDS-polyacrylamide :

Solution SDS (sodium dodécyl sulfate) 10% de Gibco BRL, #15553-035
2-mercaptoéthanol de Bio-Rad Laboratories, #161-0710

Glycérol de Gibco-BRL, #5514UA

Bleu de bromophénol de Fisher Scientific Company, #B-392

Tris-HCI en poudre de Gibco-BRL, #5506UA

Tris en poudre de Gibco-BRL, #15504-020

Glycine en poudre de Sigma, #G-4392

Acrylamide de Boehringer Mannheim, #100-133

N,N’- méthylénebisacrylamide de Gibco-BRL #5516UB

Persulfate d’ammonium 10% de Gibco-BRL, #5523UA



4)

5)
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TEMED (N, N, N°, N’- tetraméthylenediamine) de Bio-Rad Laboratories, #161-
0801

Bleu de Coomassie brillant R-250 de Gibco-BRL, #5528UA

Méthanol 100%

Acide acétique glacial 100% de Fisher Scientific, #A38S-225.

Immunobuvardage de type Western :

Tris-HCl en poudre de Gibco-BRL, #5506UA

Tris en poudre de Gibco-BRL, #15504-020

Glycine en poudre, Sigma #G-4392

Méthanol 100%

Chlorure de sodium (NaCl) de Fisher Scientific, #S271-1

Tween 20 (Polysorbate 20) de Fisher Scientific, #BP337-100
Albumine bovine Fraction V (BSA) en poudre de Sigma, #A-4503
Gélatine en poudre de Bio-Rad Laboratories, #170-6537
Anticorps anti-IgG de cobaye conjugué a la peroxydase de raifort de Miles, Yeda
Ltd., #61-208

4-chloro-1-naphtol de Polysciences, #9761

Peroxyde d’hydrogéne 3%

Bleu de Coomassie brillant R-250 de Gibco-BRL, #5528UA
Méthanol 100%

Acide acétique glacial 100% de Fisher Scientific, #A38S-225.

Immunoperoxydase :

Phosphate de sodium monobasique dihydrate (NaH,PO,;.2H,0) de Fisher
Scientific, #S381-500

Phosphate de sodium dibasique anhydre (Na,HPO,) de Sigma, #S-9763
Paraformaldéhyde 37% de Fisher Scientific, #F-79B

Chlorure de sodium (NaCl) de Fisher Scientific, #S271-1

Albumine bovine Fraction V (BSA) en poudre de Sigma #A-4503

Tween 20 (Polysorbate 20) de Fisher Scientific #BP337-100
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- Tris-HCl en poudre de Gibco-BRL, #5506UA

- Tris en poudre de Gibco-BRL, #15504-020

- Anticorps anti-IgG de cobaye conjugué a la peroxydase de raifort de Miles, Yeda
Ltd., #61-208

- Tétrachlorure de diaminobenzidine Grade II (DAB) de Sigma, #D-5637

- Peroxyde d’hydrogéne 3%.

6) Cytofluorométrie :
- Citrate de sodium de Gibco-BRL, #15584-014
- Détergent Igepal CA-630 de Sigma, #1-3021
- Solution bromure d’éthidium 10 mg/mL de Gibco-BRL, #15585-011
- RNase T1 4 1188 U/uL de Gibco-BRL, #18030-015.

7) Dissolution de polyedres :
- Carbonate de sodium anhydre (Na,CO5) de Sigma, #S-2127
- Bicarbonate de sodium (NaHCO3) de Sigma, #S-5761.

8) Technique de plages :
- Agarose Seakem ME de Mandel Scientific Company, #MC-50011
- Rouge neutre en poudre de Sigma, #N6634.

9) Coloration Buffalo Black :
- Naphtol Blue Black en poudre de Sigma, #N-3393
- Méthanol 100%
- Acide acétique glacial de Fisher Scientific, #A38S-225.
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