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Je m’efforcerai encore de poursuivre ces recherches,
des recherches que je ne crois pas purement spéculatives,
mais suffisament importantes pour inspirer 1’espoir qu’il,

le virus Vaccinia, devienne un bénéfice essentiel pour I’humaniteé.

Dr Edward Jenner,

(1749-1823)

Les especes qui survivent ne sont pas les plus fortes,
ni les plus intelligentes,

mais celles qui s’adaptent le mieux aux changements.
Charles Darwin,

Naturaliste

(1809-1882)

Une mauvaise herbe est une plante dont on n’a pas encore trouvé les vertus.

R. W. Emerson
(1803-1882)

La chance n’est qu’un mot pour désigner la ténacité dans les projets.
R. W. Emerson
(1803-1882)
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RESUME

Chaque année, la grippe est responsable d’environ 325,000 déces et engendre des
pertes économiques ¢€levées, malgré des programmes de vaccination et la disponibilité de
traitements anti-grippaux. La grande majorit¢é des vaccins disponibles sont des
formulations inactivées, comprenant principalement les glycoprotéines virales, qui
induisent une immunité humorale dirigée uniquement contre ces antigénes. Les vaccins
de type vivant-atténués développés plus récemment sont capables d’induire une réponse
immunitaire humorale et cellulaire dirigée contre 1’ensemble des protéines du virus
d’influenza mais ’efficacité de ces vaccins est amoindrie chez les individus ayant déja été
vaccinés ou infectés par le virus par le passé. En ce qui concerne les traitements
antiviraux disponibles, on observe une augmentation continue des résistances. Le
développement de nouveaux traitements antiviraux et de nouvelles approches vaccinales

est donc nécessaire.

Dans le cadre de mes études de doctorat, nous avons émis les hypotheses
suivantes :

a) l'utilisation de ribozymes ciblant des régions conservées dans le génome
d’influenza administrés comme prophylaxie permettrait de limiter la propagation du virus
d’influenza indépendamment de la souche

b) Iutilisation d’un morbillivirus recombinant comme plateforme vaccinale contre
le virus d’influenza permettrait d’assurer une immunité humorale et cellulaire a large

spectre contre ce virus.

Pour tester ma premiere hypothése, j’ai, en collaboration avec les laboratoires des
Drs Bisaillon et Perreault de 1’universit¢ de Sherbrooke, évalué le potentiel
prophylactique de ribozymes a limiter la réplication du virus d’influenza. Les ribozymes
sont des séquences d’ARN capables de reconnaitre puis cliver spécifiquement des
séquences d’ARN cibles. Pour augmenter la spécificit¢ de ces ribozymes, nos
collaborateurs ont développé un ribozyme ayant un mécanisme de double spécificité sur

un principe d’activation successif, le module « specific on/off adapter » (SOFA-HDV-rz),

il



rendant son utilisation thérapeutique possible. L’évaluation des candidats les plus
prometteurs in Vvitro et in vivo dans le modéle souris a démontré une capacité de certaines
combinaisons de ribozymes a limiter la réplication du virus ainsi qu’un effet protecteur

chez la souris.

Pour évaluer ma deuxiéme hypothese, j’ai dans un premier temps mis en place un
protocole de vaccination chez le furet lors d’une étude visant a évaluer ’efficacité d’un
candidat vaccinale contre le virus de la maladie de Carré (canine distemper virus, CDV).
Indépendamment de la voie d’inoculation, le vaccin induisait une immunité humorale
protectrice qui se stabilisait aprés un mois sans causer des signes cliniques ou une
suppression immunitaire caractéristique d’une infection au CDV. Par la suite, j’ai établi
un protocole d’évaluation de la réponse immunitaire cellulaire chez le furet par un test
d’ELISpot pour I’interféron gamma. Pour palier aux manques de réactifs pour cette
espece, j’ai produit un antisérum biotinylé dirigé contre I’interféron gamma de furet. J’ai
finalement construit des virus CDV recombinants a partir de la souche vaccinale
Onderstepoort, exprimant des génes de la nucléoprotéine et/ou de la protéine de
hémagglutinine d’une souche HINI saisonniere du virus d’influenza. L’expression des
protéines d’influenza par les virus recombinants a été démontrée in vitro. La réponse
immunitaire induite par cette approche vaccinale contre chacun des agents pathogenes

sera maintenant a évaluer chez le furet.

L’ensemble de mes études met en évidence le potentiel d’une approche
thérapeutique basée sur des petites molécules d’ARN et constitue une contribution

important au développement du modele furet pour des études vaccinales.

Ronan Rouxel Veronika von Messling,

directrice de recherche
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION




1 - Levirusde I’'influenza :

1.1 Epidémiologie

Le virus de I'influenza A est 1’agent pathogéne responsable de la grippe. La grippe
saisonnicre se caractérise par de fortes fievres, de la toux, un malaise général, des écoulements
nasaux et des douleurs musculaires (Eccles 2005). Généralement les symptomes disparaissent
aprés une semaine mais la grippe peut entrainer une maladie grave allant jusqu’au déces. Les
épidémies de grippe saisonniére sont responsables annuellement de 3 a 5 millions de cas graves
de la maladie et 250 000 a 500 000 déces principalement au sein des populations agées (65 ans et
plus). L’émergence d’une nouvelle souche d’influenza peut étre la cause d’une pandémie de

grippe dont I’incidence peut atteindre le million de déces mondial (W.H.O. 2009).
1.2 Phylogénie

Le virus de I’influenza fait partie de la famille des Orthomyxoviridae. Il s’agit d’un virus a
ARN simple brin de polarité négative au génome segmenté. Il existe trois types de virus
d’influenza: A, B et C différenciés selon la structure antigénique de leurs protéines de
nucléocapside (NP) et de matrice (M) (Lamb et Krug 1996). Seuls les virus d’influenza de type A
seront discutés dans cette theése. Les virus d’influenza de type A sont sous-catégorisés en sous-
types en fonction de leurs protéines de surfaces hémagglutinine (HA) et neuraminidase (NA).
Actuellement, ce sont les sous-types HIN1 et H3N2 qui sont retrouvés chez les humains et sont

responsables des épidémies saisonniéres de grippe (Palese et Shaw 2007).
1.3 Structure du virion et protéine virales

a) Organisation génomique et structure du virion:

La particule virale d’influenza est constituée de huit segments génomiques codant pour 12
protéines. Les segments 1,3, 4, 5 et 6 ménent a la synthése d’un seul ARNm, respectivement de
PB2, PA, HA, NP et NA. Le segment 2 code pour la polymérase PB1, le facteur de virulence
proapoptotique PB1-F2, issu d’un cadre de lecture alternatif, ainsi que la protéine N40, une

homologue de PBI1 tronqué en N-terminal et dont la fonction reste a déterminer (Wise et al.,



2009). Les segments 7 et 8 donnent naissance aux protéines M1 et NS1 et, par épissages

alternatifs, les protéines M2 et NS2 (Palese et Shaw 2007).

Une particule virale contient une seule copie de chaque sous forme de complexes
ribonucléoprotéiques (RNP) (figure 1). Un complexe RNP est composé d’un segment du génome
d’ARN virale simple brin de polarité négative encapsidé par des protéines de NP et maintenu sous
la forme d’une double hélice (Compans, Content et Duesberg 1972). A chaque segment de
génome est également associé¢ un complexe d’ARN- polymérase constitué des protéines PA, PB1
et PB2 rattachées au génome par une interaction entre les extrémités 5’ et 3° de I’ARN et la
polymérase PB1 (Noda et Kawaoka 2010). L’enveloppe du virion est composée d’une bicouche
lipidique issue de la membrane plasmique de la cellule infectée a laquelle est associée une couche
de protéine de la matrice M1 sur la paroi intracellulaire de la cellule infectée. Des triméres d’HA,
des tétrameres de NA et des canaux ioniques sont incorporés dans la membrane (Palese et Shaw
2007). De plus, la présence de la protéine non-structurale 2 (NS2) en faible proportion a été

démontrée dans le virion (Yasuda et al., 1993).

b) Protéines virales impliquées dans la réplication du virus:

La protéine HA est responsable de la fixation du virion a la surface de la cellule ainsi que
de I’entrée du virus par fusion des membranes virales et endosomales. HA est une protéine
transmembranaire de type | synthétisée sous forme d’un précurseur HAO qui nécessite une
activation par des protéases cellulaires résultant en deux sous-unités HA1 et HA2 (Cross et al.,
2009). La sous-unité HA1 est liée a la sous-unit¢é HA2 transmembranaire par un pont disulfure
(Palese et Shaw 2007). Une fois lié a ses récepteurs cellulaires, les acides sialiques, le virion sera
internalisé dans la cellule par la voie endosomale. La diminution du pH dans la vésicule
endosomale va induire un changement conformationel de la protéine HA qui conduira a
I’exposition du domaine de fusion de la sous-unité HA2. Le peptide de fusion va ensuite
s’intégrer dans la membrane endosomale et induire sa fusion avec 1’enveloppe virale, libérant
ainsi le complexe de réplication qui initialise par la suite le cycle de réplication dans le noyau de

la cellule infectée (Harrison 2008).
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Figure 1 : Représentation schématique d’un virus d’influenza



Le canal ionique M2 est nécessaire a la libération des complexes RNP dans les cellules.
Lors de l’acidification de I’endosome, le passage de protons par la protéine M2 entraine une
diminution du pH a I’intérieur du virion, ce qui diminue I’interaction entre les protéines M1 et NP
du complexe RNP, permettant le relargage du génome virale dans le cytoplasme (Martin et

Helenius 1991, Takeda et al., 2002).

Les protéines PA, PB1 et PB2 forment le complexe de polymérase ARN-dépendante. Une
fois dans le noyau, ce complexe assure la production d’ARN messagers du virus d’influenza par
« Cap-snatching ». La polymérase PB2 se lie a la coiffe d’ARN messager (ARNm) cellulaire, puis
PA clive ’ARN cellulaire et se sert de sa coiffe comme amorce pour transcrire I’ARN messager
viral par la polymérase PB1 (Dias et al., 2009). L’essentiel des ARNm issus de la transcription
des huit ARN génomiques est exporté¢ dans le cytoplasme pour étre traduit en protéines par les
ribosomes cellulaires a I’exception des ARNm issus de genes NS et M qui subissent d’abord un
épissage alternatif dans le noyau pour donner les ARNm NSI1, NS2 et M1, M2 (Palese et Shaw
2007).

La protéine NP est une protéine produite en grande quantité par le virus de I’influenza et la
seconde plus abondante dans le virion, aprés la protéine M1 (Lamb et Krug 1996). Elle assure le
repliement et le maintient de I’ARN viral. La protéine NP contient un domaine de localisation
nucléaire qui permet I’internalisation des complexe RNP dans le noyau de la cellule infectée afin
d’initier la réplication du génome (Wu, Sun et Pante 2007). La transition de la transcription a la
réplication est dépendante de la quantité de NP nouvellement synthétisés (Biswas, Boutz et Nayak
1998). Par I’intermédiaire d’un antigénome de polarité positive, de nombreuses copies d’ARN
génomiques de polarités négatives seront transcrites. Le géne codant pour la protéine NP est
hautement conservé entre les différentes souches de virus d’influenza (Motard et al., 2011), et elle
est la principale cible de la protection croisée induite par les lymphocytes T cytotoxiques (voir
chapitre 2) (Taylor et Askonas 1986). Son haut degré de conservation en fait une cible de choix

afin d’optimiser la protection a large spectre.

La protéine NS2 posséde ¢galement un signal d’importation nucléaire. Elle assure 1’entrée

dans le noyau de la protéine M1 associée au complexe RNP. La protéine NS2, toujours fixée a



I’ensemble M1-RNP, permet également la sortie du complexe hors du noyau afin qu’il soit intégré

dans des particules virales en formation (Shimizu et al., 2011).

Les glycoprotéines de I’enveloppe HA, NA et M2 subissent des modifications post-
traductionnelles dans le réticulum endoplasmique puis sont acheminées jusqu’a la surface de la
cellule infectée. Elles s’accumulent dans des radeaux lipidiques d’ou les domaines
cytoplasmiques des protéines HA et NA vont servir de point d’ancrage aux protéines MI.
L’accumulation sur le coté cytoplasmique de la membrane cellulaire de protéines M1 va induire le
bourgeonnement de la particule virale (revue par Rossman et Lamb 2011). Bien qu’il ait été
déterminé que c’est I’interaction du complexe RNP avec la protéine M1 qui permet 1’intégration
des huit geénes d’influenza dans la particule virale, le mécanisme permettant d’assurer la présence
d’une seule copie de chaque géne dans le virion est inconnu. Finalement, la protéine NA par son
activité enzymatique, permet le détachement des virions de la surface des cellules infectées. La
protéine NA est retrouvée a la surface de la particule virale sous la forme d’un homotetramere
(Palese et Shaw 2007). Son activit¢ enzymatique Iui permet de cliver les acides N-
acetylneuraminiques des glycoprotéines et glycolipides a la surface de la cellule infectée. Les
acides sialiques servant de récepteurs a la protéine HA sont ainsi également clivés, ce qui permet
la libération des particules virales sans qu’il n’y ait re-fixation a la surface de la cellule

productrice (Gamblin et Skehel 2010).

Durant la réplication du virus, des protéines virales aux fonctions pléiotropiques vont
moduler Dactivit¢é de la cellule infectée. La protéine NS1 notamment régule 1’exportation
d’ARNm cellulaires en dehors du noyau, interfére avec les processus de maturation des ARNm
cellulaires et bloque la mise en place de la cascade de signalisation antivirale telle que la voie des
interférons de type I (IFN-I) afin de ralentir la réponse immunitaire de 1’héte ( revue par Hale et
al., 2008). Au contraire, dans certaines souches de virus d’influenza, la protéine virale PB1-F2 est
un facteur de virulence impliqué dans la pathogenése du virus en induisant 1I’apoptose de la cellule
infectée, favorisant ainsi une inflammation locale et en promouvant des infections bactériennes

secondaires (revue par Krumbholz et al., 2011).



1.4 Réassortiment antigénique et dérive antigénique

Bien qu’ayant déja été infecté par un virus d’influenza par le passé, un méme individu reste
susceptible a une réinfection avec un virus d’un méme sous-type si ce dernier a subit une dérive
antigénique telle, que le systéme immunitaire n’est plus capable de reconnaitre ses glycoprotéines
de surface (Murphy et Webster 1996). La dérive antigénique est le résultat d’accumulation de
mutations ponctuelles dans les génes codant pour les protéines de 1’enveloppe du virus, HA et
NA. Ces mutations sont induites par I’ARN polymérase virale qui ne contient pas de mécanisme
de vérification de transcription. Les changements entrainent une variation de la structure des
protéines de I’enveloppe du virus qui échappe ainsi a la surveillance du systéme immunitaire.
C’est ce mécanisme qui est responsable des épidémies saisonnicres annuelles de grippe (Carrat et

Flahault 2007).

Le réassortiment antigénique est le résultat d’un brassage de geénes entre plusieurs sous-
types de virus d’influenza infectant une méme cellule (figure 2). Il existe a ce jour dix-sept
différents sous-types de HA (H1 a H17) et dix sous-types de NA (N1 a N10) (Palese et Shaw
2007, Tong et al., 2012). DG a son génome segmenté, une méme cellule infectée par plusieurs
sous-types de virus peut donner lieu a la production de virions qui contiennent une combinaison
de segments génomiques des différents sous-types originaux (Carrat et Flahault 2007). Si un virus
réassortant de cet échange conserve son potentiel infectieux pour une espéce donnée, il peut
rapidement se disperser dans une population en absence d’une immunité préexistante. Ce

mécanisme rare est a I’origine des pandémies de grippes des derniers siccles.

1.5 Modeles animaux pour I’étude du virus de I’influenza

Selon I’axe de recherche abordé, plusieurs modéles animaux ont été étudiés. Les hotes
naturels du virus d’influenza sont les oiseaux aquatiques chez lesquels on retrouve tous les sous-
types d’influenza répertoriés. Toutefois, le spectre d’hotes du virus influenza est large et certains
sous-types du virus peuvent affecter des oiseaux non-aquatiques ou des mammiféres tels que les

chiens, chevaux, porcs et furets. La capacité du virus a passer la barriére des espéces est due au
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fait que le virus de I’influenza cible des récepteurs cellulaires présents chez une grande variété
d’animaux (Suzuki 2005). Ce large éventail d’hotes susceptibles permet d’avoir un vaste choix de

mod¢éles animaux bien que cela nécessite parfois une adaptation de la souche virale a I’hote.

a) Le modele souris

Le modeéle souris est le modele animal le plus fréquemment utilisé dans 1’étude du virus
influenza (Barnard 2009). Cependant, la souris n’est pas un hote naturel et 1’utilisation d’une
nouvelle souche nécessite généralement une adaptation tel que ce fut le cas pour la souche
A/HIN1/PR8/34 (Francis et Magill 1935, Narasaraju et al., 2009). Toutefois, il a été observé que
des souches de virus d’influenza de type H5N1 d’isolats humains (Lu et al., 1999) ou de souches
hautement pathogénes tels que les souches pandémiques de 1918 (Medina et al., 2010) ou 2009
(Manicassamy et al., 2010) étaient naturellement pathogénes chez la souris. En revanche, la
pathologie et la transmission du virus ne sont pas comparables a ce que I’on observe chez
I’humain. Malgré tout, de par ’abondance des réactifs pour ce modele, la souris reste le choix de
prédilection pour 1’étude des différents acteurs de la réponse immunitaire et le développement de

traitements antiviraux.

b) Le modéle furet

Le furet (Mustela putorius furo) est naturellement susceptible aux souches influenza
humaines, notamment di a la distribution similaire des récepteurs dans les tractus respiratoires
des deux espéces (van Riel et al., 2007). Ainsi, contrairement au modéle souris, une adaptation au
virus n’est pas nécessaire (Maher et DeStefano 2004). De ce fait, le modéle furet a largement été
étudié en ce qui concerne la transmission (Maines et al., 2009), la pathogenese (Govorkova et al.,
2005, Munster et al., 2009) et le développement de nouveaux traitements anti-grippaux (Mishin et
al., 2005). Cependant, le manque de disponibilité des réactifs pour le furet limite 1’étude de la
réponse immunitaire dans ce modéle. Il a cependant pu étre récemment observé une similitude
dans le profil de cytokines suite a 1’infection entre le modele furet et ce que I’on observe chez
I’humain tel que 1’augmentation des niveaux d’expression des interleukines 6 et 8 et la diminution

des niveaux d’expression des interférons de types I et II (Svitek et al., 2008, Lam et al., 2010).



Figure 2 : Représentation schématique du réassortiment antigénique



2 —Levirus de I’influenza : pathogenese et réponse immunitaire induite

2.1 - Pathogenése du virus de I’influenza

Le virus de 'influenza est transmis par aérosols sous la forme de gouttelettes. Le site
d’infection du virus est dépendant du type de récepteurs reconnu par le virus. Le récepteur
cellulaire reconnu par la protéine HA des souches humaines est 1’acide sialique 02-6
(Matrosovich et al., 2004). L’expression conjointe de récepteurs de 1’hémagglutinine et de
sérines protéases nécessaires a la production d’hémagglutinine sous-forme active (Chen et al.,
1998) se retrouve seulement dans les cellules Clara chez ’humain, des cellules non-ciliées de
1’épithélium bronchiale ( revu par (Steinhauer 1999) et la réplication du virus est donc limité a
ces cellules. Plusieurs souches d’influenza aviaire hautement virulentes se lient préférablement
aux acides sialiques 02-3 dans le tractus respiratoire inférieur et possédent un site de clivage
polybasique reconnu par des protéases ubiquitaires de telles sortes que ces virus peuvent se

disséminer hors du tractus respiratoire (Thanh, van Doorn et de Jong 2008).

Un cycle de réplication du virus s’effectue en environ six heures et permet la production de
milliers de particules virales en entrainant la mort de la cellule infectée (Baccam et al., 2006,
Kamps, Hoffmann et Preiser 2006). Les particules virales sont préférentiellement libérées a la
surface apicale des cellules épithéliales, dans le lumen du tractus broncho-alvéolaire. Le virus de
I’influenza libéré dans le tractus respiratoire peut par la suite étre transmis sous forme d’aérosol a
d’autres individus par la respiration, la toux et les éternuements (Kamps, Hoffmann et Preiser

2006, Lindsley et al., 2010).

La rupture de la barriére épithéliale (Mori et al., 1995), la diminution du mouvement
mucociliaire (Pittet et al., 2010) ainsi que 1’altération des fonctions des neutrophiles (McNamee
et Harmsen 2006) contribuent aux risques de surinfection bactérienne dans le tractus respiratoire
associés aux cas de morbidité sévere et de mortalité observée chez les patients infectés par le

virus de I’influenza (Morens, Taubenberger et Fauci 2008).
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2.2 -Réponse immunitaire induite

a) Réponse immunitaire innée

Le virus de I’influenza cause une infection aigiie qui initie des cascades de réponses
immunitaires. La réponse immunitaire innée se caractérise par une libération massive de
cytokines proinflammatoires tels que les Interleukines (IL) IL-1a/B, IL-6, IL-8 ainsi que le tumor
necrosis factor TNF-a et TNF-f et les interférons de type I, IFNa et IFN (Piqueras et al., 2006,
Baskin et al., 2009, Lam et al., 2010). La production de ces cytokines va induire un influx massif
de neutrophiles, de granulocytes et de cellules NK aux sites d’infection. L’IFNy notamment,
synthétisé par les lymphocytes T cytotoxiques (CD8"), T « helper » (CD4") et les cellules NK
activées, va attirer les neutrophiles et les macrophages alvéolaires au site d’infection (Doherty et
al., 2006). La cascade signalétique va également conduire a la libération par I’hypothalamus de
prostaglandine E2, a I’origine de la fiévre associée a I’infection, et de bradykinine responsable de

la myalgie et du phénoméne de toux (Eccles 2005).

Bien que la réponse immunitaire innée soit responsable de la majorité des signes cliniques
associés a une infection par le virus de l’influenza, elle est nécessaire au contrdle et a
I’¢limination de I’infection. Afin de ralentir ce procédé, le virus de I’influenza a développé
plusieurs mécanismes d’évasion du systéme immunitaire tels que ceux exploités par la protéine

NS1 mentionnée dans le premier chapitre (Hale et al., 2008).

b) Réponse immunitaire adaptative

Les réponses immunitaires humorales et cellulaires contribuent a 1’élimination du virus
durant I’infection. Les cellules dendritiques résidantes des poumons vont s’activer en capturant
des antigeénes viraux. Une fois activées, ces cellules migrent jusqu’aux ganglions lymphatiques
(Legge et Braciale 2003). Les antigénes viraux capturés sont présentés aux lymphocytes T des
ganglions via les complexes majeurs d’histocompatibilité (CMH). Les lymphocytes T CD8" et T
CD4" vont s’activer et proliférer aprés reconnaissance de leur antigéne spécifique présenté par les

CMH de classe I ou de classe II, respectivement. Les lymphocytes T CD4" vont ensuite stimuler
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les lymphocytes B spécifiques pour 1’antigéne afin d’entrainer 1’induction d’une réponse

immunitaire humorale (Murphy et al., 2008).

1) La réponse immunitaire humorale

La réponse immunitaire humorale via des anticorps de types IgA, IgG et IgM participe a la
neutralisation des particules virales et a 1’élimination des cellules infectées par cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (Jegerlehner et al., 2004). Chez I’homme, les
premiers anticorps inhibiteurs d’hémagglutination sont détectables a partir de 4 a 7 jours apres
infection. Ils présentent un pic de concentration entre 14 et 21 jours et persistent & un niveau
détectable durant plusieurs mois voire plusieurs années (Potter et Oxford 1979, Kunzel et al.,
1996). Les anticorps anti-HA sont capables de neutraliser le virus, limiter la propagation du virus
et donc d’empécher une seconde infection avec un virus homologue. En effet, des souris
déficientes en lymphocytes B et T auxquelles sont administrés des anticorps anti-HA survivent a
une infection par un virus d’influenza (Palladino et al., 1995, Mozdzanowska et al., 1997).
L’induction d’anticorps anti-HA est 1’étalon-or recherché dans le développement de nouveaux
vaccins anti-influenza (voir chapitre 5). Les anticorps anti-NA ne neutralisent pas 1’entrée du
virus mais limitent sa propagation en inhibant 1’activité neuraminidase. L’ajout d’anti-NA et
d’anti-M2 ne bloque pas l’infection mais permet une diminution de la charge virale dans les

poumons (Mozdzanowska et al., 1999).

Une infection par le virus de I’influenza va engendrer une réponse humorale a la fois
mucosale et sérique. Il a été établi une concordance entre les niveaux d’IgG mucosaux et d’IgG
sériques qui suggére une diffusion passive aux niveaux des épithéliums alvéolaires. Les IgA en
revanche sont cantonnés aux muqueuses mais ils sont suffisants pour empécher une réinfection
avec la méme souche du virus (Renegar et al., 2004). Les anticorps mucosaux (IgG et IgA) seuls
ou les anticorps sériques (IgG et IgM) seuls sont suffisants pour protéger contre une réinfection

s’ils sont présents en concentrations suffisantes (Clements et al., 1986, Renegar et al., 2004).

2) La réponse immunitaire cellulaire

L’infection par le virus influenza entraine un recrutement de cellules dendritiques aux

poumons (McGill, Van Rooijen et Legge 2008). Les cellules dendritiques pulmonaires CD103"
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CD11b"V'™€ acheminent les particules virales capturée depuis les poumons jusqu’aux ganglions
lymphatiques médiastinaux (Ho et al., 2011). Les lymphocytes T CD8" activés par les cellules
dendritiques vont migrer vers le site d’infection afin d’¢éliminer les cellules infectées. Les cellules
T CD8" éliminent les cellules infectées par ’intermédiaire de leur récepteur CD95 (FAS) et par
exocytose de perforine/granzyme (Topham, Tripp et Doherty 1997). 1l a été démontré chez des
souris BALB/c que la protéine virale NP est la cible majeure des lymphocytes T CD8" (Yewdell
et al., 1985). Bien qu’un rdle cytotoxique direct des lymphocytes T CD4" dans 1’élimination du
virus de I’influenza par exocytose de perforine/granzyme a ’encontre des cellules infectés a été
postulé récemment (Wilkinson et al., 2012), la contribution principale des cellules T CD4" dans
I’élimination du virus s’effectue via I’activation des lymphocytes T CD8" (Topham et Doherty
1998), ainsi que dans le changement de classe et la mutation somatique de lymphocytes B
(Scherle et Gerhard 1986). Des souris déplétées en lymphocytes T CD4" éliminent le virus plus
tardivement et subissent une augmentation de morbidité associée a I’infection (Riberdy et al.,
2000, Belz et al., 2002). Inversement, le transfert adoptif de cellules T CD4" dans des souris
déplétées en T CD4" amplifie la production d’anticorps neutralisants dirigés contre le virus

influenza (Scherle et Gerhard 1986).

C’est I’ensemble des acteurs de la réponse immunitaire, humorale et cellulaire, travaillant
de concert qui permettent 1’élimination du virus de I’influenza. Des souris n’ayant ni lymphocytes
T CDS8" ni possibilités d’induire la production d’anticorps ne parviennent pas a contenir et a
¢liminer le virus et déceédent suite a I’infection (Mozdzanowska et al., 1997). Des souris
déficientes en lymphocytes T CD4" démontrent un retard dans 1’élimination du virus et auront

leur mécanisme de mémoire immunitaire affecté (Belz et al., 2002).

3) La mémoire immunitaire et la protection croisée

Les protéines virales internes sont trés conservées au sein des différents souches et sous-
types du virus d’influenza (Motard et al., 2011). Il y a donc possibilité de reconnaissance croisée
du systéme immunitaire entre une souche d’influenza précédemment rencontrée et une nouvelle
souche homotypique ou hétérotypique circulante. Il a été observé chez des souris immunisées une
diminution du titre virale dans les poumons ainsi qu’une réduction de la pathologie associée a
I’infection lors d’un défi avec une souche hétérologue d’influenza, des observations similaires ont

été faites chez le furet (Schulman et Kilbourne 1965, Yetter, Barber et Small 1980). De plus, il a
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¢été démontré que des souris infectées par un virus de type H3N2, puis par un virus de type HIN1,
survivent par la suite a une infection par un virus influenza de type H7N7 principalement grace a
leurs lymphocytes T CD8" (Christensen et al., 2000). Le transfert adoptif de lymphocytes T CD8"
dirigés contre la protéine NP (Taylor et Askonas 1986) ou I’immunisation de souris avec un
vecteur viral codant pour la protéine NP (Epstein et al., 2005) protége les souris contre un défi
avec des souches homotypiques ou hétérotypiques du virus d’influenza. Toujours chez la souris,
la déplétion de cellules T CD4" ou T CD8" avant un second défi diminue 1’efficacité de la réponse
hétéro-soustypique (Liang et al., 1994). Le r6le des anticorps neutralisants, majoritairement
dirigés contre HA et NA, est considéré comme inexistant dans la reconnaissance croisée puisque
plusieurs ¢études démontrent que des souris déficientes en anticorps conservent une réponse
hétéro-soustypique (Epstein et al., 1997, Benton et al., 2001). Il est a noter toutefois que le site de
rencontre de 1’agent infectieux semble aussi avoir un réle dans 1’efficacité de la réponse hétéro-
soustypique puisque il a été démontré qu’une infection s’initiant dans un site d’immunité
mucosale induisait une plus forte immunité hétéro-soustypique (Nguyen et al., 1999). Cette

immunité croisée au niveau mucosale impliquerait les lymphocytes B (Tumpey et al., 2001).
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3 — Mesures préventives et thérapeutiques contre le virus de I’influenza
3.1 Unssiecle de lutte contre le virus de I’influenza

La nature virale de la grippe a été suspectée pour la premiére fois en 1918 suite a
1’épidémie de grippe dite « espagnole » qui a décimé la population mondiale. I faudra attendre les
années 1930 pour que le virus de I’influenza soit isolé et cultivé (Potter 2001). Dés lors, plusieurs
traitements, médicaments et vaccins, ont été développés afin de protéger les individus contre ce
virus. Un premier vaccin inactivé a été mis en place dans les années 1940 et les premiers
médicaments spécifiquement dirigés contre le virus de ’influenza ont été développés dans les
années 1960 (Kamps, Hoffmann et Preiser 2006). La recherche et 1’optimisation des traitements et
des vaccins contre le virus de I’influenza se poursuivent en reflet de I’impact annuel de ce virus

sur la population humaine.

3.2 Médicaments et traitements pharmacologiques anti-influenza
a) Les blogueurs de canaux ioniques

Les premiers traitements anti-influenza ont été développés dans les années 1960. Il s’agit de
composés chimiques de type adamantanes (e.g. Amantadine, Rimantadine) ayant la capacité de
bloquer les canaux ioniques M2 du virus (Moss et al., 2010). L obstruction du canal ionique
bloque I’acidification de la particule virale ce qui empéche I’entrée du génome viral dans la
cellule héte et donc I’initialisation de la réplication. Toutefois, rapidement des souches résistantes

a ces composés sont apparues (Suzuki et al., 2003).
b) Les inhibiteurs de neuraminidase

Une autre classe de médicaments efficace contre le virus influenza sont les inhibiteurs de
neuraminidase (NAI) tels que le Zanamivir et I’Oseltamivir. Les NAI inhibent le détachement du
virion depuis la cellule infectée (Moscona 2005, Moss et al., 2010). Les NAI limitent donc la

propagation du virus et diminue la durée de I’infection mais ces médicaments ne bloquent pas
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I’initiation de I’infection. Comme pour les adamantanes, des souches résistantes a ces
médicaments ont émergé et ont diffusé de maniere prépondérante dans la population (Dharan et

al., 2009).

¢) Autres traitements en voie de développement

De nombreux autres médicaments anti-influenza sont en développement et en essais
cliniques. Certains visent a améliorer 1’efficacité des traitements actuels par exemple en
prolongeant la demi-vie des réactifs, alors que d’autres visent a inhiber d’autres voies de la
réplication du virus tels que les inhibiteurs de ARN-polymérase ou I’utilisation de sialidases
capables de cliver les récepteurs du virus influenza a la surface des cellules cibles (revu par (Moss
et al., 2010)). Une autre approche pour lutter contre les infections par le virus influenza est
I’utilisation d’ARN interférants (RNAi). Les RNAi sont des séquences d’ARN spécifiquement
dirigés contre une séquence choisie et qui, une fois fixés a I’ARNm cible, vont induire la
dégradation de cet ARNm via des complexes protéiques cellulaires (Semizarov et al., 2003). Le
potentiel des RNAi comme traitement prophylactique contre le virus influenza a déja été
démontré dans des études chez la souris. L’utilisation de petits ARN interférants (ou small
interfering RNA, siRNA) ciblés contre les génes NP et PA du virus influenza permet d’améliorer
la survie de souris et de diminuer la charge virale dans les poumons lors de défi avec des souches
d’influenza de sous-type HIN1, H5N1 et H7N7 (Tompkins et al., 2004). Cependant, 1’utilisation
d’RNAI a des fins thérapeutiques ou prophylactiques est confrontée a deux problémes majeurs : la

stabilité¢ de I’ARN dans un milieu cellulaire et sa spécificité.

3.3 Les ribozymes et leur potentiel comme traitement prophylactique

Les ribozymes sont des séquences d’ARN ayant des capacités catalytiques. Depuis leur
découverte dans les années 1980, plusieurs types de ribozymes ont été caractérisés dans de
nombreuses especes tels que les ribozymes « hammer-head » que 1’on retrouve dans des virus
satellites de plantes, des salamandres et des criquets (Doherty et Doudna 2000). Tous les types de
ribozymes caractérisés jusqu’a présent tels que les ribozymes de types Hairpin, Hammer-head et
riboswitch, fonctionnent de manieére comparable a la RNAse A en ce qui concerne la réaction
chimique de type ribonucléase (Cochrane et Strobel 2008). Dans le cas de la RNAse A, un

¢change de proton entre deux histidines stabilisé par un groupement lysine entraine le clivage de
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la séquence d’ARN cible en deux fragments aux extrémités 5 hydroxyle et 2’3’ cyclique
phosphate. Dans le cas des ribozymes, la source d’avidité protonique est jouée par des ions
métalliques divalents tels que le magnésium (Mg*"), le calcium (Ca"), la manganése (Mn®") ou le
plomb (Pb*"). Un ion entraine le clivage de la séquence d’ARN et le second stabilise la réaction
(Doherty et Doudna 2000). Les ribozymes possédent un site de clivage ainsi qu’un site de
reconnaissance spécifique par appariement nucléique. En ciblant les ribozymes contre des
séquences spécifiques et conservés d’ARN d’agent pathogénes tels que les virus, les ribozymes

pourraient étre utilisés comme approches thérapeutiques.

Le virus de I’hépatite delta (HDV) est un virus satellite du virus de I’hépatite B (HBV). 11
s’agit d’un virus @ ARN circulaire de simple brin négatif. Le génome du HDV code pour un
ribozyme (HDV-rz) d’environ 80 a 90 nucléotides qui intervient dans la réplication du génome
viral (Been et Wickham 1997). Contrairement aux autres ribozymes caractérisés, le HDV-rz ne
nécessite qu’un seul ion divalent lors de la réaction ribonucléique. Cet ion peut indifféremment
étre un Mg”>, un Ca’" ou un Mn”" et la stabilisation chimique de la réaction est assurée par une
cytosine en position 57 (C57) (Perrotta et Been 1990). Le HDV-rz constitue le seul ribozyme
actuellement identifié capable de fonctionner dans 1’environnement physiologique de cellule
humaine. Sa conformation tridimensionnelle et sa capacité de clivage avec seulement un ion
divalent lui permettent d’étre actif et stable dans des conditions trés variées de température, de pH
et avec des concentrations d’ions métalliques trés faibles et variées comparativement aux autres
ribozymes. De plus le HDV-rz est le catalyseur naturel d’ARN le plus rapide identifi¢ (revu par
(Doherty et Doudna 2000).

Les HDV-rz, contrairement aux RNAi, démontrent une excellente stabilité dans des lignées
cellulaires humaines (Levesque, Choufani et Perreault 2002). Un ribozyme modifi¢ a partir du
HDV avec un mécanisme de double spécificité sur un principe d’activation successif, le module
« specific on/off adapter » (SOFA-HDV-rz), augmente la spécificité au point de devenir
thérapeutiquement applicable (figure 3). L’évaluation de ces ribozymes comme agents
prophylactiques contre le virus de I’influenza en collaboration avec le laboratoire des Dr Perreault

et Bisaillon constitue un des objectifs de cette thése.
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Figure 3 : Représentation schématique du ribozyme SOFA-HDV

Sous la forme « Off », le site catalytique du ribozyme est masqué par un domaine bloqueur
(rouge). Lorsque le domaine biosenseur (vert) reconnait sa séquence d’ARN spécifique (10-12
nucléotides), leur appariement va induire un changement conformationel du ribozyme en position
« On » ou le site catalytique P1 est accessible. Si la seconde séquence d’ARN apparié correspond

au site catalytique du ribozyme (6-7 nucléotides), le ribozyme clivera I’ARN cible.
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3.4 Approches vaccinales

Il existe deux approches vaccinales contre le virus de ’influenza, les vaccins inactivés et
les vaccins vivants atténués. Ces vaccins sont trivalents, constitués de trois souches circulantes de
virus influenza : une souche A/HIN1, une souche A/H3N2 et une souche d’influenza de type B
(Wareing et Tannock 2001, Couch 2008). Les variants qui constituent les vaccins sont
sélectionnés selon les recommandations de 1’organisation mondiale de la santé (OMS) qui se
réunie deux fois par an afin d’anticiper les futures souches circulantes (Barr et al., 2010). La
composition des vaccins est renouvelée chaque année pour s’adapter aux modifications du virus,
mais en cas d’écart de prédiction entre les anticipations de I’OMS et les souches circulantes, ou en
cas d’émergence de nouveaux variants ou de nouveaux sous-types, 1’efficacité de la protection

peut s’en trouver amoindrie (de Jong et al., 2000, Carrat et Flahault 2007, Monto et al., 2009).
a) Lesvaccins inactivés

Les vaccins inactivés (IV) comprennent des protéines HA et NA purifiées. Les virus
réassortants, produits dans des ceufs de poule, sont constitués de la souche influenza A/Puerto
Rico/8/34 (A/PR/8/34) auxquelles les génes HA et NA ont été substitués pour ceux de la souche
ciblée. Les virus réassortants sont amplifiés dans des ceufs, puis inactivé avant purification des
protéines HA et NA (Gerdil 2003). Ces protéines constituent la base des vaccins auxquels des
adjuvants peuvent étre ajoutés tel que le CpG, I’alum ou plus récemment le MF59 (Novartis”® ) et
1’AS03 (GSK"™) afin d’assurer une meilleure séroconversion (Morel et al., 2011, van den Brand et
al., 2011) (Ansaldi et al., 2009, McKee et al., 2009). Les vaccins inactivés sont administrés par

voie intramusculaire.
b) Les vaccins vivant-atténués

Le vaccin vivant-atténué contre le virus de I’influenza (LAIV) disponible actuellement est

r . J J r 7 . \ ) . . o . .
basé sur un virus atténué adapté pour se répliquer a des températures avoisinant les 32 C, limitant
sa réplication au tractus respiratoire supérieur. Comme pour les vaccins inactivés, les virus qui
constituent ces vaccins sont des virus réassortants, produits soit selon le méme principe que pour

les virus inactivés soit par génétique inverse mais a partir de la souche adaptée au froid (cold
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adapted ou ca) ca A/Ann Arbor/6/60 auxquels les génes HA et NA ont été substitués pour les
genes de la souche ciblée. Les virus sont amplifiés dans des ceufs et purifiés mais ne sont pas
inactivés (Wareing et Tannock 2001). Les vaccins LAIV sont administrés par voies intranasales

sous la forme de pulvérisateurs nasaux.

c) Immunité induite par les vaccins

Suite a une vaccination avec un vaccin LAIV, il y a production d’anticorps dirigés contre
toutes les protéines virales, ergo production d’anticorps contre les protéines de I’enveloppe, HA et
NA, ainsi que contre toutes les autres protéines structurales (Dowdle, Downie et Laver 1974,
Rimmelzwaan et McElhaney 2008). De plus, la vaccination avec un vaccin LAIV engendre une
réponse humorale mucosale et systémique alors que la vaccination avec un vaccin IV entraine
principalement une immunité humorale sérique avec uniquement une production d’anticorps anti-
HA et anti-NA (Clements et al., 1986, Belshe et al., 2000, Ichinohe et al., 2005). L’immunité
induite suite a une vaccination par un vaccin LAIV est ainsi comparable a I’immunité induite suite

a une infection par un virus influenza sauvage.

Les anticorps anti-HA comprennent des anticorps neutralisants et des anticorps inhibant
I’hémagglutination (HAI). L’induction d’anticorps HAI est 1’étalon-or recherché lors de
vaccination contre le virus de I’influenza. Des niveaux d’anticorps HAI supérieurs a 1:40 ont été
corrélés avec une protection efficace de I’individu (Potter et Oxford 1979, Cox et Subbarao 1999).
Les anticorps anti-NA comprennent des anticorps capables de limiter la propagation du virus
(Tamura, Webster et Ennis 1994, Marcelin et al., 2011). Les anticorps dirigés contre les autres
protéines structurales du virus n’empéchent pas I’infection mais participent a son élimination

(Zhirnov et al., 2007).

En ce qui a trait a la réponse immunitaire cellulaire, la vaccination avec un vaccin LAIV
génére une réponse immunitaire impliquant les cellules T CD8" et T CD4" (Reiss et Schulman
1980, Powell et al., 2007). Une corrélation a été établie entre I’efficacité de la réponse CTL
induite suite a la vaccination et la diminution de la morbidité associée au virus d’influenza
(Moskophidis et Kioussis 1998, Forrest et al., 2008). Le role des cellules T CD4" suite & une
vaccination dans 1’élimination de I’infection virale a également été démontré (Eichelberger et al.,

1991).

20



Comme mentionné dans le chapitre 2.2, la protection croisée s’effectue par la
reconnaissance d’épitopes conservées sur les protéines virales. Etant donné que seul le vaccin
vivant-atténué peut engendrer des réponses immunitaires cellulaires (Hoft et al., 2011) et
humorales, a la fois mucosale et systémique (Moldoveanu et al., 1995, Nguyen et al., 1999),
dirigées contre 1I’ensemble de protéines virales, il est considéré que I’utilisation d’un vaccin LAIV
est le plus prometteur pour induire une protection croisée (Clements et al., 1986, Liang et al.,

1994, Benton et al., 2001).

d) Efficacité des vaccins LAIV et IV

Des études cliniques ont démontré que les vaccins LAIV et les vaccins IV sont tous les
deux capables de protéger contre une infection par le virus de 1’influenza, toutefois 1’efficacité de
la protection est dépendante de 1’age des patients de 1’étude, de la divergence génétique entre les
souches vaccinales et circulantes ainsi que du passé immunologique du patient (Belshe et al.,
2000, Monto et al., 2009, Hoft et al., 2011). La comparaison de nombreux essais cliniques
d’infection et vaccination chez des enfants et des adultes a démontré que chez les enfants de 6
mois a 17 ans, le vaccin LAIV est plus efficace a induire une protection que le vaccin IV
(Ambrose, Levin et Belshe 2010). Cette efficacité comparative est accrue en cas de divergence du
vaccin avec la souche circulante. En revanche, chez les adultes de 17 a 49 ans, le vaccin IV est
généralement plus efficace a induire une protection immunitaire chez 1’individu sauf, encore une
fois, en cas de divergence entre les souches ou la encore, c’est le vaccin LAIV qui est le plus
efficace. Ces différences d’efficacité sont attribuées a I’immunité préexistante. Il est supposé que
les vaccins LAIV sont plus efficaces comme premiers vaccins lorsqu’aucune immunité spécifique
n’empéche le virus atténué d’initier I’infection. En revanche, si une immunité anti-influenza
existe déja, elle inhibe la réplication du virus atténué ce qui limite son immunogenicité et diminue
I’efficacit¢ du vaccin. Par contre, le vaccin IV serait plus efficace a stimuler I’'immunité
préexistante, d’ou sa meilleure efficacité chez les adultes ayant un passé immunologique (Treanor

etal., 1999, Ambrose, Levin et Belshe 2010).

e)  Approches vaccinales en développement

Plusieurs approches vaccinales sont en cours de développement afin d’améliorer ou
d’optimiser 1’étendue de la protection des vaccins contre les virus d’influenza. Une des approches

consiste a administrer par voie intranasale ou intramusculaire des pseudoparticules virales (VLP)
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contenant uniquement les protéines de 1I’enveloppe du virus HA, NA et M1 dans le but de mimer
une infection virale. Il a été observé dans les modéles souris (Quan et al., 2007) et furet
(Mahmood et al., 2008), que I’injection de VLP d’influenza induisait une réponse immunitaire
humorale et cellulaire menant a une protection croisée homo-soustypique contre le virus de
I’influenza et représente donc une alternative attrayante aux vaccins inactivés. Une autre approche
vaccinale consiste en I’injection de plasmide (pDNA) codant pour différentes protéines
d’influenza. L’utilisation de tels vaccins @ ADN est déja en application contre d’autres pathogeénes
(revue par Kutzler et Weiner 2008). 11 a été démontré que I’injection de pDNA codant pour les
protéines HA, NP et M2 du virus d’influenza pouvait induire une immunité protectrice chez le
furet (Lalor et al., 2008). Cette approche permet d’induire une immunité spécifique sans étre

dépendant du long processus de manufacture des vaccins traditionnels.

En ce qui concerne les virus vivant-atténués, 1’atténuation du virus d’influenza via la
protéine NS1 a également été envisagée. Il a ainsi ét¢ démontré que 1’utilisation d’une souche
d’influenza dont le génome codait pour une protéine NS1 tronquée €tait capable d’induire une
immunité protectrice dans les modéles souris et furet (Mueller et al., 2010, Zhou et al., 2010).
Cette approche représente donc une alternative aux LAIV actuels mais nul ne peut exclure le

risque de réassortiments entre la souche vaccinale et une souche circulante.

Finalement, une autre approche vaccinale envisagée est I’utilisation de vecteurs viraux. Ces
plateformes vaccinales permettent I’induction d’une réponse immunitaire similaire a celle
développée lors d’une infection virale mais diminuent ou éliminent les risques associés. Les
adénovirus ont été largement étudiés dans un contexte de vaccination contre le virus de
I’influenza (revue par Vemula et Mittal 2010). Des adénovirus exprimant la protéine HA sont
capables d’induire une immunité protectrice contre ce dernier chez la souris (Steitz et al., 2010).
Les poxvirus, des virus enveloppés a ADN double brin, tel que le virus vaccinia ont également été
envisagés comme vecteur vaccinaux. Il a été démontré que des virus vaccinia exprimant la
protéine NP pouvaient induire une immunité protectrice homo-soustypique et hétéro-soustypique
dans le modéle souris (Altstein et al., 2006). L’utilisation de virus de la souche modifiée non-
réplicative Ankara du virus vaccinia (MVA) exprimant la protéine HA sont également capables
d’induire une immunité protectrice lors dun défi avec des souches hautement pathogeénes
d’influenza dans les modéles furet et macaque (Kreijtz et al., 2009, Kreijtz et al., 2010).
L’utilisation de vecteurs viraux représente donc une voie de développement attrayante dans la

recherche de nouvelles techniques de vaccination contre le virus de 1’influenza.

22



4 — Les morbillivirus comme vecteur viraux vaccinaux

4.1 Phylogénie

Le genre Morbillivirus fait partie de la famille Paramyxoviridae et de 1’ordre
Mononegavirales. 11 s’agit de virus enveloppés a ARN non-segmenté et de polarité négative
(Griffin 2001). Dans le genre Morbillivirus, on retrouve le virus de la rougeole (measles virus,
MeV) qui infecte les humains et certaines espéces de primates ainsi que le virus de la maladie de
Carré (canine distemper virus, CDV) qui infecte une large variété d’especes appartenant a 1’ordre
des Carnivora. Le virus de la peste des petits ruminants, le virus de la peste bovine ainsi que des
morbillivirus spécifiques aux mammiféres aquatiques tels que le dolphin morbillivirus, le
porpoise morbillivirus et le phocine distemper virus font partie du genre. L’analyse génomique
des morbillivirus semble indiquer que 1’ancétre commun de ces virus serait apparenté au virus de
la peste bovine (Norrby et al., 1985), qui a été éradiqué en 2010 (FAO media center May 2011)
(figure 4). L archétype morbillivirale serait a I’origine du CDV et MeV suite a la domestication
des cheptels et a leur proximité avec I’homme (Norrby et al., 1985, Griffin 2001). Seul les virus

de la rougeole et de la maladie de Carré seront discutés dans cette thése.

L’ARN génomique des morbillivirus est d’environ 16 000 nucléotides et est encapsidé par
des nucléoprotéines (N) qui forment avec les protéines de la polymérase (L) et des
phosophoprotéines (P) des complexes ribonucléoprotéiques (RNP) (Griffin 2001, Longhi 2009,
Liljeroos et al., 2011). Les virions ont une structure pléomorphique dont la taille varie entre 120
et plus de 300 nm (Nakai et Imagawa 1969). L’enveloppe virale est constituée d’une bicouche
lipidique consolidée par des protéines de la matrice (M) sur laquelle sont ancrés des dimeres de

protéines d’hémagglutination (H) et des triméres de protéines de fusion (F) (Griffin 2001).
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Figure 4 : Arbre phylogénique des morbillivirus (d’aprés Barrett 1999)
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4.2 Structure du virion et réle des protéines virales

Le génome morbilliviral contient six génes codant pour huit protéines (figure 5). La
protéine N englobe I’ARN viral génomique. Elle fait partie du complexe RNP et intervient dans la
régulation des phases de réplication et de transcription (Plumet, Duprex et Gerlier 2005). La
protéine L est I’ARN-polymérase-ARN-dépendante. Elle permet, conjointement avec la protéine
P, la transcription des ARNm et la réplication du génome viral (Griffin 2001). L’ARNm du géne
P permet également la transcription de deux protéines accessoires, V et C. La protéine C est
transcrite a partir d’un second cadre de lecture, alors que la protéine V est transcrite sur le méme
cadre de lecture que la protéine P mais son ARN messager subit un procédé d’édition de I’ARN
qui consiste en I’ajout d’un guanoside en position 751 dans le cas du MeV (Cattaneo et al., 1989).
Les protéines C et V participent de manicre complémentaire a l’inhibition de la réponse
immunitaire de 1’hote et au contréle de la synthése d’ARN viraux (von Messling, Svitek et

Cattaneo 2006, Gerlier et Valentin 2009).

La protéine M est associée a la membrane interne des cellules infectées et entraine le
bourgeonnement des particules virales. Elle interagit également avec la protéine N et I’interaction
du complexe RNP avec la protéine M inhibe la transcription du génome virale (Suryanarayana et
al., 1994). La protéine F est une glycoprotéine transmembranaire de type I trimérique. Elle est
responsable de la fusion des membranes lors de I’entrée du virus dans la cellule ainsi que de la
fusion des cellules avoisinantes. Elle est synthétisée sous une forme précurseur FO qui est clivée
dans le trans-golgi par une protéase de type subtilisine en sous unitées F1 et F2 reliées par un pont
disulfure. Seule la forme clivée est active et un clivage aberrant de FO entraine une abolition de
I’activité de fusion des membranes (Alkhatib et al., 1994). La protéine H est une glycoprotéine
transmembranaire de type Il homodimérique responsable de la fixation du virus aux récepteurs

cellulaires (Palese et Shaw 2007).
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Figure 5 : Représentation schématique d’un morbillivirus

26



4.3 Cycle de réplication des morbillivirus

Les morbillivirus infectent les cellules mononucléaires du sang périphérique par
I’intermédiaire du récepteur SLAM (CD150) exprimé a la surface des lymphocytes et monocytes
activés (Tatsuo, Ono et Yanagi 2001). Récemment, la nectine-4 a été identifiée comme récepteur
du virus de la rougeole dans les tissus épithéliaux laissant supposer qu’un récepteur similaire
existe pour le CDV (Muhlebach et al., 2011, Noyce et al., 2011). La liaison de la protéine H & son
récepteur a la surface de la cellule entraine un changement conformationel qui active la fusion des
membranes virales et cellulaires médiées par la protéine F (Smith et al., 2009). Une fois la fusion
des membranes établie, le complexe RNP est libéré dans le cytoplasme de la cellule ou aura lieu
la transcription et la réplication du génome viral dés son entrée. Le complexe de polymérase P-L
va entamer la transcription des ARNm viraux selon un gradient de transcription initié a
I’extrémité 3° du brin d’ARN(-) (Poch et al., 1990, Rima et Duprex 2009). Il en résulte une forte
production de protéines N codées par le géne situé¢ en amont du génome, et une quantité moindre
de protéine L en aval (Griffin 2001) (figure 6). Le passage de ’activité de transcription a celle de
réplication est dépendant de la concentration des protéines N dans le cytoplasme (Plumet, Duprex
et Gerlier 2005). Une concentration élevée de protéines N favorisera ainsi la réplication et une
faible concentration favorisera la transcription (Plumet, Duprex et Gerlier 2005). Les protéines N
se lient toutes les six bases d’acides nucléiques. Cette particularité des paramyxovirus, nommée
régle de six, fait en sorte que le génome viral doit contenir un nombre total de nucléotides
multiples de six afin d’assurer une réplication efficace (Kolakofsky et al., 1998). Les protéines de
I’enveloppe, H et F, sont transportées a la membrane plasmique de la cellule ou elles vont
interagir avec la protéine M (Stricker, Mottet et Roux 1994). L’interaction de complexes RNP
avec la protéine M va induire le bourgeonnement des particules virales a la surface de la cellule et

la libération des virus dans I’environnement de la cellule infectée (Runkler et al., 2007).
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4.4 Pathogenése des morbillivirus

Les morbillivirus sont transmis d’un sujet a I’autre par exhalation ou par contact avec les
excréments (Moss et Griffin 2006). Comme pour le MeV, les premiéres cellules cibles du CDV
sont les cellules immunitaires des amygdales et des cellules lymphatiques dans le tractus
respiratoire supérieur. Le virus est par la suite disséminé par les PBMC circulants infectés dans
les différents organes lymphoides (Esolen et al., 1993, von Messling, Milosevic et Cattaneo
2004), et se retrouve apres 2 a 4 jours dans les ganglions lymphatiques, les plaques de Peyer du
petit intestin et la pulpe blanche de la rate (von Messling, Milosevic et Cattaneo 2004). Aprés une
semaine, le virus a complétement compromis I’ensemble du systéme immunitaire et s’étend
progressivement aux différents tissus épithéliaux. Le virus va se répliquer dans les tissus
épithéliaux infectés tels que la peau (exanthémes), les muqueuses nasopharyngées, les parois
épithéliales des poumons, de I’intestin et de la vessie d’ou il pourra étre relargué dans le lumen et
transmis a un nouvel hote (von Messling, Milosevic et Cattaneo 2004, Beineke et al., 2008,
Takeda 2008). L’affaiblissement du systéme immunitaire et la perte d’intégrité des barricres
épithéliales vont favoriser I’apparition d’infections secondaires. Ainsi, I’infection des épithéliums
coincide avec le développement des signes cliniques tels que fievre, diarrhée, conjonctivite et
pneumonie (Hussey et Clements 1996, Moss et Griffin 2006). Si I’individu ne parvient pas a
contrdler I’infection ou si la réponse immunitaire est insuffisante, I’individu décéde entre deux et
cing semaines suivant D’infection, principalement par suite des complications réliées aux
infections secondaires. Si I’hote parvient a contrdler 1’infection, la phase symptomatique dure de
une a deux semaines et le rétablissement corréle avec le développement d’une réponse

immunitaire contre le virus (figure 7).

Des infections morbillivirales peuvent mener a des complications neurologiques. Dans tous
ces cas, le virus établit I’infection dans le systéme nerveux central pendant la phase aigué de
I’infection systémique. Ceci entraine soit une encéphalite aigué, qui est la principale raison de
déces chez des carnivores sauvages atteints du CDV, soit une persistance & moyen ou long terme,
qui est observée chez des chiens aprés une infection par le CDV et cela des semaines ou des mois
suite au rétablissement (Summers, Greisen et Appel 1984, Vandevelde et Zurbriggen 2005). Dans
le cas de la rougeole, I’incidence de complications neurologiques est de un pour mille cas en ce
qui concerne les phases aigu€s et de un pour un million en ce qui concerne les cas de

complications a long terme (Moss et Griffin 2006).
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Figure 7 : Chronologie de la pathogenése des morbillivirus
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4.5 Réponses immunitaires induites par les morbillivirus

Les cellules immunitaires exprimant le récepteur SLAM tels que les lymphocytes et les
monocytes, sont les premicres cibles du virus (Moss, Ota et Griffin 2004). De ce fait, ’infection
aigu€ causée par les morbillivirus s’accompagne d’une immunosuppression sévére caractérisée
par une leucopénie et une perte de 1’activité proliférative des lymphocytes (Kauffman, Bergman et
O'Connor 1982, von Messling et al.,, 2003, Avota, Gassert et Schneider-Schaulies 2010).
Toutefois, outre les cas d’infection du systéme nerveux central et malgré le fait que I’infection
provoque une immunosuppression sévere de 1’hote, les survivants développent une réponse
immunitaire adaptative qui leur permet d’éliminer 1’agent pathogéne et leur confére une immunité

a vie contre ce dernier.

a) Réponse immunitaire innée

Suite a I’infection, une induction de la synthése de cytokines pro-inflammatoires telles que
I’IL-1, ’IL-6 et les interferons de type I est observée. Celle-ci méne au recrutement des différents
acteurs de I’immunité. Pour contrer cette activation de la réponse immunitaire innée, les
morbillivirus ont la capacité de bloquer les voies de signalisation cellulaire de la cascade
signalétique pro-inflammatoire par 1’intermédiaire de leurs protéines V et C (Gerlier et Valentin
2009). Si malgré I’inhibition de la cascade signalétique, la réponse immunitaire innée parvient a
contenir I’infection, la réponse immunitaire adaptative débutera et pourra participer a

I’élimination du virus.

b) Réponse immunitaire adaptative

La réponse immunitaire cellulaire adaptative joue un réle prépondérant dans I’élimination
de I’infection. Des macaques déplétés en lymphocytes T CDS8" puis infectés avec une souche
pathogene du MeV développent une maladie plus sévére avec une plus forte virémie (Permar et
al., 2003). L’apparition de lymphocytes T CDS8" spécifiques circulant coincide avec le
développement des exanthémes et donc avec la dissémination du virus dans les tissus épithéliaux
et sa transmission (Nanan, Carstens et Kreth 1995). La phase de convalescence est caractérisée
par une prévalence de lymphocytes T CD4+ de type Th2 (Griffin et Ward 1993). Les premiers

anticorps (IgM) dirigés contre le virus sont détectés a partir de 72 h suivant 1’infection et
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perdurent au-dela de la troisiéme semaine. L’apparition d’anticorps de type IgG suit cette derniere
avec un pic de concentration autour des 3 - 4 mois (Helfand et al., 1999). La principale cible des
anticorps neutralisants sont les glycoprotéines H et F (Malvoisin et Wild 1990). L’immunité
adaptative humorale et cellulaire induite par 1’infection permet d’assurer une immunité a vie
notamment due a la faible variabilité qui existe entre les différentes génotypes de virus (Bellini et

Rota 1998).

4.6 Vaccins contre les morbillivirus

1l existe des vaccins contre les principaux morbillivirus, ce sont essentiellement des vaccins
de types vivants-atténués (Montali et al., 1983, Baron et al., 2005, Uzicanin et Zimmerman 2011).
Dans le cas du MeV, les origines du vaccin encore utilisé de nos jours remontent a 1954 lorsque
John Enders et Thomas Peebles parviennent a isoler et cultiver du virus a partir d’un échantillon
prélevé chez un enfant, David Edmonston, lors d’une épidémie de rougeole (Enders et Peebles
1954). Apres de nombreux passages successifs dans des cultures de cellules de reins, des cellules
amniotiques, des ceufs puis des lignées cellulaires d’embryon de poulet, le virus atténué obtenu,
nommé souche Edmonston, fut test¢ comme vaccin (Katz, Enders et Holloway 1960). Lorsque
injecté par voie intramusculaire, le virus est non-pathogénique mais reste capable de stimuler
I’immunité cellulaire, d’induire une séroconversion et la génération d’anticorps neutralisants a un
niveau protecteur (Katz, Enders et Holloway 1960, Katz 2009). Des travaux sur la continuité de
I’équipe de John Enders ont permis d’obtenir la souche Schwartz en 1965 et Moraten en 1968 par
passage successif sur des cultures cellulaires a 32°C du virus de la souche Edmonston (Katz

2009). La souche Moraten est encore utilisée aujourd’hui dans les procédés de vaccination.

Afin de permettre une meilleure diffusion des vaccins qui jusqu’alors nécessitaient des
conditions de conservation et de réfrigération particuliéres et afin de prévenir les risques éventuels
de réversion des virus atténués, des vaccins inactivés ont été produits. A partir de 1960, plusieurs
groupes ont produit des vaccins inactivés a la formaline ou par la chaleur a partir de la souche
vaccinale Edmonston (Solovyev et Lozovskaya 1961, Katz 2009). Toutefois, des cas de rougeoles
atypiques sont apparus chez les individus vaccinés avec une incidence variant entre 15 et 60%
selon les études épidémiologiques (revue par Polack 2007). Ces cas apparaissaient jusqu’a 16 ans
apres la vaccination lors d’une infection naturelle par le MeV et se caractérisaient par une fiévre
plus élevée et plus longue ainsi que des lésions dermiques plus séveres comparativement aux cas

de rougeoles communes. Bien que les causes soient peu connues, ces cas de rougeoles atypiques
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¢taient attributés a une réponse immunitaire cellulaire induite anormale, une faible réponse
immunitaire mucosale induite ou encore une faible induction d’anticorps dirigés contre la protéine
virale F (Griffin et Pan 2009). Suite a ces observations, I’utilisation de vaccins inactivés de la

rougeole a été abandonnée dans les années 1970.

En ce qui concerne le vaccin contre le CDV, un isolat obtenu a partir de tissus de renards
infectés a permis, aprés passages successifs dans des furets puis des ceufs de poule, d’obtenir le
premier virus atténué (Green et Stulberg 1946). Le virus de la souche Onderstepoort est le
principal vaccin actuellement utilisé. Toutefois, bien que le virus soit suffisamment atténué et
immunogeéne pour un usage commun chez le chien, il reste possiblement pathogéne chez certaines
especes de carnivores hautement susceptibles a I’infection tels que les furets, les visons, les

renards et les pandas roux (Barrett 1999).

Afin de faire face a la haute susceptibilité de certaines espéces aux CDV, des vaccins de
type inactivé ont été produits. Cependant les premicres études avec des vaccins inactivés du CDV
n’ont pas permis d’observer de séroconversion suffisante pour étre protectrice (Montali et al.,
1983, Appel et al., 1984). Une nouvelle approche vaccinale a donc été mise en place utilisant des
virus recombinants, le canarypox ou le virus vaccinia, comme vecteurs d’expressions de la
protéine H et F du CDV (Stephensen et al., 1997, Welter et al., 1999). Bien que le vaccin
recombinant canarypox-CDV soit utilisé actuellement (Purevax ®), 1’efficacité sur le long terme
de cette plateforme vaccinale est mise en doute car elle semble nécessiter des ré-immunisations
difficilement conciliables avec des programmes de vaccinations d’espéces sauvages (Barrett

1999).

Une autre approche vaccinale consiste a exploiter la proximité phylogénique du virus du
CDV et du MeV ainsi que la réponse immunitaire croisée naturelle qui existe entre ces deux virus
(Beauverger, Buckland et Wild 1993). Cependant, bien que cette méthode ait été utilisée dans le
contexte de vaccination de chiots pour outre-passer I’immunité maternelle préexistante, cette

immunisation ne suffit pas pour protéger 1’animal adulte lors d’un défi (Appel et al., 1984).

4.7 Les morbillivirus comme vecteur thérapeutique oncolytique et comme vaccin multivalent

Le potentiel oncolytique des morbillivirus a été observé pour la premiere fois dans les

années 1970 lors des campagnes de vaccination contre la rougeole. Il a été rapporté des
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diminutions de cas de lymphomes de Hodgkin ou de Burkitt en conséquence d’une vaccination
contre le MeV (revue par Msaouel, Dispenzieri et Galanis 2009). Récemment, des essais cliniques
en phase 1 ont mis en évidence le potentiel de morbillivirus comme plateforme oncolytique.
Notamment, un virus recombinant de la souche vaccinale de la MeV exprimant I’antigéne
carcino-embryonique (CEA), une glycoprotéine de surface impliquée dans la dissémination des
tumeurs et associée a de nombreux types de cancer, le MeV-CEA permettait de contenir la
propagation de cancers ovariens chez des patientes affectées (Galanis et al., 2010). Dans une
méme optique de traitement anti-cancéreux, les morbillivirus peuvent étre également utilisés
comme vecteur d’expressions dirigés contre les cellules tumorales. A titre d’exemple, des essais
cliniques sont en cours afin d’évaluer le potentiel du MeV comme vecteurs afin d’induire dans les
cellules tumorales 1’expression du symporteur sodium-iodide (NIS). L’expression induite de NIS
dans les cellules tumorales permettraient d’optimiser les traitements anticancéreux via 1’utilisation

d’iode radiomarquée "*'[I] (revue par Msaouel, Dispenzieri et Galanis 2009).

L’aspect sécuritaire des vaccins disponibles contre les morbillivirus ainsi que la capacité
des virus atténués a induire une immunité a long terme en font un choix de prédilection pour le
développement de vaccin bivalents. Ces capacités sont particuliérement intéressantes pour les
virus pour lesquels un vaccin atténué est difficilement envisageable tel que le virus de
I’immunodéficience humaine (VIH) ou les virus d’influenza aviaires hautement pathogenes tels
que les H5NI1. Plusieurs études ont démontré la possibilité d’utiliser le MeV pour induire
I’expression de glycoprotéines exogénes tels que la protéine de 1’enveloppe du VIH (Lorin et al.,
2004), ou son équivalent chez le singe, le VIS (Wang et al., 2001, Zuniga et al., 2007), la
glycoprotéine de surface du virus du Nil occidentale (VNO) (Despres et al., 2005), ou VHB
(Singh, Cattaneo et Billeter 1999). L’utilisation de ces virus recombinants permet 1’induction
d’une réponse immunitaire protectrice contre I’antigéne intégré. Il a été démontré qu’une
immunisation avec un MeV recombinant contenant le géne codant pour la glycoprotéine E du
WNV entre ses génes P et M (P-M) pouvait induire la génération & un niveau protecteur
d’anticorps neutralisants dans des souris exprimant le récepteur CD46 humain (souris CD46)

(Despres et al., 2005).

De maniére similaire, I’immunisation de souris CD46 avec un MeV recombinant contenant
le géne codant pour I’antigeéne de surface du VHB (VHBsag) en P - M permet la génération d’une
réponse humorale dirigée contre le MeV et le VHBsag chez ses souris (Singh, Cattaneo et Billeter

1999). Un MeV recombinant contenant deux exogenes distincts VHBsag et VHBcag intégrés
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respectivement en position P-M et entre les génes H et L (H-L) assure I’expression des protéines
du VHB sans que cela ne nuise a la réplication du virus recombinant. De plus, ses insertions sont
stables méme apres plusieurs passages (Singh, Cattaneo et Billeter 1999). L’ immunogénicité du
virus recombinant est maintenu lorsque les exogenes sont intégrés aux positions P-M et H-L

(Zuniga et al., 2007).

Finalement, il a été démontré avec un virus recombinant du MeV exprimant des génes
codant pour des protéines du VIH en positions P-M ou H-L, qu’il était possible d’induire une
immunité humorale et cellulaire contre le MeV et le VIH chez des souris CD46 et chez des
macaques (Lorin et al., 2004). Cette immunité induite peut étre générée méme si I’animal posséde
déja une immunité contre le virus de la rougeole (Lorin et al., 2004). Ceci démontre qu’un virus
recombinant peut induire la genése d’une immunité dirigée contre son exogéne en outre-passant

I’immunité préexistante.

4.8 Modeles animaux d’infections morbillivirales

Tel que mentionné précédemment, le MeV infecte uniquement les humains et certaines
especes de primates, ce qui limite I’étude directe de sa pathogenése. Les primates non-humains
tels que les macaques rhésus (Macaca mulatta) et cynomolgus (Macaca fascicularis) représentent
donc le premier modéle d’étude du MeV (El Mubarak et al., 2007). Le virus de la rougeole se
réplique également dans le tractus respiratoire et, selon les souches de virus, dans les organes
lymphoides du sigmodon ou « cotton rat » (Sigmodon hispidus) (revue par Niewiesk 2009). De
part sa petite taille et sa capacité a se reproduire rapidement, 1’utilisation des sigmodons comme
modele animal de la rougeole permet 1’étude des drogues antivirales, I’interaction des vaccins
avec l'immunité maternelle et 1’étude des infections secondaires. Outre les singes et les
sigmodons, les souris transgéniques exprimant le CD46 humains ont permis I’é¢tude des premiéres

plateformes vaccinales de la rougeole (revue par Sellin et Horvat 2009).

Contrairement au virus de la rougeole, le CDV posséde un spectre d’hotes naturels trés
large (Barrett 1999). Parmi ceux-ci, le chien (Canis canis) et le furet ont été largement utilisés.
Les deux espéces développent des signes cliniques comparables a ceux que 1’on retrouve chez
I’humain tels que la fievre, les exanthémes, I’immunosuppression et les infections gastro-
intestinal et pulmonaire (Barrett 1999, von Messling et al., 2003). De plus, le furet présente une

forte susceptibilité au CDV et une infection avec une souche sauvage du CDV lui est létale (revue
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par Pillet, Svitek et von Messling 2009). Le développement de nouveaux outils de détection de la
réponse immunitaire dans le modéle furet reste nécessaire a I’amélioration des études vaccinales
dans ce modé¢le. Toutefois, de part les similarités des signes cliniques et la forte susceptibilité du
furet au CDV, celui-ci représente un bon modéle d’étude des approches vaccinales utilisant des

vecteurs morbilliviraux.

36



5 — Problématique, hypotheses et objectifs de travail

Chaque année la grippe est responsable d’environ 325,000 décés et engendre des pertes
économiques élevées, malgré la disponibilité de traitements antigrippaux et de programme de
vaccination. Cela s’explique principalement par 1’apparition de souches résistantes aux
traitements et par les fréquents changements antigéniques a la surface du virus. Ces
problématiques soulévent d’une part la nécessité de développer de nouveaux traitements capables
de limiter la réplication du virus quelque soit la souche rencontrée, et d’autre part la nécessité de

produire des vaccins qui protégent contre une plus grande variété de souches.

Les vaccins inactivés et vivants atténués contre le virus de l’influenza actuellement
disponibles sont basés sur 1’induction d’une réponse immunitaire spécifiquement dirigée contre
les glycoprotéines HA et NA de la souche épidémique prédite. Bien que ces vaccins soient
efficaces et capables d’induire une protection contre la souche ciblée ou ses proches variants, ces
vaccins présentent des limitations importantes : les vaccins inactivés (IV) induisent une immunité
essentiellement humorale sérique contre les protéines HA et NA. Ils ont ainsi une efficacité
limitée en cas de changement antigénique majeur de la souche circulante ou en cas d’émergence
d’un nouveau sous-type. Les vaccins vivant-atténués (LAIV) sont capables d’induire une
protection a plus large spectre, humoral et cellulaire, mucosale et sérique. Toutefois, leur
efficacité a stimuler une immunité est amoindrie selon le passé¢ immunitaire de 1’héte, le LAIV est
moins efficace chez les individus ayant déja été vaccinés ou infectés par le virus de I’influenza.
L’utilisation des vecteurs vaccinaux viraux, spécifiquement des morbillivirus, représente une
alternative intéressante a ces vaccins. Une infection par un morbillivirus entraine la genése d’une
immunité cellulaire et humorale, sérique et mucosale. De plus, des vaccins contre les
morbillivirus sont disponibles, ils sont sécuritaires et les réponses immunitaires induites sont bien

caractérisées.
Dans le cadre de mes études de doctorat, nous avons émis les hypothéses suivantes :
a) I'utilisation de ribozymes ciblant des régions conservées dans le génome d’influenza

administrés comme prophylaxie permettrait de limiter la propagation du virus d’influenza

indépendamment de la souche
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b) I'utilisation d’un morbillivirus recombinant comme plateforme vaccinale contre le
virus de l'influenza permettrait d’assurer une immunité humorale et cellulaire a large spectre

contre ce virus.

Pour tester ma premiére hypothése, j’ai, en collaboration avec les laboratoires des Drs
Bisaillon et Perreault de ’université de Sherbrooke, évalué le potentiel prophylactique de
ribozymes a limiter la réplication du virus de ’influenza. Les candidats les plus prometteurs in

Vitro ont ensuite été évalués in vivo dans le modéle souris.

Pour évaluer ma deuxiéme hypothése, j’ai, dans un premier temps, mis en place un
protocole d’immunisation et de défi utilisant un vecteur morbilliviral chez le furet lors d’une
¢tude visant a évaluer 1’efficacité d’un candidat vaccinal contre le virus de la maladie de Carré
(canine distemper virus, CDV). Par la suite, j’ai établi un protocole d’évaluation de la réponse
immunitaire cellulaire chez le furet par un test d’ELISpot pour I’interféron gamma. J’ai
finalement construit des virus CDV recombinants a partir de la souche vaccinale Onderstepoort,
exprimant des génes de la nucléoprotéine et/ou de la protéine de hémagglutinine d’une souche
HIN1 saisonniére du virus d’influenza. L’expression des protéines d’influenza par les virus

recombinants a été démontrée in vitro.
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RESUME

Les épidémies saisonnicres et les pandémies occasionnelles de virus influenza A représentent un
enjeu sanitaire mondial. L’instabilité génétique du virus lui permet rapidement d’échapper au
systéeme immunitaire de 1’hote et de développer des résistances aux antiviraux. Il est donc urgent
de développer des approches innovantes pour traiter les nouvelles souches émergentes. Basé sur
I’alignement des séquences de 1’ensemble des sous-types du virus d’influenza connus pour
infecter [’humain, nous avons identifi¢ des régions d’acides nucléiques conservées entre ces
différentes populations d’influenza A. Nous avons par la suite développé comme outils
thérapeutiques des ribozymes SOFA-HDV capables de reconnaitrent ses régions conservées et
pouvant cliver de maniére catalytique les ARN messagers viraux ciblés. Les ribozymes les plus
prometteurs ont été sélectionnés par un criblage in silico puis leurs efficacités ont été évaluées lors
de test de clivage in vitro. Une caractérisation plus approfondie de leur efficacité antivirale en
culture cellulaire et lors d’expériences animales chez la souris nous ont conduit progressivement a
I’identification de combinaisons de ribozymes SOFA-HDV aux potentiels prophylactiques,
démontrant I’efficacité de ce principe et le potentiel de cette nouvelle stratégie dans le

développement d’antiviraux contre les virus aux génomes hautement variables.
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ABSTRACT

Influenza A virus seasonal outbreaks and occasional pandemics represent a global health threat.
The high genetic instability of this virus permits rapid escape from the host immune system and
emergence of resistance to antivirals. There is thus an urgent need to develop novel approaches
for efficient treatment of newly emerging strains. Based on a sequence alignment of
representatives from every subtype known to infect humans, we identified nucleic acid regions
that are conserved amongst these influenza A populations. We then engineered SOFA-HDV-
Ribozymes as therapeutic tools recognizing these conserved regions to catalytically cleave the
corresponding viral mRNA targets. The most promising ribozymes were chosen based on an
initial in silico screening, and their efficacy was assessed using in vitro cleavage assays. Further
characterization of their antiviral effect in cell culture and in mice led to the gradual identification
of prophylactic SOFA-HDV-Ribozyme combinations, providing proof-of-principle for the

potential of this novel strategy to develop antivirals against genetically highly variable viruses.
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INTRODUCTION

Influenza A virus belongs to the Orthomyxoviridae family, and its genome consists of
eight fragments of single-stranded RNA of negative polarity. The annual seasonal outbreaks as
well as occasional pandemics constitute major public health threats. During a typical influenza
season, 5-15% of the population in the United States is infected, causing 3 to 5 million people to
suffer from severe illness. Major genetic changes in the circulating strain can result in global
pandemics, which have happened three times in the 20" century, with the most devastating
pandemic killing over 40 million people in 1918-1919 (W.H.O 2003). Influenza pandemics
remain a constant threat because of the unpredictability of the timing, the nature, and the virulence
of the next major antigenic shift or drift (Webster et al., 1992, Luscher-Mattli 2000, Beigel et
Bray 2008).

Currently, the annual vaccine containing the predicted predominant strains represents the
most effective tool for influenza control. Unfortunately, the high genetic variability of the virus
renders the protection incomplete. In the case of a newly emerging strain, vaccination is only
available a few months after the first appearance, leaving the population vulnerable during the
crucial early phase of a pandemic. There are several influenza-specific antiviral drugs available,
namely neuraminidase inhibitors and M2-ion channel blockers, which can be associated with
important gastrointestinal and sometimes neurological side effects (Luscher-Mattli 2000, De
Clercq 2006, Anonymous 2007, Maxwell 2007). Furthermore, drug-resistant strains have emerged
and rapidly spread during the last years (Hurt et al., 2007, Moscona 2009, Cheng et al., 2010).
New antiviral strategies based on RNA interference show encouraging effectiveness both in cell
cultures and in animal models (Ge et al., 2003, Tompkins et al., 2004, Zhou et al., 2007, Zhou et
al., 2008, Abrahamyan, Nagy et Golovan 2009, Cheng et al., 2009, Zhang et al., 2009, Zhigiang
et al., 2010). However, problems of potency, specificity, and/or cell type-dependent responses
illustrate a lack of understanding of the intracellular mechanisms involved. Moreover, the high
sequence specificity of siRNAs reduces their potential to efficiently target newly emerging
strains. There is therefore an important need for the development of new strategies that display

broad-spectrum properties against new influenza strains that arise through antigenic shift or drift.
Ribozymes are RNA molecules that possess catalytic activity, and both artificial and

naturally occurring ribozymes function efficiently in human cells (Tang, Hobom et Luo 1994,

Lazarev et al., 1999, Trang et al., 2000, Bai et al., 2008). The hepatitis delta virus ribozyme
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(HDV-Rz) is derived from a natural motif found in HDV. Based on sequence complementarity,
this ribozyme can specifically recognize and subsequently catalyze the cleavage of target RNA
molecules. Its full activity under physiological conditions and outstanding stability in vivo makes
it particularly attractive for the development as a therapeutic tool (Levesque, Choufani et
Perreault 2002, Asif-Ullah et al., 2007). Molecular engineering has led to the improvement of the
HDV-Rz catalytic motif through the addition of a specific on/off adapter (SOFA) module, which
increases the accuracy of the cleavage while reducing the cleavage of non-specific targets
(Bergeron et Perreault 2005). The resulting SOFA-HDV-Rz has already been successfully used in
human cells to target and discriminate between closely related mRNAs (Fiola, Perreault et

Cousineau 2006, Robichaud, Perreault et Ouellette 2008).

To evaluate the potential of a SOFA-HDV-Rz-based strategy to control influenza, we
initially identified conserved target sequences in all subtypes known to infect the human
population for six out of eight influenza collinear mRNAs, and generated a total of 45 candidate
SOFA-HDV-Rz. The step-by-step screening strategy, consisting of both in vitro and cellular
cleavage assay and in cellulo replication survey, led to the identification of efficient SOFA-HDV-

Rz that were further characterized for their antiviral activity in an influenza mouse model.
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MATERIALS AND METHODS

Bioinformatics analysis

For each of the eight viral mRNA fragments (PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, M, NYS), 20
full-length sequences from the NCBI Influenza Virus Resource (Bao et al., 2008) were chosen
arbitrarily for each of the seven subtypes known to infect humans (HIN1, HIN2, H2N2, H3N2,
H5N1, H7N3, HIN2) resulting in a total of about 2000 sequences analyzed. Sequences were
aligned and analyzed for conserved sequences fulfilling the requirement for a SOFA-HDV-Rz
target (HG*N*¢-N34-N*5.15; H=A, Cor T; N=A, T, G or C; * = conserved nt). The sequence of
the each candidate SOFA-HDV-Rz designed was screened for the potential off-targeting on
human host mRNAs using the RiboSubstrate software (Lucier et al., 2006) with the Human NCBI
build36.2 mRNAs database (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/genomes/H_sapiens/RNA) and standard

settings (BS mismatch = 3; Minimum spacer length = 1; Maximum spacer length = 10).

RNA synthesis

DNA oligonucleotides (IDT) with the following sequences were used for the synthesis of
SOFA-HDV-Rz: a specific SOFA-HDV-Rz_fwd 5’-TAATACGACTCACTATAGGGCCAGC
TAGTTT-BSy.1,-BLi~-CAGGGTCCACCTCCTCGCGGT-P1,-GGGCATCCGTTCGCG-3’

(where BS, BL and P1 indicate the biosensor, the blocker sequence and the P1 recognition
domain, respectively; T7 promoter is in the underlined region) and the universal SOFA-HDV-
Rz rev  5’-CCAGCTAGAAAGGGTCCCTTAGCCATCCGCGAACGGATGCCC -3’. The
double-stranded SOFA-HDV-Rz DNA was obtained after a filling reaction, and SOFA-HDV Rz
RNA was synthesized by a run-off transcription from PCR products as described previously
(Bergeron et Perreault 2005). Briefly, transcriptions were performed in the presence of purified
T7 RNA polymerase (10 pg) (Davanloo et al., 1984) as described previously (Bussiere et al.,
1999), RNaseOUT (20 U, Invitrogen), pyrophosphatase (0.01 U, Roche Diagnostics, Laval, QC,
Canada) and PCR product (2—5 mM) in a buffer containing 80 mM HEPES-KOH pH 7.5, 24 mM
MgCl,, 2 mM spermidine, 40 mM DTT, 5 mM of each NTP in a final volume of 100 ml at 37°C
for 2 h. Upon completion, the reaction mixtures were treated with DNase RQ1 (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) at 37°C for 20 min, and the RNA was purified by a

phenol:chloroform extraction and then precipitated with ethanol.
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Influenza cDNAs of HIN1 A/USSR/90/77 were subcloned in pBluescript SK+
(Stratagene). RNA substrates were synthesized by run-off transcription from Sacll (NEB)
linearized pBluescript-SK+ containing the appropriate cDNA template with the MEGAscript T7
transcription kit (Ambion) according to the manufacturer instructions. For the production of
internally radiolabelled substrate, the transcription reactions were performed in the presence of 5
uM UTP and 6 pmol of a-*P UTP (3000 Ci/mmol, Perkin Elmer). Upon completion, the reaction
mixtures were treated with TURBO DNase (2 U, Ambion) at 37°C for 20 min. The RNA products
were fractionated by denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE; 19 : 1 ratio of
acrylamide to bisacrylamide). The reaction products were visualized by either UV shadowing or
autoradiography. The bands corresponding to the correct size were cut out and the transcripts
eluted overnight at 4°C. The 3’ radiolabelled substrates were generated in a ligation reaction
performed with 50 pmol of purified RNA, 30 pmol of **PcP (3000 Ci/mmol, Perkin-Elmer), 20 U
of RNaseOUT (Invitrogen) and purified T4 RNA ligase (10 pg) in a buffer containing 50 mM
Tris-HCI pH 7.8, 10 mM MgCl,, ImM ATP, 10 mM DTT and 10% DMSO in a final volume of
10 pL at 37°C for 1 h. The products were fractionated by denaturing PAGE, isolated and purified

as described above.

In vitro cleavage assays

SOFA-HDV-Rz cleavage assays were performed in the presence of 1 pmol of either 3’-
(NS substrate) or internally **P-labelled target mRNA (all other substrates) mixed with SOFA-
HDV-Rz (20 pmol) in a 20 pL mixture containing 50 mM Tris-HCI, pH 7.5, and 10 mM MgCl,
and then incubated at 37 °C for 2 h. The reactions were stopped by the addition of denaturing
loading buffer, separated on denaturing 5% PAGE gels, and then analyzed by autoradiography on
a Phosphorscreen (GE Healthcare).

Construction of pDUAL-JU and introduction of SOFA-HDV-Rz and target Influenza
MRNAs

The tet-responsive Pol II promoter Ptight was amplified from the plasmid pTRE-Tight
(Clontech Laboratories, Inc.), cloned in pGEM-T (Promega) and subcloned in pBudCE4.1
(Invitrogen) with the added restriction sites Bbsl and Nhel (NEB). The Pol III promoter PhHI was
amplified from the plasmid psiRNA-hH1GFPzeo (InvivoGen) and cloned in the engineered
plasmid with the added restriction sites BspHI and Sbfl. The two promoters inserted in the

resulting pPDUAL-JU vector were sequenced in both directions to assure that the correct sequences
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were cloned. The different SOFA-HDV-Rz were PCR amplified and inserted after the PhHI
promoter of pDUAL-JU using added Bbsl restriction sites. The PCR products containing the
respective targets were cloned with added Mlul and NotlI restriction sites after the Ptight promoter
of the pDUAL-JU containing or not the DNA sequence of a SOFA-HDV-Rz. The resulting
plasmids were sequenced to verify both the sequences of the SOFA-HDV-Rz and the substrate.

Cell culture and DNA transfection

HEK-293 cells (obtained from the American Type Culture Collection; CRL-1573) were
grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Wisent) supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS, Wisent), ] mM sodium pyruvate and 2 mM L-glutamine at 37 °C in 5% CO2.
Cells were transfected with pTET-ON (Clontech) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen), as per
the manufacturer’s instructions. This pTET-ON vector is used to transform cells so they can
express the Tet-responsive transactivator. Briefly, cells were seeded into 10 cm-dishes plates at
3x10° cells/well and transfected with 24 pg of plasmid DNA that was complexed with the
provided transfection reagent. They were then selected for resistance to G-418 at a final
concentration of 600 pg/ml. G-418-resistant colonies were isolated and screened for the highest
fold-induction (highest expression with lowest background) with the luciferase reporter assay kit

provided by the manufacturer (Clontech).

HEK-293 cells expressing the Tet-responsive element were transfected with the different
pDUAL-JU constructs containing the target with or without SOFA-HDV-Rz. Briefly, cells were
seeded into 12-well plates at 2x10° cells / well and transfected with 1 pg of plasmid DNA that
was complexed with Lipofectamine 2000. The target mRNA expression was induced for 4 or 20 h
with doxycycline (Sigma) at a final concentration of 975 ng/mL prior to RNA extraction with

TriPur (Roche) according to the manufacturer instructions.

Ribonucleic Protection Assay and Northern Blot Hybridizations

For the ribonucleic protection assay (RPA), 5 ug of total RNA extract was processed with
the RPA III™ Ribonuclease Protection Assay Kit (Ambion) as recommended by the
manufacturer. Probes with 3’ and 5’ overhangs of 15 nucleotides were transcribed from PCR

products of pBluescript plasmids containing the fragments described above.
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Northern blot analyses of 10 pg total RNA extract were performed as described
previously (Bergeron et Perreault 2005). The probes to detect the Influenza target or the control
Zeo® mRNA were obtained by a T3 RNA polymerase-based transcription in the presence of 30
pmol of a-*’P UTP (3000 Ci/mmol, Amersham Biosciences) on the pBluescript plasmids
containing the fragments described above, and the B-actin RNA probe was transcribed from
pTRI-B-Actin-Mouse (Ambion). The plasmids were digested to yield run-off transcription
products ranging from 134 nts to 503 nts in length. All probes were prepared with the MAXIscript
T3 transcription kit (Ambion) according to the manufacturer instructions, and hybridizations were
carried out for 16-18 h at 60°C. The membranes were then washed and analyzed by

autoradiography on a Phosphorscreen (GE Healthcare).

Evaluation of antiviral activity in cellulo

Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells (obtained from the American Type Culture
Collection; CCL-34) were seeded in 12-well plates at 4x10° cellules /ml in DMEM supplemented
with 5% FBS. The next day, the cells were transfected with 0.75 pg of two pDUAL-JU plasmids
coding for different ribozymes, but free of any substrate sequence, using Lipofectamine 2000. On
day 2, the medium was replaced by DMEM with 2 pg/ml TPCK-trypsin (Sigma), and the cells
were infected with HIN1 influenza A/Puerto Rico/8/34 (A/PR/8/34) at a multiplicity of infection
(MOI) of 0.1. After 10 h, cells were detached using Versene (Invitrogen), washed once with
phosphate-buffered saline (PBS, Invitrogen), and fixed with Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences).
After incubation with a mouse monoclonal antibody against influenza hemagglutinin (clone
C102; Santa Cruz Biotech) in combination with a goat anti-mouse Alexa647-labeled secondary

antibody (Invitrogen), the percentage of infected cells was quantified by flow cytometry.

In vivo efficacy assessment

Groups of three to five 6 week-old female BALB/c mice (Charles River) were instilled
intranasally with 10 pg each of the same plasmid combinations used for the in vitro replication
experiments, or 20 pug of pEGFP-N1 (Clontech) as transfection control, using In Vivo-jetPEI™
(Polyplus Transfection) as transfection reagent according to the manufacturer's instructions,
followed intranasal infection with 10° TCIDs, of HIN1 A/PR/8/34 6 h later. Animals were
monitored daily for signs of disease. To assess clinical disease severity, a three-step grading
system was used. For Posture, 0 represented normal, 1 slow movement, and 2 back curved and

tousled fur. Activity was graded O for normal, 1 for calm, and 2 for inactive, and weight loss was
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classified as 0 for 0 to 15% loss, 1 for 15 to 20% loss, or 2 for more than 20%. In a second
experiment, all animals were euthanized on day 1 after infection, the lungs were harvested, and
virus titers were determined by limited dilution method and expressed as TCIDsy. The Mann-
Whitney test was used for statistical analyses. All experiments were approved by the institutional
animal care and use committee of the Institut National de la Recherche Scientifique-Institut

Armand-Frappier (#0705-04).

49



RESULTS

Conserved SOFA-HDV-Rz targets are present in six influenza segments.

Even though the emergence of new influenza viruses is highly likely, the exact subtype and
antigenic characteristics are currently impossible to predict. We therefore intended to identify
regions in the viral mRNAs which are conserved in all subtypes that have the potential to cause
disease in humans. Towards this, a bioinformatics analysis was conducted with complete genome
sequences of 20 arbitrarily chosen isolates available in the NCBI Influenza Virus Resource
database for each of the following subtypes: HIN1, HIN2, H2N2, H3N2, H5N1, H7N3, and
HON2. The sequences of each mRNA segment were aligned, and the degree of homology for the
first 1000 nucleotides of each fragment was defined, since targeting the 5’ region of an mRNA is
more likely to result in transcript fragments that can no longer encode a functional protein.
Consistent with the high genetic variability of the viral glycoproteins (Webster et al., 1992,
Khiabanian, Trifonov et Rabadan 2009), neither the hemagglutinin (HA) nor the neuraminidase
(NA) segments contained any conserved regions, while several conserved regions of sufficient

size to be potential SOFA-HDV-Rz targets were identified for the other six segments (Figure 1).

SOFA-HDV-Rz are designed to contain three specific domains for a selected target: a
blocker domain, which locks the catalytic core in an inactive conformation; a biosensor, which
removes the block upon recognition of the target; and a P1 domain which binding results in
cleavage of the targeted RNA (Figure 2). The SOFA module acts through the binding of the
blocker on the P1 domain (Bergeron et Perreault 2005): this short duplex increases the energetic
barrier for non-specific interactions with substrates. The biosensor offers an extended base-pairing
favouring interaction with the genuine substrate; this longer duplex disrupts the hindrance carried
out by the blocker and therefore allows the P1 accessibility for elongated substrate binding and
subsequent target cleavage. Screening of the conserved regions for the appropriate target
sequences (HG*N*6-N3-6-N*9-12: H= A, Cor T; N = A, T, G or C; * = conserved nt)
yielded more than 45 potential SOFA-HDV-Rz. These candidates were then analyzed for possible
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Figure 1. Representation of the conservation study performed on the viral mMRNA fragments
from human influenza A virus. For each of the 8 influenza mRNA fragments (PB2, PB1, PA,
HA, NP, NA, M, NS), up to 20 nucleic acid sequences from the 7 human strains (HIN1, HIN2,
H2N2, H3N2, H5N1, H7N3 and H9N2) were randomly selected and aligned to calculate a
conservation rate at each position. The color gradation schematically identifies the level of
conservation found in the first 1000 nucleotides of the different viral mRNAs. The arrows

indicate the position of the most efficient ribozymes (see Table 1).
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Table 1. In vitro catalytic activity of the selected SOFA-HDV-Rz

Target

PB2

PB1

PA

NP

NS

* Margin of error on the cleavage rate is 10%.

SOFA-HDV-Rz

PB2-177
PB2-324a
PB2-324b
PB1-132a
PB1-132b
PB1-167a
PB1-167b
PB1-296
PB1-907
PA-134a
PA-134b
PA-612a
PA-612b
PA-629
PA-714
PA-716
PA-722a
PA-722b
PA-724a
PA-724b
PA-752a
PA-752b
PA-754
PA-876a
PA-876b
NP-59
NP-173a
NP-173b
NP-710a
NP-710b
NP-744
NP-804
M-172a
M-172b
M-226a
M-226b
M-231a
M-231b
NS-110
NS-128
NS-527a
NS-527b
NS-541
NS-622a
NS-622b

P1

AUCAUCU
UUCCACU
UUCCACU
CCAUGGU
CCAUGGU
UGUUGAU
UGUUGAU
CACAAUU
GGUCAUU
AUAUUGU
AUAUUGU
UCGCCUU
UCGCCUU
UUUCUUU
UAGGCUU
CAUAGGU
CAUCCAU
CAUCCAU
UCCAUCU
UCCAUCU
UGCCCUU
UGCCCUU
CuuGCCcuU
AUCCAUU
AUCCAUU
UGGUGCU
GGUGCAU
GGUGCAU
GUUGCAU
GUUGCAU
UUUGUGU
GAUCUUU
UCUUGUU
UCUUGUU
ACUGGGU
ACUGGGU
CGCUCAU
CGCUCAU
GGGCAUU
CGAAGCU
UAUGUCU
UAUGUCU
GACAUCU
GAAUCUU
GAAUCUU

BS

GGAUAUUUCAU
GGUCCAUU
GGUCCAUUUC
GUAUCCUGUUCC
AUCCUGUUCC
UAUUGGUGUG
UGAAUAUUGGUG
GCCAUUGCUUC
GUGUCCUGAG
UCCAAGUGAG
ACCUCCAAGUG
CUUCAAUUGU
UUUCUUCAAUUG
CCUGUGAUUUCA
CGAAUCCAUC
UUCGAAUCCA
CCGUUCGGUU
CCGUUCGGUUCG
CGUUCGGUU
AGCCGUUCGG
GACAUUUGAGAA
ACAUUUGAGA
UGGACAUUUG
AUGCUUAAUUUU
AAUGCUUAAUU
GUUCAUAAGAC
CACUGAGUUU
CUGAGUUUAAG
UUUCCUUUGA
AAUUUUCCUUU
UGAUCCAUCAUU
AGUGCCAGAAA
GAGGUGACAG
GAGGUGACAGGA
ACGCUGCAGUCC
GCAGUCCUCG
CUACGCUGCAG
CGUCUACGCUGC
AGCCGAUCAAG
GGGACUUGAUC
GACAUCCUCA
UUUGACAUCC
CCAAUUGCAU
CuGCuucucc
ACUGCUUCUC

Cleavage
%*
20
15
7
<1
<1
25
<1
57
<1
38
41
28
33
49
51
54
42
43
38
22
9
11
<1
<1
<1
<1
52
50
<1
<1
<1
54
23
16
7
24
<1
<1
<1
34
75
54
52
31
13
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Figure 2. Schematic drawing of a SOFA-HDV-Rz. The yellow box indicates the SOFA
module. The biosensor and the blocker are illustrated in green and red, respectively. The bold
arrow indicates the cleavage site. S, P1, and P1.1 stand for the substrate, P1 recognition stem, and
the P1.1 pseudoknot, respectively. Without the appropriate substrate, the cleaving activity of the
SOFA-HDV-Rz is locked by the base pairing of the blocker (4 nts) on the P1 recognition
sequence (OFF state). Upon recognition of its specific target, the biosensor (10-12 nts) of the
SOFA module base pairs on the substrate downstream of the cleavage site, which disrupts the
interaction of the blocker on the P1 recognition sequence and therefore allows the formation of
the P1 stem (7 nts) between the ribozyme and the substrate (ON state). This leads to the specific
cleavage of the RNA substrate.
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off-targeting of cellular mRNAs using the RiboSubstrate software (Lucier et al., 2006). Only
SOFA-HDV-Rz displaying a high level of specificity towards influenza mRNAs with a low
probability of interactions with cellular mRNAs were retained for further investigation. The

predicted specificity for each SOFA-HDV-Rz is shown in Table S1.

A subset of SOFA-HDV-Rz shows catalytic activity.

To assess the ability of the selected SOFA-HDV-Rz to target specific influenza mRNA
transcripts, the cleavage efficacy of radiolabeled in vitro synthesized HIN1 A/USSR/90/77
mRNAs was tested under single-turnover conditions ([Rz] > [S]) and analyzed on a denaturant
polyacrylamide gel. Two active ribozymes were found to cleave the 5’ regions of both PB2 and
PB1 mRNAs. The mRNA of PA was targeted by 11 SOFA-HDV-Rz while three different
ribozymes were able to cleave both the nucleoprotein (NP) and matrix (M) mRNAs. Finally, all
but one of the seven ribozymes selected against the NS mRNAs displayed catalytic activity
(Figure 3A and Table 1). The SOFA-HDV-Rz-NS-527a was the most catalytically efficient
molecule, displaying 75% cleavage of the viral NS RNA substrate. Overall, this assay yielded a
collection of 26 SOFA-HDV-Rz that efficiently cleave the collinear mRNAs produced from the

six remaining influenza segments.

Several candidates SOFA-HDV-Rz retain activity in a cellular environment.

To confirm the catalytic activity of the selected SOFA-HDV-Rz in a cellular environment,
plasmids were designed to simultaneously express a SOFA-HDV-Rz and the corresponding target
mRNA. SOFA-HDV-Rz were under the control of a cellular RNA polymerase III promoter, while
viral mRNAs were expressed using a Tet-inducible Pol II promoter (Figure S1). We generated a
HEK-293 cell line stably expressing the Tet-responsive transactivator, which supports activation
of that promoter by doxycycline. That modified cell line was transfected with the dual vector

expressing both the viral RNA and the corresponding SOFA-HDV-Rz.
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Figure 3. Catalytic activity of SOFA-HDV-Rz directed against influenza mRNAS. The
identity of the SOFA-HDV-Rz tested, which contains the target name followed by a number
indicating the cleavage site and a lower case when more than 1 ribozyme targets the same site, is
listed above the gels. A negative control (No Rz) was performed in the absence of any SOFA-
HDV-Rz. (A) 3'-radiolabeled RNA substrate consisting of the influenza NS mRNA was incubated
with a SOFA-HDV-Rz at 37°C for 2 h in presence of magnesium in Tris-HCI buffer pH 7.5. The
reaction products were separated on PAGE and visualized by phosphorimaging. The positions of
the substrate and 3’ end product are indicated. (B) Ribonucleic protection assay on total cell
extract prepared from Tet-modified HEK-293 cells transfected with pDUAL-JU expressing both
the NS target (induced for 20 h) and the SOFA-HDV-Rz. The bands corresponding to the
substrate mRNA are normalized with Zeo® reference mRNA from the pDUAL-JU vector. The

levels of Zeo® and NS mRNAs are presented in the upper and lower panel, respectively.
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Target mRNA expression was first detected after 4 h and peaked around 20 h after
doxycycline induction (data not shown). To assess cleavage efficacy, total cellular RNA was
extracted and analyzed by ribonucleic protection assay (RPA) using specific probes for each
target mRNA as well as GAPDH and zeoR mRNA for cellular RNA and plasmid controls,
respectively. Results were confirmed by Northern blot hybridization. The reduction in target
mRNA levels remained constant between 4 h and 20 h of induction, i.e. at low and high target
abundance. Of all the SOFA-HDV-Rz that showed activity for their respective synthetic target
RNA, only one candidate retained activity in the cellular context for PB1, PB2, and the NP, while
two candidates led to an appreciable reduction in the levels PA and M mRNAs, and four of the
NS-specific SOFA-HDV-Rz remained active (Figure 3B). It should be noted that one NS-specific
ribozyme (SOFA-HDV-Rz-NS-527b) could not be assayed since its primary sequence
encompasses a Pol III stop signal. For all the SOFA-HDV-Rz that exhibited a significant cleavage
activity, a P1.1 inactive mutant, which consists in replacing the nucleotides forming the
pseudoknot LI (i.e. including two GC bp) by for 4 adenosines, was constructed. These
substitutions prevent the formation of the pseudoknot LI, a crucial step in the folding pathway,
thereby inhibiting its catalytic activity (Nishikawa et Nishikawa 2000, Deschenes et al., 2003).
Using such controls, we observed in most of the cases a reduction in the overall levels of the
targeted mRNAs in cellular assays (data not shown) that most likely results from antisense effect,
since those mutants retain the ability to fully bind the target. For example, the active and inactive
SOFA-HDV-Rz-NP-804 displayed a 38% and 24% reduction of the target mRNA, respectively.
More importantly, the reductions observed with the active ribozymes were more significant than
their respective inactive version in all cases (data not shown), supporting that they resulted from

the cleavage action.

Combined SOFA-HDV-Rz displays antiviral activity.

To evaluate the antiviral activity of the catalytically active SOFA-HDV-Rz, we
established a flow cytometry-based assay allowing us to quantify the proportion of infected cells.
Toward this, Madin-Darby canine kidney (MDCK) cells, which are naturally susceptible to
influenza infection, were first transfected with SOFA-HDV-Rz encoding plasmids and then
infected with HIN1 A/Puerto Rico/8/34 (PRS8) at a multiplicity of infection (MOI) of 0.1. An
antibody against the HA protein was chosen to ensure an unbiased detection of infected cells,

since none of the ribozymes target this particular glycoprotein. Moreover, combinations of two
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SOFA-HDV-Rz targeting the same or different viral mRNAs were transfected simultaneously.
Ten hours after infection, around 30% of the non-treated cells expressed the HA protein (Figure
4A). While no improvement was seen for the combination of PA- and NS-targeting ribozymes,
both the SOFA-HDV-Rz-M-172a/-M-226b and -NS-541/-NP-804 pairs resulted in a small
reduction in the number of HA-positive cells (Figure 4A). No significant effect was observed for

individually transfected ribozymes (data not shown).

Only the NS/NP combination retains antiviral activity in vivo.

The previous result does not provide any information on the actual number of viral
particles produced in the presence of active ribozymes. It only indicates that a smaller number of
infected-cells are actually detected in the presence of certain ribozyme combinations. Considering
that a partial reduction of viral titer can potentially cause a significant decrease in disease severity
since the immune system contributes importantly to the control of influenza replication and
spread in vivo, we further investigated the extent of morbidity reduction and viral inhibition by the
SOFA-HDV-Rz combinations in a mouse model. To validate the in vivo transfection protocol,
mice were initially transfected intranasally with an eGFP expression plasmid using In Vivo-
JetPEI as transfection agent. Twenty-four hours later, eGFP expression was detected throughout
the lower respiratory tract, confirming efficient delivery to the site of influenza infection (data not
shown). To assess in vivo efficacy, the different SOFA-HDV-Rz combinations were instilled
intranasally, followed by infection with 10° 50% tissue culture infectious doses (TCIDs) of PR8 6
h later. Considerable variability of clinical disease severity was observed in groups treated with
the control eGFP plasmid or the SOFA-HDV-Rz-PA-714/-PA-722a, -PB1-167a/-PB2-177, and -
NS-527a/NS-622a combinations, while all animals in the —-M-172a/-M-226b and -NS-541/-NP-
804 treated groups were protected from severe disease and death (Figure 4B). Mice transfected
with the SOFA-HDV-Rz-NS-541/-NP-804 combination displayed especially lower clinical scores
than the average controls. To examine the direct inhibitory effect on virus replication, animals
were transfected with the same SOFA-HDV-Rz combinations, followed by infection with PR8
after 6 h and sacrifice 24 h after infection. Quantification of viral titers in lung tissue revealed
that only the SOFA-HDV-Rz-NS-541/-NP-804 combination significantly inhibited virus
replication at early times after infection, with up to 1000-fold reduction in viral titer seen in some

individuals (Figure 4C).
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Figure 4. Antiviral activity of SOFA-HDV-Rz (A) in cells and (B and C) in vivo. (A) MDCK
cells were transfected with the indicated SOFA-HDV-RZ combinations, and infected with PR8 at
a MOI of 0.1 after 24 h. Ten hours later, the cells were fixed and stained with a monoclonal
antibody against HA. The percentage of HA-positive cells detected in three independent
experiments is shown. Error bars indicate standard deviation. (B and C) BALB/c mice were
transfected intranasally with the indicated SOFA-HDV-Rz combinations and challenged with 10
50% tissue culture infectious doses (TCIDsy) of PR8 6 h later. (B) Clinical score on day 3 after
infection. The clinical score represents a combination of posture, activity, and weight loss scores
evaluated on a 0-1-2 scale as detailed in materials and methods. Results from 2 independent
experiments are shown, and each symbol represents one animal. (C) Viral lung titers on day 1
after infection. Animals were sacrificed 24 h after infection and the lung was harvested. Titers are
expressed as TCIDsy per mg of tissue. Student’s t-test : asterisk, P < 0.05; three asterisks, P <

0.001.
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Multiple cloning site (MCS) 1 : 1-88
Human H1 Promoter (P,,,,) : 89-207
EM7-alpha-peptide : 208-541
Terminateur hH1(T,,,) : 542-567
MCS 1': 568-627

Zeocin™ resistance gene : 1004-1378 (complementary strand)
EM7 Promoter : 1397-1451 (complementary strand)
SV40 early promoter : 1488-1810 (complementary strand)

MCS 2 : 1828-1882
P, Tet-responsive promoter : 1891-2206
Tet response element (TRE,,,) : 1891-2140
Location of the 7 tetO 19-mers: 1900-1918; 1936-1954;
1971-1989; 2007-2025; 2043-2061; 2078-2096; 2114-2132.
Fragment containing P,,,cuo: 2145-2205
TATAA box: 2168-2174
MCS : 2244-2293
SV40 polyadenylation sequence : 2295-2495
MCS 2': 2498-256.

pUC origin (high copy number) : 2671-3344

Figure S1. Schematic representation of the plasmid designed to simultaneously express a
SOFA-HDV-Rz and the corresponding target mMRNA. SOFA-HDV-Rz are under the control of
a cellular RNA polymerase III promoter, while viral mRNAs are expressed using a Tet-inducible

Pol II promoter.
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Table S1. Predicted specificity of the selected SOFA-HDV-Rz

Target SOFA-HDV-Rz RS rate
PB2 PB2-177
PB2-324a u
PB2-324b
PB1 PB1-132a
PB1-132b
PB1-167a u
PB1-167b
PB1-296
PB1-907
PA PA-134a
PA-134b
PA-612a
PA-612b
PA-629
PA-714
PA-716
PA-722a u
PA-722b
PA-724a u
PA-724b
PA-752a
PA-752b
PA-754
PA-876a
PA-876b
NP NP-59
NP-173a
NP-173b
NP-710a
NP-710b
NP-744
NP-804
M M-172a [
M-172b
M-226a
M-226b
M-231a
M-231b
NS NS-110
NS-128
NS-527a
NS-527b
NS-541
NS-622a
NS-622b

Predicted specificity (N
Low High 63



DISCUSSION

We have developed a step-by-step strategy to achieve efficient and affordable selection of
therapeutic molecules against conserved regions of a broad range of influenza A subtypes. This
strategy capitalizes on an in silico analysis of all subtypes known to infect the human population,
allowing an inexpensive and time-saving identification of regions that are conserved over time
and regardless of reassortments. We designed SOFA-HDV-Rz to target those identified regions
and catalytically cleave the mRNA, which are subsequently degraded by the host cellular
machinery. The most promising candidates were further evaluated first in in vitro assays to assess
catalytic activity, and then regarding their antiviral activity in cell culture and in vivo, yielding
two combinations with promising prophylactic activity. Our study thus provides proof-of-
principle for the identification of candidate HDV-SOFA-Rz with antiviral activity against a highly

variable RNA virus.

The lack of proof-reading capacity of the viral polymerase, the high replication rate and
short replication time are the cause of the high genetic variability inherent to RNA viruses, unless
there is functional pressure to maintain specific nucleotides (Ilyinskii et al., 2009, Khiabanian,
Trifonov et Rabadan 2009). The extensive in silico conservation study, which to our knowledge is
the first of its kind, allowed the identification of several such stretches of conserved nucleotides
sufficiently long for efficient SOFA-HDV-Rz targeting in all but the two viral mRNAs coding for
the viral glycoproteins NA and HA. These two major surface glycoproteins are highly variable
due to the continuous antigenic pressure (Webster et al., 1992, Robbins et al., 2008, Khiabanian,
Trifonov et Rabadan 2009) and were thus excluded from the study. Therapeutic molecules
targeting regions identified through this process are thus expected to display broad-spectrum
specificity and are likely to retain efficacy against new strains, thereby overcoming the main
weakness of all antiviral strategies targeting nucleotide sequences (Tang, Hobom et Luo 1994,

Boden et al., 2003, Ferguson, Galvani et Bush 2003, Haasnoot, Westerhout et Berkhout 2007).

The HDV-Rz is one of the rare examples derived from an RNA species found to infect
human cells, therefore being naturally optimized to fully function in physiological conditions
(Levesque, Choufani et Perreault 2002, Asif-Ullah et al., 2007). A SOFA module has been
engineered to improve its catalytic characteristics, greatly increasing its fidelity (Bergeron et

Perreault 2005). The in vitro activity of many SOFA-HDV-Rz designed to target conserved
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regions identified with the bio-informatics of six collinear viral mRNA was evaluated, as
targeting the viral mRNA might be more effective than the genomic RNA due to its higher
abundance and lack of encapsidation by the NP protein (Haasnoot, Westerhout et Berkhout 2007).
Since RNA molecules can have long-range interactions, working with in vitro synthesized full-
length target RNA is likely to be an accurate way to evaluate the potential of the effective
candidates in regards of the tridimensional accessibility. Roughly half of the potential candidates
showed appreciable catalytic activity, which is in the same range as other studies done with long
RNA and SOFA-HDV-Rz (Robichaud, Perreault et Ouellette 2008, Levesque et al., 2010, Laine
et al., 2011). The ineffectiveness of the rejected candidates could be explained either by
inaccessibility of the target RNA or by kinetic trapping of the SOFA-HDV-Rz in an inactive
conformation, which could be attributed to diverse interaction between different parts of the
molecule. In particular, the biosensor interaction with the J4/2-P2 region (Figure 2) is known to
inhibit the catalytic activity. Such example is found in the SOFA-HDV-Rz-NP-710a and its 7
consecutive nts that could be base-paired with that area. An elevated blocker strength is also
detrimental for the release of the P1 and successive substrate recognition. This situation is found
in SOFA-HDV-Rz-PB1-132a and -PB1-132b that have an elongated blocker (from the continuous
biosensor nts) of 6 nts containing 4 strong G-C bonds. With the high potential of this novel class
of therapeutic ribozyme, it would be of great interest to learn which criteria could discriminate
between an intrinsically functional or inactive SOFA-HDV-Rz. The information gathered from
the SOFA-HDV-Rz panel produced in this project is currently under investigation to develop new

screening and selection criteria to improve the yield of active molecules in future studies.

Around half of the catalytically active SOFA-HDV-Rz failed to display sufficient activity
in cellular assays, either due to a differential reaching of the target (divergent conformation or
protection through interaction with host factors) or to an inhibited state of the ribozyme. The
observed effect of the active candidates is necessarily the sum of antisense and cleavage action,
leading to the development of powerful antisense-enhanced ribozymes (Tang, Hobom et Luo
1994, Kumar et al., 2010). However, the antisense effect in some cases was really minimal while
all ribozymes were shown to actively cleave the mRNAs, although at different levels. The use of
certain combinations of ribozymes clearly reduces the probability of generating escape mutants
(Boden et al., 2003, ter Brake et al., 2006). Therefore, combinations of SOFA-HDV-Rz chosen
from the collection of catalytically active molecules were tested for their antiviral effect in
infected cells. While most of the combinations targeting the same RNA showed no increase in

activity, all the SOFA-HDV-Rz duos targeting different viral mRNAs inhibited viral growth,
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indicating a synergic effect. However, it is too early in our investigation to comment on how the
synergic effect precisely takes place and/or on the steps of the viral replication cycle that are the
most affected by the action of the ribozyme. The slight decrease of infected cells in the replication
assays is explained by the sorting system which scores positive for an infected cell independently
of its viral titer (Figure 4A). The efficient SOFA-HDV-Rz combinations also reduced viral
replication in lungs and protected animals from severe illness, whereas combinations that were
unable to inhibit viral replication in cell culture had no beneficial effect in vivo. The SOFA-HDV-
Rz NS-541 / NP-804 duo led to a one order magnitude difference in peak lung titers, which is in a
range previously shown to correlate with decreased disease severity (Haasnoot, Westerhout et
Berkhout 2007). It will be of great interest to investigate further combinations and to extend the
clinical evaluation to post-exposure treatment in order to gain insight in the curative prospect of
SOFA-HDV-Rz. Respiratory viruses such as influenza A are ideal target for nucleic acid therapy
since the upper airways and even lungs are relatively accessible for gene delivery systems

(Haasnoot, Westerhout et Berkhout 2007).

In summary, our study constitutes a proof-of-principle for a new strategy to find
therapeutic molecules against highly variable RNA viruses using influenza A as a prototype. Our
approach offers an inexpensive and time-saving way for the development of any RNA
recognition-based design, starting with the identification of conserved nucleic acid regions by in
silico analysis. A step-by-step selection strategy with increasing stringency from in vitro catalytic
cleavage evaluation to in vivo efficacy assessment yielded a panel of SOFA-HDV-Rz that target
influenza A virus mRNAs. This innovative system led to the identification of potent SOFA-HDV-
Rz against which emergence of resistance would be unlikely giving the conserved nature of the

targeted nucleotides.
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RESUME

Le CDV peut infecter une grande variété de carnivores, et durant les derniéres décennies,
le CDV a été responsable de plusieurs épidémies dans différentes populations sauvages de
carnivores. Puisque le vaccin vivant-atténué actuellement disponible n’est pas
suffisamment sécuritaire dans certaines especes hautement susceptibles, nous avons
construit un virus chimérique combinant le complexe de réplication de la souche
vaccinale de la rougeole, la souche Moraten, avec I’enveloppe d’un isolat récent d’une
souche sauvage du CDV. Le virus résultant ne causait pas de maladie ou
d’immunosuppression chez le furet et leur conférait une protection lors d’un défi avec une
souche sauvage létale, démontrant ainsi son potentiel dans les efforts de conservation des

especes sauvages.
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ABSTRACT

CDV infects a broad range of carnivores, and over the past several decades it has caused
outbreaks in a variety of wild carnivore populations. Since the currently available live-
attenuated vaccine is not sufficiently safe in these highly susceptible species, we
produced a chimeric virus combining the replication complex of the measles Moraten
vaccine strain with the envelope of a recent CDV wild type isolate. The resulting virus
did not cause disease or immunosuppression in ferrets and conferred protection from
challenge with a lethal wild type strain, demonstrating its potential value for wildlife

conservation efforts.
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INTRODUCTION

Canine distemper virus (CDV) and measles virus (MeV) are related members of
the genus Morbillivirus within the Paramyxoviridae family. Morbilliviruses cause severe
disease in their respective hosts, which is characterized by fever, rash, diarrhea, nasal
discharge, conjunctivis and occasional neurologic complications (von Messling et al.,
2003, Moss et Griffin 2006). MeV has a narrow natural host range restricted to humans
and certain non-humans primates, while CDV infects most of the carnivorous species
including Canidae, Mustelidae, Procynoidae, and some Felidae (Barrett 1999). Over the
past decades, CDV has caused several fatal outbreaks in wild carnivores, including the
deaths of almost all African wild dogs (Lycaon pictus) in a Tanzanian reserve, about
10 000 Caspian seals (Phoca caspica), and around 35% of Serengeti lions (Panthera leo)
in an African national park (Roelke-Parker et al., 1996, van de Bildt et al., 2002, Kuiken
et al., 2006).

These outbreaks have resulted in increasing interest in a safe and efficient CDV
vaccine for highly susceptible species. The modified-live vaccine, which elicits robust
immunity in dogs, retains sufficient virulence to cause severe disease and death in more
susceptible species (Barrett 1999). In contrast, the recently approved recombinant
canarypox vaccine, which expresses the CDV fusion (F) and hemagglutinin (H) proteins,
is safe for all CDV host species but induces a weaker response, thus requiring regular re-
immunization (Stephensen et al., 1997). While repeat inoculations are easily integrated in
routine care of zoo animals, this approach is less feasible in the context of wild life

conservation efforts.

Even though MeV and CDV only cause disease in their respective hosts, artificial
inoculation usually leads to an immune response with cross-reactive activity between the
two viruses [8]. This has long been exploited by vaccinating puppies with the MeV
vaccine in the presence of maternal antibodies. The resulting immune response includes
epitopes conserved between MeV and CDV thereby conferring a certain level of

protection (Sheshberadaran et al., 1986). However, to induce long-term protection, these
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animals will have to be re-immunized with the modified-live vaccine once the maternal
antibodies have disappeared (Appel et al., 1984), again reducing the applicability of this

approach to wildlife.

To combine the benefit of the long-lasting CDV-specific immunity elicited by the
live-attenuated vaccine with the safety associated with the heterotypic MeV
immunization, we produced a chimeric virus, in which the replication complex of the
MeV Moraten vaccine strain was combined with the envelope proteins of a recent wild
type CDV strain. After evaluating the replication competence and growth phenotype of
the chimeric virus in VerodogSLAMtag cells and ferret peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs), its safety and efficacy was assessed in ferrets.
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MATERIALS AND METHODS

Cells and viruses

VerodogSLAMtag (von Messling et al., 2003) cells and 293T cells (ATCC CRL-
1573) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM: Invitrogen)
supplemented with 5% fetal calf serum (Invitrogen). The MeV Moraten vaccine strain
(MVvac) [11], and the CDV wild type strain 5804P (von Messling et al., 2003), its
enhanced green fluorescent protein (eGFP)-expressing derivative 5804PeH [12] and the
eGFP-expressing vaccine strain Onderstepoort (CDV-eGFP) (Suter et al., 2005), were
grown in VerodogSLAMTtag cells.

Generation of a chimeric MeV with the CDV envelope

Using extension PCR (Ho et al., 1989), the untranslated region between the MeV
phospho (P)- and matrix (M) protein genes was connected to the start of the CDV M gene
up to the unique Spel site, and the end of the hemagglutinin (H) gene from the Rsrll site
was connected to the MeV untranslated region between H and the polymerase (L) gene.
The resulting fragments together with the Spel/Rsrll fragment obtained from p5804P by
digestion were cloned into the MVvac backbone using the unique Sacll and Spel
restriction sites, yielding MVvac58Penv. The recombinant virus was recovered as
described before (Anderson et von Messling 2008). Briefly, the full-length plasmid was
transfected into semiconfluent 293 cells together with MeV nucleoprotein (N), P, L, and
T7 polymerase expression plasmids (Martin, Staeheli et Schneider 2006), using
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Two days post-transfection, cells were transferred on
VerodogSLAMtag cells seeded at 50% confluency, and syncytia were subsequently
transferred on fresh VerodogSLAMtag cells to produce virus stocks.

For virus growth curve analyses, VerodogSLAMtag cells were infected at a
multiplicity of infection (MOI) of 0.01. Samples were harvested daily for 5 days
following the infection, and the cell-associated and cell-free virus titers were determined
by limited dilution. Photographs were taken using an Eclipse TE2000-U microscope with
a DXM1200F digital camera (Nikon).
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Ferret vaccination and challenge experiments

Unvaccinated male ferrets (Mustela putoris furo) 16 weeks or older (Marshall
Farms) were used for all studies. The experiments were performed as described
previously (von Messling et al., 2003) and were approved by the institutional animal care
and use committee of the INRS-Institut Armand-Frappier. Groups of three animals were
infected intranasally or intramuscularly with 10° 50% tissue culture infectious doses
(TCIDs) of MVvac58Penv or intranasally with 10° TCIDsy of 5804PeH. Body
temperature and clinical signs were recorded daily, and blood samples were collected
twice weekly for the first 2 weeks post-infection and weekly thereafter. To assess clinical
disease severity, a three-step grading system was used. For rash, O represented no rash, 1
localized rash, and 2 generalized rash. Fever was graded 0 for no fever, 1 for temperatures
above 39°C, or 2 for temperatures above 40°C, and weight loss was classified as 0 for O -
5% loss, 1 for 5-10% loss, or 2 for more than 10%. For the total white blood cell count,
10 ul of heparinized blood was added to 990 ul of a 3% solution of acetic acid, and
nucleated cells were counted. Cell-associated viremia was quantified by limited dilution
of infected white blood cells isolated from the same blood sample after hypotonic
erythrocyte lysis, and expressed as TCIDsq per 10° cells, as previously described [11].

Antibody response assessment

Total antiviral IgG antibodies were quantified by immunoperoxidase monolayer
assay (IPMA) as previously described (von Messling et al., 1999). Briefly,
VerodogSLAMtag cells in 96-well plates were infected with 5804P at an MOI of 0.01
and incubated at 37°C for 2 days until easily detectable syncytia appeared. The plates
were then washed once with phosphate-buffered saline (PBS, Invitrogen), dried, and fixed
at 65°C overnight. CDV-specific IgG antibodies in ferret serum samples were quantified
by adding serial twofold dilutions to the plates, starting at a dilution of 1:100 in PBS,
followed by incubation with a peroxidase-labeled, anti-ferret IgG secondary antibody
(Bethyl). Virus-specific staining was visualized by staining with 3-amino-9-
ethylcarbazole solution (Sigma), and titers were expressed as reciprocals of the highest

antibody dilution at which viral antigen was detected by light microscopy.
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Neutralizing antibodies were quantified by serum neutralization assay. Briefly,
serial dilutions of serum samples starting at a dilution of 1:10 were incubated with 10
TCID® of CVD-eGFP and incubated for 15 min, before, 3 x 10* VerodogSLAMtag cells
were added. Plates were read once syncytia formation was readily recognizable after 3
days, and the titer was expressed as the reciprocal dilution at which syncytia formation
was first detected.

In vitro infection of PBMCs

Ficoll-purified PBMCs were seeded in 12-well plates, activated with 100 pg/mi
phytohemagglutinin (PHA, Sigma) for 4h, and infected with 5804P, MVvac58Penv or
MVvac, respectively, at a MOI of 0.01. Supernatants and cells were harvested daily for 4
days, and the number of infected cells was quantified by flow cytometry after staining
with either a fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugated polyclonal goat antiserum
directed against CDV (VMRD) for 5804P, or a FITC-conjugated monoclonal antibody
directed against the MeV nucleoprotein (Chemicon International) for MVvac and
MVvac58Penv. The virus titer in the supernatants was quantified by limited dilution
method.
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RESULTS

The chimeric MVvac58Penv virus retains a parental growth phenotype

Even though the currently available live-attenuated CDV vaccines are safe and
highly efficacious in dogs, they remain virulent in highly susceptible species, and are
therefore unsuitable for wildlife conservation efforts (Barrett 1999). To retain the long-
term immunity induced by a live-attenuated vaccine but eliminate any risk of disease
development, we produced a chimeric MeV vaccine strain that carries the envelope of a
recent CDV wild type isolate (Fig. 1A). In VerodogSLAMtag cells, which are equally
permissive to MeV and CDV infection, the chimeric virus displayed growth
characteristics similar to the parental strains, with cell-associated virus titers one to two
logs above the respective cell-free titers (Fig. 1B and C). No differences in syncytia
phenotype were observed in these cells (Fig. 1D), indicating that the envelope transfer did
not affect the viability of the chimeric virus in vitro.

MVvac58Penv replicates efficiently in ferret PBMCs

Immune cells are one of the main morbillivirus targets, and the extent of their
infection influences disease severity as well as the kinetics of the antiviral immune
response (von Messling et al., 2003, de Swart et al., 2007). To determine the ability of the
chimeric virus to establish a productive infection in immune cells of one of its natural
hosts, PHA-activated ferret PBMCs were infected with the chimeric or parental viruses at
a MOI of 0.01. Quantification of infected cells by flow cytometry revealed that 5804P
infection resulted in a gradual increase starting after two days, reaching around 50% after
four days, while MVvac was unable to replicate in ferret cells (Fig. 2A). The chimeric
MVvacb8Penv led to 25% infected cells within the first 24 h, and infection levels
consistently increased to reach over 50% after four days (Fig. 2A). However, this faster
dissemination did not result in higher virus production (Fig. 2B), suggesting that the
overall replication efficiency of the chimeric virus in ferret PBMCs is similar to the

parental wild type CDV strain.
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Figure 1

Generation and in vitro characterization of a chimeric MeV with CDV envelope. (A)
Schematic drawing of the parental CDV and MeV and the chimeric virus generated. The genomes
are drawn to scale. Gray or white boxes represent open reading frames and untranslated regions,
originating from the MeV or CDV backbone, respectively. The genes are indicated by their
respective abbreviation. (B and C) Growth curves of the parental viruses MVvac and 5804P and
the chimeric virus MVvac58Penv in VerodogSLAMtag cells expressed as titers of cell-associated
(B) and released virus (C). Cells were infected with a multiplicity of infection (MOI) of 0.01, and
samples were harvested daily for five days. Titers are expressed as 50% tissue culture infectious
doses (TCIDsp). Data points represent the average of at least four experiments, and error bars
indicate the standard deviation. (D) Syncytia formation in VerodogSLAMtag cells. Cells were
infected with a MOI of 0.01 and overlaid with 0.5% methylcellulose. Photographs were taken 72
h post infection using phase contrast at 1200x magnification.
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Figure 2

Infection and dissemination characteristics of the different viruses in ferret peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs). Ficoll-purified ferret PBMCs were activated with 10ug/ml
phytohemagglutinin for 4 h prior to infection with MVvac, 5804P, or MVvac58Penv at a MOI of
0.01. (A) Proportion of infected cells and (B) virus production over 4 days after infection. Cells
were harvested daily and stained with a directly FITC-labeled anti-CDV, for 5804P, or anti-MeV
antibody, for MVvac and MVvac58Penv, recognizing the N protein. The percentage of infected
cells was determined by flow cytometry, using as control uninfected PBMCs stained with the
respective antibody. Cell-free virus production was assessed by titration of the supernatant from
harvested cells using limited dilution method. Titers are expressed as TCIDs,. Data points

represent the average of at least four experiments, and error bars indicate the standard deviation.
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MVvac58Penv elicits a robust antibody response without causing disease in ferrets

Ferrets succumb to the infection with wild type strains 3-5 weeks after infection,
thereby mirroring the sensitivity many of the wild carnivores threatened by CDV
outbreaks. To assess the virulence of the chimeric MVvac58Penv, we inoculated groups
of three ferrets either intranasally or intramuscularly with 10° TCIDs,. None of the
animals developed fever (Fig. 3A), weight loss, rash, or other clinical signs (data not
shown), and not even a transient leukopenia was observed (Fig. 3B). Weak cell-
associated viremia close to the detection level of 10 TCIDs, was observed at day 7 after
infection in two out of three animals in each group (data not shown), demonstrating that
the immunization resulted in limited systemic dissemination regardless of the route of
inoculation. All animals mounted a strong antiviral antibody response (Fig. 4A), and
developed detectable neutralizing antibody titers around 80 (Fig. 4B), which is considered

the cutoff for protection.

Immunization with MVvac58Penv protects from lethal challenge

To evaluate the protection conferred by vaccination with MVvac58Penv, the
animals were challenged two months after vaccination with 10° TCIDs, of 5804PeH,
which is lethal for ferrets within 2-3 weeks (von Messling, Milosevic et Cattaneo 2004).
This virus expresses GFP from an additional open reading frame introduced between the
H and L genes, enabling the direct identification of infected cells. All vaccinated ferrets
survived the challenge while unvaccinated control animals had to be euthanized on day
12 after infection because they had reached experimental end points. These animals
started to develop an increase in body temperature and weight loss around one week after
infection, coinciding with the onset of rash, conjunctivitis, and stomatitis (Fig. 5A and B).
Both, fever and weight loss, accelerated over the next days, leaving the animals
increasingly dehydrated. In contrast, vaccinated ferrets developed at most a mild transient
rash between days 8 and 12, and experienced no change in body temperature or weight
loss. Even the age-appropriate weight gain of animals in the intranasally vaccinated
groups, which were at the end of their growing phase at the time of challenge, continued

uninterrupted. Low levels of cell-associated
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Figure 3

Immunization of ferrets with MVvac58Penv. (A) Body temperature and (B) leukocyte count of
immunized animals. Groups of three ferrets were inoculated intranasally or intramuscularly with
10° TCIDs, of MVvac58Penv. Animals were observed daily for 5 weeks after inoculation, and the
body temperature was measured. Blood samples were collected twice weekly during the first
week and weekly thereafter. Leukocytes were counted at each time points. Data points represent
the average of each group, and error bars indicate the standard deviation.
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Figure 4

Antibody response after immunization. (A) Total IgG and (B) neutralizing antibody (NAB)
titers detected at different time points over 5 weeks following intranasal or intramuscular
immunization with MVvac58Penv. Total IgG antibodies were quantified by IPMA, and
neutralizing antibodies were measured by serum neutralization assay against CDV. Titers are
expressed as reciprocals of the highest antibody dilution at which viral antigen or syncytia
formation were observed. Data points represent the average of each group, and error bars indicate

the standard deviation.
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virus were detected in all animals on day 3. However, the vaccinated ferrets controlled the
infection, and all virus was cleared by day 10, whereas unvaccinated animals showed the
characteristic increase in virus titers, reaching values above 10* infectious doses per 10°
cells (Fig. 5C). This increase in cell-associated viremia correlated with a dramatic drop in
leukocyte numbers (Fig. 5D). In contrast, intramuscularly inoculated group displayed
only a mild leucopenia on day 7, and the intranasally immunized animals maintained a

stable leukocyte count throughout the challenge (Fig. 5D).

Intranasal immunization elicits a more sustained antibody response

The analysis of total and neutralizing antibody titers at the time of challenge
revealed that both groups had upheld the neutralizing antibody levels, but only the
animals inoculated intranasally had also maintained the total 1gG titers (Fig. 6A and B).
The total IgG titer remained stable in that group, while the intramuscularly vaccinated
animals experienced a rapid increase between 3 and 14 days after infection, ultimately
reaching similar levels (Fig. 6A). Both groups experienced a hundredfold increase in
neutralizing antibody titers starting in the first week after infection and resulting in a more
than tenfold increase after five weeks (Fig. 6B). Despite their inability to control and clear
the virus, unvaccinated animals developed low levels of antibodies that, in the case of the

neutralizing antibody response, decreased before death.
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Figure 5

Lethal challenge experiment. The two vaccinated groups and an unvaccinated control group
were challenged intranasally with 10° TCIDs, of the 5804PeH wild type strain. (A) Body
temperature and (B) weight change over the course of the disease. Temperatures were measured
daily, and the animals were weighed twice weekly for the first two weeks and weekly thereafter.
(C) Course of cell-associated viremia displayed as the number of CDV-infected cells per million
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). (D). Total leukocyte count determined every time

blood samples were collected. Data points represent the average of each group, and error bars
indicate the standard deviation.
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Antibody response after challenge. (A) Total 1gG and (B) neutralizing antibody (NAB) titers
detected at the time of challenge with 5804PeH and at different time points over five weeks
thereafter. Total 1gG antibodies were quantified by IPMA, and neutralizing antibodies were
measured by serum neutralization assay against CDV. Titers are expressed as reciprocals of the
highest antibody dilution at which viral antigen or syncytia formation were observed. Data points

represent the average of each group, and error bars indicate the standard deviation.
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DISCUSSION

CDV causes a devastating disease in many wild carnivores, and mortality rates
over 90% can result in critical depletion of endangered or isolated populations (Appel et
Summers 1995, Barrett 1999). Even though the live-attenuated vaccine is safe and
efficient in dogs, it remains too virulent for many of those species (Carpenter et al.,
1976). The more recently developed recombinant canarypox vaccine is safe, since it
cannot replicate in mammalian cells, but requires repeat inoculations to reliably induce
protection (Stephensen et al., 1997). Building on a previous report that a rinderpest virus
(RPV) carrying the peste-de-petits-ruminants (PPRV) envelope protected goats from
PPRV (Mahapatra et al., 2006), we generated a chimeric virus combining the MVvac
replication complex with the envelope of the CDV wild type strain 5804P, and evaluated

its immunogenicity and protection against lethal challenge.

Morbilliviruses share a common genome structure, and high structural and
functional homology of their viral proteins has been demonstrated by
transcomplementation of their F and H proteins (von Messling et al., 2001) and
replication complexes (Brown et al., 2005). Chimeric viruses composed of different
combinations of genes originating from closely related members of this genus have also
illustrated the limits of these transcomplementations in the viral context, as rinderpest
viruses that express the PPRV F and H proteins are severely impaired while other
combinations replicate efficiently (Mahapatra et al., 2006, Bonami, Rudd et von Messling
2007, Parida et al., 2007). The similarities in replication efficiency and syncytia
phenotype observed between the parental and chimeric viruses in VerodogSLAMcells,
which are equally permissive to MeV and CDV infection, demonstrate the functional

interchangeability of these viruses’ envelope and replication complex.

Despite the ability of MeV to recognize and use canine SLAM as receptor when
expressed different cell lines (Tatsuo, Ono et Yanagi 2001), MVvac was unable to
establish a productive infection in PHA-activated ferret PBMCs. In contrast, the CDV

wild type strain and the chimeric virus efficiently infected these cells, reaching infection
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levels above 50% within 4 days. Since the Kkinetics of virus release were similar for both
viruses, the earlier detection of the chimeric virus is likely due to differences in antibody
reactivity rather than its more rapid replication. However, the observed similarity of
infection between the parental CDV strain and the chimeric virus indicates that entry

efficiency in immune cells constitutes a main morbillivirus host range determinant.

For most live-attenuated vaccines, including those against MeV and CDV, the
exact mechanism and genetic determinants of attenuation remain elusive. The resulting
safety concern is best illustrated by reports of severe or fatal disease in more susceptible
species after vaccination with the approved live-attenuated CDV vaccine, which is
completely attenuated in dogs (Carpenter et al., 1976, Appel et Summers 1995). Sequence
comparison of the wild type Edmonston isolate and the currently used Edmonston-based
vaccine strains revealed coding and non-coding differences distributed throughout the
genome, indicating that attenuation is most likely multifactorial (Parks et al., 2001). The
contribution of a reduced replication efficacy and tropism differences due to the CD46
binding ability of vaccine strains have been suggested (Valsamakis, Kaneshima et Griffin
2001, Condack et al., 2007), but their respective importance remains to be determined in
an appropriate animal model. The attenuation of the chimeric virus observed in our study
is thus likely due to a combination of the already present attenuating mutations in the
MVvac replication complex with the maladaptation of the individual viral proteins,
especially the V and C proteins involved in immune response interference (Devaux et al.,

2008), to a species that is not part of its natural host range.

Vaccination of ferrets with the chimeric virus did not result in clinical signs or
immunosuppression, regardless of the route of inoculation, and protected the animals
from challenge with a lethal wild type strain. Even though both groups developed a
sustained neutralizing antibody response, only the intranasally inoculated animals also
maintained a high level of total anti-CDV antibodies, which subsequently resulted in the
complete absence of leukopenia during challenge. In addition to demonstrating the
efficacy of intranasal inoculation for a live-attenuated vaccine, which had so far only been

shown for the recombinant canarypox vaccine (Welter et al., 1999), this observation also
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highlights the importance of a more natural route of inoculation for the development of an

efficient immune response.
Taken together, our study provides proof-of-principle for the safety and efficacy

of the chimeric virus as a CDV vaccine for highly susceptible species, and justifies

further evaluation involving different species and virus strains.
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RESUME

Les réponses immunitaires induites par les vaccins inactivés couramment utilisés sont
spécifiquement dirigées contre les souches ciblées et se limitent aux anticorps dirigés contre les
glycoprotéines hémagglutinine (HA) et neuraminidase (NA). Le vaccin vivant—atténué récemment
approuvé induit une plus vaste réponse cellulaire T et B chez les individus naif, mais les réponses
induites chez des individus ayant une immunité préexistante sont variables et le risque de
réassortiment limite leur utilisation aux sous-types actuellement circulants. Les vaccins basés sur
des vecteurs viraux ont le potentiel d’amoindrir ces risques tout en induisant une réponse
immunitaire cellulaire et humorale méme en présence d’une immunité préexistante contre le virus
de I’influenza. Afin de caractériser le potentiel de la plateforme vaccinale morbillivirus, nous
avons utilisé le virus de la maladie de Carré (CDV) qui, comme le virus de I’influenza, infecte
naturellement les furets. Nous avons tout d’abord produit un antisérum biotinylé spécifiquement
dirigé contre I’interféron (IFN) y de furet afin de pouvoir quantifier la réponse cellulaire en [FNy
lors d’un test d’ELISpot. Par la suite, nous avons généré des virus recombinant du CDV basés sur
la souche vaccinale Onderstepoort, exprimant la nucléoprotéine et la protéine HA, seule ou en
combinaison, du virus de I’influenza HIN1 saisonnier, la souche USSR/90/77. Tous les virus
recombinants ont conservé 1’efficacité de réplication du virus CDV parental et exprimaient leurs
protéines d’influenza respectives a des niveaux détectables. A 1’aide de ces outils, nous pouvons
désormais valider le potentiel des morbillivirus comme plateforme vaccinale contre le virus de

I’influenza.
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ABSTRACT

Immune responses induced by currently used inactivated influenza vaccines are highly strain-
specific and mostly limited to a humoral response against the hemagglutinin (HA) and
neuraminidase (NA) glycoproteins. The recently approved live-attenuated vaccine results in a
broader T and B cell response in naive individuals, but responses in individuals with pre-existing
immunity are variable, and the risk of reassortment limits its use to currently circulating subtypes.
Viral vector-based vaccine platforms have the potential to alleviate these safety concerns, while
inducing cellular and humoral immune responses even in the presence of a pre-existing immunity
against influenza. To characterize the potential of the morbillivirus vaccine platform, we used
canine distemper virus (CDV), which, like influenza, naturally infects ferrets. We first produced
a ferret interferon (IFN) y-specific biotinylated antiserum enabling a quantitative assessment of
ferret IFNy responses by ELISpot assay. Next, recombinant CDVs based on the vaccine strain
Onderstepoort expressing the nucleoprotein and the HA protein of the seasonal HIN1 influenza
strain USSR/90/77 individually or in combination were generated. All recombinant viruses
retained the parental replication efficacy and expressed the respective influenza proteins at
detectable levels. By generating these tools, we are now in a good position to validate

morbilliviruses as an influenza vaccine platform.
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INTRODUCTION

Influenza A viruses are one of the main causes of seasonal influenza epidemics, and
emergence of antigenetically new variants can lead to devastating pandemics. Seasonal influenza
alone is responsible for up to 500 000 deaths worldwide every year, and this number is expected
to increase up to several millions during a severe pandemic (Potter 2001, W.H.O. 2009). Live-
attenuated (LAIV) and inactivated (IV) vaccines available for seasonal influenza require annual
renewal in response to the continuous antigenic drift. Furthermore, vaccine efficacy greatly
depends on the patient infection and vaccination history (Ambrose, Levin et Belshe 2010). While
IV induce a predominantly humoral response against the influenza virus glycoproteins
hemagglutinin (HA) and neuraminidase (NA), LAIV have the potential to elicit a cellular and
humoral response against all viral proteins (Monto et al., 2009, Hoft et al., 2011). However, their
efficacy in individuals with pre-existing immunity is difficult to predict, and the possibility of
reassortment with circulating influenza strains cannot be excluded, making them unsuitable for
vaccination strategies targeting non-circulating strains (W.H.O. 2007, Fan et al., 2009, Min et al.,
2010).

Traditionally, influenza vaccines are produced in embryonated chicken eggs, which can
lead to delays when the respective vaccine strain either does not replicate well in eggs or rapidly
kills the embryo, as seen for highly pathogenic avian viruses (Gerdil 2003, El Sahly et Keitel
2008). The use of a viral vector-based vaccine platform has the potential to alleviate the safety
concerns associated with the current live-attenuated vaccines, while continuing to induce cellular
and humoral immune responses, and provides validated production processes independent of the
influenza glycoproteins expressed (Kopecky-Bromberg et Palese 2009). Adeno- and poxviral
vectors are most frequently used, but the potential of measles virus (MeV), a member of the
morbillivirus genus, as vaccine platform is increasingly investigated due to its ability to induce
strong and long-lasting immune responses, even in the presence of pre-existing immunity (Dilraj

et al., 2000, Zuniga et al., 2007).

MeV live-attenuated vaccines have been used for more that 60 years and are considered
one of the safest and most efficacious vaccines currently available (Moss et Griffin 2006). The
MeV genome tolerates the insertion of several additional genes without loss of replication
efficiency (Zuniga et al., 2007), and the immune response against the inserted antigen follows the

same kinetics as the response against morbilliviral proteins (Singh, Cattaneo et Billeter 1999,
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Lorin et al., 2004, Zuniga et al., 2007). To evaluate the potential of a morbillivirus-based vaccine
platform to improve influenza vaccines, we took advantage of the closely related carnivore
morbillivirus canine distemper virus (CDV), for which a live-attenuated vaccine with similar
characteristics is available (Barrett 1999). CDV naturally infects ferrets, which are also
susceptible to human influenza viruses (Pillet, Svitek et von Messling 2009, Belser, Katz et

Tumpey 2011), thus allowing an efficacy assessment of both vaccine components.

To enable a quantitative assessment of the cellular host response, we first produced a
ferret IFNy-specific biotinylated antiserum and evaluated the resulting increase in sensitivity of
our ferret IFNy ELISpot assay. We then generated a recombinant CDV based on the vaccine
strain Onderstepoort (von Messling et al., 2001) expressing the nucleoprotein (NP) and HA
protein of the seasonal HINI influenza strain USSR/90/77 individually or in the same virus.
After evaluating the replication efficacy of the recombinant viruses, we determined the presence
of the influenza proteins in infected cells and viral particles. By generating these tools, we are

now in a good position to validate morbilliviruses as an influenza vaccine platform.
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MATERIALS AND METHODS

Production and purification of recombinant ferret IFNy

The ferret IFNy (ftIFNy) gene lacking the signal peptide sequence was cloned into the
bacterial expression vector pET32a (Novagen, Merck KGaA, Darmstadt, Germany), which adds a
histidine tag (HisTag) to the amino-terminus of the protein, and a clone with the correct sequence
was transformed into Escherichia coli Origami2 (DE3) competent cells (Novagen) as described
previously (Rudd, Bastien-Hamel et von Messling 2010). Bacteria were cultured in Luria-Bertani
(LB) media with ampicillin and tetracycline, and recombinant protein expression was induced by
adding ImM of IPTG (Fisher Thermo Scientific, Ottawa, Canada) once the culture reached 0.8
0.D. at 600 nm. Bacteria were then pelleted, lysed in Protino LEW buffer with 1 mg/ml of
lysozyme (NEB, Pickering, Ontario, Canada), and sonicated. The recombinant ftIFNy was
isolated on a Protino Ni-TED 200 column (Macherey-Nagel Bethlehem, PA, USA) according to

the manufacturer’s instruction, and purification efficacy was evaluated by Western blot analysis.

Generation of a biotinlyated ftIFNy-specific rabbit antiserum

To generate an affinity purification column, purified recombinant ft-IFNy in coupling
buffer (0.1 M NaHCO3, 0.5 M HCI, pH 8.34) was mixed to 0.34 g of HCl-preactivated CNBr-
Sepharose 4B resin (GE Healthcare, Baie d’Urfe, Canada) for 16 h at 4°C. The remaining active
groups on the beads were inactivated with 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) for 2 h at room temperature,
followed by several washes in alternating pH cycles and PBS. The gel was packed into a gravity
flow column (Fisher Thermo Scientific, Ottawa, Canada) and stored at 4°C in PBS containing
0.01% sodium azide. Serum from rabbits immunized with the purified ft-IFNy (Cocalico
Biologicals, Reamstown, PA, USA) was diluted 1:1 in binding buffer (0.1M Na;PO,4, 0.15 M
NaCl, pH:7.4) and loaded onto the sepharose-ftIFNy column, followed by several washes with
binding buffer. Anti-ftIFNy antibodies were then eluted with 0.2M Glycine/HCI, pH 2.5, and 200
ul aliquots were collected in tubes containing 20ul of neutralizing buffer (1M Tris/HCI, pH9).
Aliquots containing specific anti-ftIFNy antibodies were identified by Western blot analysis and
protein concentration was quantified by Bradford assay (Fisher Thermo Scientific, Ottawa,

Canada). Aliquots containing ftIFNy antibodies were pooled and biotinylated with EZ-link sulfo-
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NHS-LC-LC-biotin (Pierce, Thermo Scientific, Ottawa, Canada) following the manufacturer’s

protocol.

Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA)

Vero cells in 96-well plates were transfected with the ftIFNy expression plasmid pCG-
ftIFNy and incubated for 24 hours. The plates were then washed once with phosphate-buffered
saline (PBS, Invitrogen, Life Technologies, Burlington, ON, Canada), air-dried, and fixed at 65°C
overnight. FtIFNy-specific IgG antibodies were quantified by adding serial two fold dilutions to
the plates, starting at a dilution of 1:100 in PBS, followed by incubation with a peroxidase-
labeled, anti-ferret IgG secondary antibody (Bethyl Laboratories, Montgomery, TX. USA).
Positive cells were visualized by staining with 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC) solution (Sigma-
Aldrich, Oakville. ON Canada), and titers were expressed as reciprocals of the highest antibody

dilution at which positive cells were detectable.

Antibody validation for ftIFNy ELISpot assay

The ftIFNy ELISpot assay was performed as described previously (Pillet et al. Vaccine 2011).
Briefly, nitrocellulose 96-well plates (MultiScreen, Millipore, Billerica, MA, USA) were coated
overnight with mouse IgG anti-bovine IFNy (Img/ml, AbD Serotec, Raleigh, NC, USA), and
blocked with culture medium RPMI containing 10% FCS and 1% Penicillin/Streptomycin. To
obtain ferret PBMCs, 3 ml of heparinized blood was collected from healthy ferrets and cells were
purified by Ficoll gradient centrifugation (GE Healthcare, Baie d’Urfe, Canada). In each well, 5 x
10° cells were added in RPMI supplemented with 10% FCS, 10mM MEM non-essential amino
acid, 100nM Sodium pyruvate, 1% Hepes, 1% L-Glutamine, 1% Penicilin /streptomycin (RPMlIc,
all Invitrogen, Life Technologies, Burlington, ON, Canada). PBMCs were either stimulated with
0.3 pl/well of phytohemagglutinin (PHA) or left untreated. After 24 h cultivation, the plates were
washed three times with distilled H,O and four times with PBS containing 0.05% of Tween 20
(PBS/T). Twofold dilutions of biotyinylated anti—ftIFNy antiserum were added to each well and
incubated overnight at 4°C. The commercial biotinylated anti-dog IFNy antiserum (R&D Systems,
Minneapolis MN, USA) was used as a positive control. After four washes with PBS/T, plates
were incubated with horseradish peroxydase (HRP)-labeled streptavidine and then stained with 3-
Amino-9-ethylcarbazole (AEC) substrate (BD ELISpot, San Jose, CA, USA). Plates were left to

air-dry overnight, and spots were counted using an AID ELISpot reader.
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Cells and viruses

Vero cells (ATCC CCL-81), MDCK cells (ATCC CCL-34) and 293T cells (ATCC CRL-
1573) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Invitrogen, Life
Technologies, Burlington, ON, Canada) supplemented with 5% FCS. The influenza virus HINI
A/USSR/90/77 (USSR, Genebank CY010372.1-CY010378.1) was propagated in MDCK cells
cultivated in DMEM with 2 pg/ml of TPCK-trypsin (DMEM-TPCK, Sigma-Aldrich, Oakville.
ON Canada). The CDV vaccine strain Onderstepoort (OS, (von Messling et al., 2001)), was
grown in Vero cells. Virus titers were quantified by limiting dilution method and expressed as

50% tissue culture infectious dose per ml (TCIDsy/ml).

Generation of recombinant CDVs expressing influenza NP and/or HA proteins

The vaccine strain OS was used for the generation of all recombinant viruses. To produce
viruses that express either the USSR NP or HA proteins from an additional open reading frame
between the H and L genes, part of the H gene and the untranslated region between the P and M
genes was first added upstream of the respective influenza gene using extension PCR. The
resulting fragment was then inserted into the plasmid containing the OS genome using unique
restriction sites, yielding OS H/HAYS*?/L (OS-HA) and OS H/NPY*}/L (OS-NP). The genome
containing both USSR proteins, OS H/NPHA"S*?/L (OS-NP/HA), was generated by adding the
untranslated region between the F and H genes upstream of the NP gene and introducing the
resulting fragment upstream of the HA gene into OS-HA.

The recombinant viruses were recovered by first infecting 293 cells with the modified vaccinia
virus Ankara expressing the T7 polymerase (MVA-T7), followed by transfection with
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Life Technologies, Burlington, ON, Canada) of 4-6 ug of the
respective genomic plasmid and 0.5 pg of CDV N and P, and 0.1 pg of CDV L protein expression
plasmids under control of the T7 promoter (von Messling et al., 2001, Martin, Stacheli et
Schneider 2006). Two days later, cells were transferred onto fresh Vero cells, and individual
syncytia were amplified to produce virus stocks. For growth kinetics, Vero cells were infected at
a multiplicity of infection (MOI) of 0.01. Samples were harvested daily for 5 days following the
infection, and the cell-associated and cell-free virus titers were determined by limited dilution.
Photographs were taken using an Eclipse TE2000-U microscope with a DXM1200F digital

camera (Nikon instruments inc., Melville, NY, USA).
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Western blot analysis

Vero or MDCK cells were seeded in 6-well plates and infected with the different recombinant
CDVs or USSR, respectively, at a MOI of 0.01. At different times after infection, samples were
lysed in 200 puL of RIPA buffer (1 mM PMSF, 1% sodium deoxycholate, 50 mM Tris-HCI, pH
7.4, 1% Triton-X100, 0.1% SDS, 150 mM NaCl) on ice, and clarified by centrifugation at 4°C.
Cell lysates as well as bacterial lysates or different antibody purification steps were mixed with 2x
Laemmli buffer (BIO-RAD, Life science, Mississauga, Ontario, Canada) with 10% dithiotreitol
(Sigma-Aldrich, Oakville. ON Canada) and heated at 95°C for 5 min. Proteins were separated by
10% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred on Immobilon-P PVDF membrane
(Millipore, Billerica, MA, USA). Membranes were blocked with 0.5% blocking buffer TBS (50
mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl), and incubated with either a CDV H protein-specific rabbit
anti-peptide sera, a polyclonal goat anti-influenza A antibody (OBT1551 AbD Serotec, Raleigh,
NC, USA), a mouse monoclonal anti-influenza A NP antibody (9GS, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, California, USA), or a monoclonal anti-HisTag antibody (AbD Serotec, Raleigh, NC,
USA), followed by horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies. Proteins were
visualized using the ECL Plus Western Blotting Detection system (GE Healthcare, Baie d’Urfe,
Canada), exposed on a luminescent image analyzer (IS2000mm,Kodak, Rochester, NY, USA).

Immunoprecipitation

For cell surface biotinylation, Vero cells were infected with the different viruses at a MOI of 0.1.
After 2 days, infected cells were incubated for 20 min at 4°C with EZ-Link NHS-LC-LC-Biotin
(Sigma-Aldrich, Oakville. ON Canada) at a concentration of 2 mM in PBS, and then washed with
100 mM glycine in PBS to quench excess biotin. The cells were then lysed with RIPA buffer with
protease inhibitor, and were mixed with immobilized Protein G-PLUS beads (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA USA) and a rabbit polyclonal anti-HIN1 HA antibody (A01500
Genscript, Piscataway, NJ, USA). After agitation overnight at 4°C, samples were washed three
times, mixed with 2X SDS-gel loading buffer containing 10% p-mercaptoethanol and heated at
75°C for 5 min. Surface-expressed HA protein was detected by Western blot analysis using a
streptavidin-HRP conjugate (Pierce, Thermo Scientific, Ottawa, Canada ) and the ECL+
Chemiluminescence kit (GE Healthcare, Baie d’Urfe, Canada).
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Virus particle purification

Supernatants of cells infected with A/HIN1/USSR/77 or parental or recombinant CDVs were pre-
cleared by centrifugation at 3000 rpm at 4°C and loaded on a 20%/60% discontinuous sucrose
gradient. The samples were then centrifuges at 28 000 rpm, 4°C, for 90 min. For each sample,
interface fraction was harvested and resuspended in 1X TNE buffer. Virus particles were then

pelleted by ultracentrifugation at 28 000 rpm, 4°C for 90 minutes and resuspended in PBS.

Immunofluorescence

For immunofluorescence staining, 5 x 10* Vero cells seeded in 8 well glass slides (Lab-
Tek II, Thermo Scientific, Ottawa, Canada) were infected with the different recombinant viruses
at a MOI of 0.5, At different times after infection, cells were fixed with 4% paraformaldehyde,
permeabilized with 0.1% Triton X 100, and then incubated with the respective primary antibody.
Goat anti-rabbit Alexa Fluor 568 and goat anti-mouse Alexa Fluor 488 antisera (Invitrogen Life
Technologies, Burlington, ON, Canada) were used as secondary antibodies, and slides were
counterstained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Invitrogen Life Technologies,
Burlington, ON, Canada) before mounting in Vectamount (Vector Laboratories, Burlington, ON

Canada).
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RESULTS

The biotinylated ftIFNy antiserum improves ftIFNy ELISpot Sensitivity

We recently developed a ftIFNy ELISpot assay, which allows us to detect the induction of
a cellular immune response (Pillet et al., 2011). However, the commercial dog-specific
biotinylated detection antibody used in this work had only limited affinity to ftIFNy, precluding a
quantitative comparison of positive responses. To increase the sensitivity of the assay, we first
generated a ftIFNy-specific antiserum by immunizing rabbits with recombinant ftIFNy produced
in a bacterial expression system (Rudd et al, 2010). FtIFNy-specific antibodies were purified
using an affinity column produced with purified ftIFNy (Figure 1a), and fractions with protein
concentrations above 2 mg/ml and antibody titers above 1:1000 (Figures 1b and c), were pooled
and biotinylated. The resulting antiserum enabled the detection of recombinant ftIFNy by
Western blot up to a dilution of 1:100 000 (Figure 1d). To evaluate the specificity and sensitivity
of the ftIFNy-specific antiserum, PBMCs from healthy ferrets were isolated by Ficoll gradient
purification and PHA- or mock-stimulated for 24 h. IFNy-producing foci were visualized by
staining with the commercial dog-specific or our newly produced ferret-specific biotinylated IFNy
antiserum (Figure 2a). At its previously determined working dilution, the dog-specific antiserum
resulted in considerable background staining and the detection of ~30% less foci than the ferret-
specific serum at its optimal dilution (Figure 2b), illustrating the improved sensitivity and

specificity of the newly produced ftIFNy-specific antiserum in our IFNy ELISpot assay.

Influenza protein-expressing CDV vaccine strains retain parental growth phenotype

To evaluate the potential of morbillivirus-based vaccine platforms, we introduced the
USSR NP or HA proteins individually or in combination in additional open reading frames
between the H and L genes of the CDV vaccine strain OS (von Messling et al., 2001), which is
completely attenuated in ferrets (Figure 3a). Growth kinetics in Vero cells revealed that the
recombinant viruses retained parental replication efficacy with cell-associated titers around
thousandfold higher than the corresponding titer in the supernatant (Figure 3b). No differences in
syncytia phenotype were observed (Figure 3c), indicating that insertion of the additional genes did

not affect the viability of the recombinant viruses in vitro.
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Figure 1

Production of biotinylated anti-ffIFNy antiserum. (a) Identification of eluate fractions from Ni"
affinity column purification containing ftIFNy. Ten pl of each fraction were separated by SDS-
PAGE, and fractions containing ftIFNy were identified by Western blot analysis using an anti-
histidine tag antibody. (b) Quantification of total protein concentration and (c¢) ftIFNy-specific
antibody titers in eluate fraction from the ftIFNy affinity column. The total protein concentration
was measured by Bradford assay and is expressed in mg/ml. Antibody titers were quantified by
IPMA assay and are expressed as reciprocal of the last dilution step that yielded a positive signal.
(d) Detection level of the biotinylated ftIFNy antiserum. Western blot strips with recombinant
ftIFNy were probed with decreasing dilutions of purified anti-ftIFNy biotinylated antiserum,
followed by peroxidase (HRP)-labeled streptatividine. The anti-his tag antibody was used as

control.
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Figure 2

ELISpot assay optimisation. (a) Quantification of IFNy-producing cells. Wells were coated
overnight with mouse anti-bovine IFNy, followed by addition of ferret PBMC cells in the
presence or absence of PHA. After 24 h plates were stained with twofold dilutions of
biotyinylated anti—ftIFNy antiserum or the commercial biotinylated anti-dog IFNy antiserum.
Spots were visualized by AEC staining, and counted using an AID ELISpot reader. Values are
expressed as spot-forming cells (SFC) by million mononuclear cells (MNC). (b) Photographs of
selected control and positive wells acquired with an AID ELISpot reader. The number of spot-

forming cells per well is indicated in the bottom left corner.
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Figure 3

Generation and in vitro characterization of recombinant viruses. (a) Schematic drawing of the
CDV vaccine strain OS and the recombinant viruses expressing the respective influenza genes
from additional open reading frames. All genomes are drawn to scale. White boxes represent
CDV open reading frames and untranslated regions, orange and purple boxes represent influenza
HA and NP genes, respectively. (b) Growth kinetics of the cell-associated and released virus titers
produced by the parental and recombinant viruses in Vero cells. Cells were infected with a MOI
of 0.01, and samples were harvested daily for 5 days. Titers are expressed as TCIDso/ml. Data
points represent the average of at least three experiments, and error bars indicate the standard
deviation. (c¢) Syncytia formation in Vero cells. Cells were infected with a MOI of 0.01.

Photographs were taken 72 h post-infection with phase contrast at 100x magnification.
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NP and HA proteins are expressed at near wild type levels in infected cells

The characterization of a recombinant MeV expressing the hepatitis B virus antigen in
primates revealed that the expression level of the additional antigen influences the strength of the
immune response (del Valle et al., 2007). While NP protein expression levels in Vero cells
infected with the OS-NP and OS-NP/HA reached levels similar to those in USSR-infected MDCK
cells (Figure 4a), the HA surface expression of the recombinant CDVs was slightly lower that of
the parental influenza virus (Figure 4b). Immunofluorescence double staining revealed that the
influenza HA and CDV H proteins were both found in the cytoplasm and on the cell surface
(Figure 5a). In contrast, the influenza NP protein is primarily found in the nucleus, whereas the
CDV N protein is detected exclusively in the cytoplasm (Figure 5b). We next evaluated the
extent of influenza protein incorporation into the CDV particle. While a certain level of NP
protein incorporation was detected for OS-NP, no HA protein was detected in any of the HA-
expressing CDVs, even though it was detected in purified influenza particles (Figure 6). Thus,
while only CDV proteins are efficiently incorporated into the viral particle, the expression levels
and the intracellular localization of the CDV-expressed influenza proteins come close to

reproduce the conditions observed during a natural influenza infection.
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Figure 4

Expression of HA and NP proteins in infected Vero cells. (a) NP protein detection by Western
blot analysis and (b) HA protein detection by surface biotinylation. MDCK cells were infected
with A/HIN1/USSR/77 and Vero cells were infected with the parental and recombinant CDVs at
a MOI of 0.01. Influenza-infected cells were lysed 24 h and CDV-infected cells 48 h after
inoculation and the lysates were subjected to Western blot analysis. Membranes were probed with
an NP-specific mouse monoclonal antibody followed by a HRP-conjugated secondary antiserum.
For HA protein detection, cells were surface-biotinylated with Sulfo-NHS-biotin prior to lysis.
Lysates were then immunoprecipitated with a polyclonal goat anti-influenza A antiserum and

precipitated influenza proteins were detected by Western blot analysis using strepatividine-HRP.
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Figure 5

Immunofluorescence detection of NP and HA proteins in infected Vero cells. Vero cells were
seeded in 8 well glass slides and infected with the parental and recombinant CDVs at a MOI of
0.5. After 48 h, cells were fixed and stained with either (a) CDV H protein-specific rabbit anti-
peptide sera and mouse monoclonal anti-influenza A HA antibody, or (b) CDV N protein-specific
rabbit anti-peptide sera and mouse monoclonal anti-influenza A NP antibody. Goat anti-rabbit
Alexa Fluor 568 and goat anti-mouse Alexa Fluor 488 were used as secondary antibodies. Slides

were counterstained with DAPI, and pictures were taken at 1000x magnification.
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Figure 6

Analysis of HA and NP protein incorporation into viral particles. MDCK were infected with
A/HINI1/USSR/77, and Vero cells with the parental and recombinant CDVs. Viral particles were
purified by ultracentrifugation, the virus titer was quantified, and similar infectious doses were
analyzed by Western blot. Membranes were probed with CDV H protein-specific rabbit anti-
peptide sera or polyclonal goat anti-influenza A serum followed by HRP-conjugated secondary

antibodies.
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DISCUSSION

The 2009 pandemic proves that new influenza viruses will continue to emerge, and
highlighted the challenges associated with pandemic preparedness. Since vaccination is
considered the most effective public health response, there are ongoing efforts to shorten the
production time of antigenetically matched vaccines and to develop vaccines that induce a broader
protection (Osterholm 2005). While LAIV induce a sustained humoral and cellular immune
response in naive individuals, their efficacy in the presence of pre-existing immunity to related
strains is variable (Ambrose, Levin et Belshe 2010). Furthermore, their use as pre-pandemic
vaccine carrying HA and NA proteins that are not circulating in the human population is fraught
with the risk of inadvertent reassortment (Pfleiderer, Lower et Kurth 2002, Subbarao et Joseph
2007).

Here we set out to explore the potential of a replication-competent morbillivirus-based
vaccine platform to address these prolbems. Towards this, we introduced the HA and NP proteins
of a seasonal HINT1 influenza strain into a CDV vaccine strain. CDV is closely related to MeV,
which has been shown to induce a strong immune response against an additionally expressed
antigen in the presence of pre-existing MeV immunity (Singh, Cattaneo et Billeter 1999, Lorin et
al., 2004). Since ferrets are naturally susceptible to CDV and to human influenza viruses and
develop clinical signs that reproduce the disease seen in measles and influenza patients,
respectively, the use of CDV as viral vector allows a simultaneous efficacy assessment against
both pathogens (Maher et DeStefano 2004, Pillet, Svitek et von Messling 2009, Belser, Katz et
Tumpey 2011).

To improve the tools available for the assessment of the cellular immune response in
ferrets, we generated a ferret [IFNy-specific biotinylated detection antibody. This antibody more
than doubled the sensitivity of the original ferret IFNy ELISpot assay, which was based on the use
of a commercially available detection antibody raised against canine IFNy (Pillet et al., 2011), and
will thus allow us for the first time to quantitatively compare cellular immune responses to
different vaccines or vaccination regimen. We are now in the process to use a similar approach for

the development of additional ELISpot assays for the detection of other cytokines.
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Despite the lack of proof-reading inherent to RNA-dependent RNA polymerases,
morbilliviruses maintain the expression of additionally inserted genes over multiple passages in
vitro (Singh, Cattaneo et Billeter 1999), and GFP expression is retained throughout the course of
infection in ferrets and monkeys (von Messling, Milosevic et Cattaneco 2004, de Vries et al.,
2010). Since the in vitro replication efficacy of the recombinant viruses was not affected, it can
be speculated that their replication in vivo may also be similar to that of the parental vaccine
strain. However, if initial immunization experiments reveal insufficient immune responses to the
influenza antigens or hyperattenuation of the recombinant viruses, the insertion cassette will be
placed at upstream or downstream positions in the viral genome taking advantage of the
transcriptional gradient (del Valle et al., 2007). A similar strategy has previously been used for
MeVs expressing antigens for bivalent vaccination or therapeutic genes for cancer therapy (del

Valle et al., 2007, Msaouel, Dispenzieri et Galanis 2009).

Even though we were unable to detect HA protein incorporation into viral particles, the
possibility of incorporation cannot be excluded. However, in contrast to LAIV, which may give
rise to fully replication-competent influenza viruses carrying novel envelope glycoproteins, the
presence of HA alone in CDV particles has likely little effect. Like influenza, morbilliviruses
naturally target epithelial cells in the respiratory tract (van Riel et al., 2007, Muhlebach et al.,
2011). In addition, morbilliviruses infect immune and epithelial cells throughout the body (Sato et
al., 2012), which mirrors the tropism of highly pathogenic influenza viruses, which can spread
systemically due to a polybasic cleavage site in their HA protein (Stieneke-Grober et al., 1992,
Kuiken et Taubenberger 2008, Yao et al., 2008), thereby alleviating possible concerns of a change
of tropism associated with the expression of the influenza HA proteins in the case of highly

pathogenic avian influenza viruses,
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CHAPITRE 3

DISCUSSION




Ce projet de doctorat avait pour objectif d’évaluer le potentiel des SOFA-HDV ribozymes
comme traitement prophylactique contre le virus de I’influenza ainsi que la construction et la
caractérisation d’une plateforme vaccinale morbillivirale adaptée au modéle furet. L’évaluation in
vitro et in vivo dans le modele souris des SOFA-HDV ribozymes a démontré une capacité de
certaines combinaisons a limiter la réplication du virus ainsi qu’un effet protecteur chez la souris.
Nous avons également mis en place un protocole de vaccination avec le CDV chez le furet,
produit des réactifs et optimisé des tests de suivi de la réponse immunitaire cellulaire dans ce
modéle. Nous avons parallélement construit et caractérisé trois virus recombinants du CDV
contenant les génes codant pour les protéines NP et/ou HA du virus d’influenza. L’évaluation des
virus recombinants nous a permis de déterminer que ceux-ci induisaient 1’expression des protéines
du virus influenza dans les cellules infectées sans que la réplication des virus in vitro ne semble
affectée. La réponse immunitaire induite par cette approche vaccinale contre chacun des agents

pathogenes sera maintenant a évaluer chez le furet.

1- Limitations des vaccins et traitements actuels contre le virus de I’influenza

La grande majorité des vaccins actuellement disponibles sont des formulations inactivées
(IV), comprenant principalement les glycoprotéines virales du virus, qui induisent une immunité
humorale dirigée uniquement contre ces antigénes. Les vaccins de type vivant-atténués (LAIV)
développés plus récemment sont capables d’induire une réponse immunitaire humorale et
cellulaire dirigée contre 1’ensemble des protéines du virus d’influenza mais ’efficacité de ces
vaccins est amoindrie chez les individus ayant déja été vaccinés ou infectés par le virus par le

passé.

La production de ces vaccins est un procédé long, pouvant prendre jusqu’a six mois apres
I’identification de la souche d’intérét et ne peut étre appliqué a toutes les souches de virus. La
sélection, la production d’une souche d’influenza réassortante exprimant les glycoprotéines de
surface HA et NA choisies, la production massive puis 1’accréditation prennent entre six et huit

mois (Gerdil 2003, Butler 2012).

De plus, certaines souches d’influenza sont difficilement compatibles avec une production

massive de vaccins. Les virus influenza aviaire hautement pathogénes (HPIV) tels que les virus
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HS5NI tuent les ceufs embryonnés qui sont utilisés pour la fabrication des vaccins, et des quantités
d’antigenes é€levées et répétées sont nécessaires pour induire une immunité protectrice (revue par

El Sahly et Keitel 2008)).

Egalement, comme cet argument a déja été soulevé, on ne peut exclure lors d’une
vaccination le risque d’un réassortiment antigénique entre la souche vaccinale LAIV et une
souche circulante (Pfleiderer, Lower et Kurth 2002). La possibilité d’un tel réassortiment a déja
¢été observé lors d’essai clinique en co-infection entre le LAIV et une souche circulante (Youngner
et al.,, 1994). Le virus réassortant pourrait s’avérer virulent en combinant les protéines de
I’enveloppe du LAIV et le complexe de réplication de la souche circulante et ainsi éventuellement
donner naissance a une pandémie accidentelle. Pour cette raison, I’utilisation de vaccin LAIV est
pour le moment restreinte aux souches circulantes et ne peut étre appliquée aux souches non-

humaines.

Durant le printemps 2009, une souche d’influenza A/HIN1 transmise depuis un virus
porcin & I’homme a mené a la premiére pandémie du 21°™ siécle. Cette souche est issue de
multiples réassortiments entre différentes souches d’influenza humaine, aviaire et porcine (Smith
et al., 2009). Parmi ses multiples caractéristiques, cette souche est notamment résistante a
I’adamantane, un inhibiteur de canaux M2 (Itoh et al., 2009). Par ailleurs, il a été observé dans les
souches circulantes saisonni¢res d’influenza A/HIN1 ainsi que dans la souche pandémique
A/HIN1/2009 I’apparition de souches résistantes a 1’oseltamivir, un inhibiteur de neuraminidase
(Dharan et al., 2009, Storms et al., 2012). Les apparitions de souches résistantes aux drogues
antigrippales actuelles appuient la nécessité de traitements anti-influenza pour lesquels une

adaptation du virus aux traitements est impossible.
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2- Les ribozymes comme traitement prophylactique contre le virus de I’influenza

Dans le cadre de mon doctorat, j’ai évalué le potentiel des SOFA-HDV ribozymes comme
traitements contre le virus de I’influenza. Nous avons pu démontrer qu’in vitro, les SOFA-HDV
ribozymes sont capables de diminuer de maniére significative le pourcentage de cellules infectées.
In vivo, dans le modéle souris, le titre viral dans les poumons au jour 1 post infection est diminué
de maniere significative, et 1’état général des souris tend a ’amélioration avec une diminution des
signes cliniques associés a I’infection (Matsuoka, Lamirande et Subbarao 2009). Nous n’avons
pas observé de variations dans le titre viral des poumons des souris au-dela du jour 1 post-
infection, et ce, malgré le fait que 1’état de santé général des souris s’améliorait comparativement
au groupe contrdle. La diminution de la pathogenese observée pourrait s’expliquer par le
ralentissement de la réplication du virus au début de 1’infection ce qui limiterait I’induction de la
réponse inflammatoire. Il a ét¢ démontré qu’une diminution des cytokines pro-inflammatoires lors
d’une infection par le virus de I’influenza est associée a un plus haut taux de survie et une
diminution du titre viral dans les poumons. Des souris déficientes en IL-15, IL-17 ou TNFa et IL-
1, toutes des cytokines pro-inflammatoires stimulatrices de la réponse immunitaire innée, avaient
ainsi une diminution de la pathogenése associée a I’infection ainsi qu’une diminution de
I’infiltration des cellules immunitaires aux poumons (Crowe et al., 2009, Nakamura et al., 2010,
Perrone et al., 2010). Inversement, 1’administration par voie intranasale d’IFNa quelques heures
avant ’infection avec un virus A/HIN1 chez le furet ou chez le macaque permet de diminuer le
titre viral et les signes cliniques (Kugel et al., 2009, Matzinger et al., 2010). Les IFN de type I
sont parmi les premiers acteurs de la réponse immunitaire innée et permettent le recrutement et
I’activation des différentes cellules immunitaires. Il semble donc que la diminution de la
pathogenese associée a I’infection est le résultat d’un meilleur contrdle de la réponse immunitaire
innée et de l’intrusion massive de cellules immunitaires dans les poumons. En diminuant le
pourcentage de cellules initialement infectées, le systéme immunitaire est capable de mieux

contrdler I’infection sans exacerbation.

L’utilisation de SOFA-HDV ribozymes comme traitement prophylactique présente
I’avantage qu’ils sont spécifiquement dirigés contre des séquences conservées entre différentes
souches d’influenza et devraient donc étre capables de limiter la réplication d’un grand nombre de
souches émergentes rencontrées. Contrairement aux médicaments actuels contre le virus de

I’influenza, tels que les inhibiteurs de canaux ioniques M2 ou de la neuraminidase qui bloquent
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I’activité des protéines virales, les SOFA-HDV ribozymes ciblent des séquences entiéres du
génome d’environ 20 nucléotides (Bergeron, Reymond et Perreault 2005). L’utilisation de
cocktail de ribozymes ciblant plusieurs séquences sur plusieurs génes permettrait de diminuer
considérablement le risque d’apparition de souche résistantes aux traitements (Hoopes et al.,
2011). Les plasmides codant pour les ribozymes peuvent étre stockés massivement et peuvent étre
rapidement produits. L utilisation de ribozyme représente donc une option attrayante pour limiter

la propagation du virus durant le délai nécessaire a la production massive de vaccin.

En perspective, des études futures devraient viser a mieux caractériser et évaluer 1’efficacité
de ribozymes comme traitement contre le virus de 1’influenza. Premiérement, en ce qui concerne
I’importance du temps d’administration. Nous avons ici démontré qu’une administration
prophylactique de 6 h avant infection pouvait inhiber la morbidité associée au virus de I’influenza.
Quelle est la durée de cette protection? Combien de temps aprés infection, les SOFA-HDV
ribozymes restent-ils efficaces? Les SOFA-HDV ribozymes sont particuliérement stables in vivo
(Levesque, Choufani et Perreault 2002), toutefois, lorsque les ribozymes se fixent a leur ARN
cible, il y a possibilité que le complexe ribozyme-ARN soit reconnu par le complexe Dicer et
cliver. Les SOFA-HDV ribozymes ont donc une durée de vie restreinte lorsqu’ils sont actifs in
Vivo qui doit étre évaluée dans un contexte d’infection par le virus de I’influenza. La fréquence
d’administration pour une efficacité¢ optimale des SOFA-HDV ribozymes pourra ensuite étre
déterminée. Il sera également nécessaire d’évaluer I’efficacité des différentes combinaisons de
SOFA-HDYV ribozymes. Les paires de SOFA-HDV ribozymes que nous avons évaluées dans cette
thése ont été déterminées aléatoirement et nous avons observé des effets variables selon les
couples choisis. Des études complémentaires sur les différents couples possibles de SOFA-HDV
ribozymes nous permettront de déterminer les combinaisons les plus efficaces a inhiber la
réplication du virus. Finalement, des études sur I’efficacité des SOFA-HDV ribozymes dans le
modele furet nous permettraient d’évaluer le niveau de protection conféré dans un mod¢le animal
plus proche de ’homme en ce qui concerne une infection par le virus de I’influenza ainsi que

I’étendue de la protection conférée selon différentes souches d’influenza humaine.

3- Les virus chimériques et leur potentiel vaccinal

Le principe de vaccination introduit par Edward Jenner a la fin du 18°™ siécle était sans le
savoir, basé sur la proximité qui existait entre deux virus d’un méme genre viral, le genre

orthopoxvirus, a savoir le virus de la variole et le virus de la vaccine. De par les similarités
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génétiques et antigéniques entre ces deux virus, mais dii a leur spectre d’hote restreint, une
immunisation avec le virus vaccinia induisait une immunité contre le virus de la variole avec
moins de risques et effets secondaires que par la technique de variolisation (Riedel 2005). Une
telle approche a également été utilisée pour la vaccination des chiots contre le CDV. Dl a
I’immunité maternelle, les chiots sont protégés contre une infection au CDV mais cette protection
s’amenuise avec le temps et pendant un lapse de temps précédent leur vaccination, les chiots sont
susceptibles a 1‘infection par le CDV. Pour y remédier, les chiots étaient immunisés avec le vaccin
contre le MeV qui permettait ’induction d’une réponse immunitaire protectrice contre des
épitopes conservés entre ces deux virus en outre passant 1’immunité maternelle lors de
I’immunisation (Sheshberadaran et al., 1986). L’optimisation des techniques de biologie
moléculaire a permis la construction de virus chimériques alliant les caractéres atténués ou
inadaptés de certaines souches virales aux potentiels antigéniques de leurs proches parents. A titre
d’exemple, le vaccin Chimerivax-JE* ou IMOJEV® (Sanofi-Pasteur) est un vaccin chimérique
vivant-atténué constitué¢ du génome de la souche vaccinale atténué 17D du virus de la fiévre jaune
(YFV) mais dont les séquences codant pour les glycoprotéines de la membrane preM et E ont été
remplacées par celle de son proche parent, le virus de I’encephalite japonaise (JEV) (Appaiahgari
et Vrati 2010). La proximité génétique qui existe entre ces deux flavivirus permet au virus
chimérique de se répliquer et, bien que plus atténué que la souche parentale, de conférer une
immunité protectrice contre a la fois le YFV et le JEV. Des recherches sont en cours pour élargir
le potentiel de cette plateforme vaccinale au virus de la dengue (DEN) dans un vaccin chimérique
tétravalent DEN/17D (Mantel et al., 2011, Osorio et al., 2011). Egalement, un vaccin chimérique
contre le virus parainfluenza humain de type 3 (HPIV3) est actuellement en essai clinique. Il est
constitué du génome du virus parainfluenza bovin de type 3 (BPIV3) auquel le géne codant pour
les glycoprotéines HN et F ont été¢ remplacées par celle du HPIV3. L’immunité induite lors de la
vaccination avec ce virus permet [’induction d’anticorps neutralisant et inhibant

I’hémagglutination a des niveaux protecteurs (Karron et al., 2011).

Lors de mon doctorat, nous avons évalué le potentiel vaccinal d’un virus recombinant
CDV/MeV chez le furet, une espéce hautement susceptible aux CDV. Nous avons démontré que
les enveloppes du CDV et du virus de la rougeole étaient fonctionnellement interchangeables.
Méme si le virus chimérique est capable d’infecter les PBMCs de furets in vitro, il est
complétement atténué in vivo. Toutefois, le virus chimérique induit une production d’anticorps
spécifiquement dirigés contre le CDV capable de protéger les furets lors d’un défi avec une

souche hautement pathogeéne. Ce virus chimérique pourrait jouer un réle significatif comme
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vaccin dans des efforts de protection d’espéces sauvages hautement susceptibles au CDV qui sont
a risque de développer une maladie sévére méme mortelle aprés une immunisation avec les

vaccins vivants-atténués disponibles pour les chiens.

Une utilisation de virus chimériques similaires pourrait également étre envisagée dans une
approche économique telles que dans les élevages aviaires en ciblant le virus de Newcastle
(NDV) et les différents souche de paramyxovirus aviaire (Alexander 2000) ou encore dans les
fermes d’aquaculture en ciblant les paramyxovirus du saumon atlantique (ASPV) ou pacifique
(PSPV) ou encore les rthabdovirus tels que le virus de la septicémie hémorragique virale (VHSV)
(Gomez-Casado, Estepa et Coll 2010). Ainsi, 'utilisation de virus chimériques comme vaccin
ouvre de nombreuses possibilités; I’exploitation des homologies génétiques et fonctionnelles qui
existe entre différents virus d’'un méme genre peut permettre le développement de vaccins

efficaces et sécuritaires pour 1’hote.

4- Les virus de I’ordre des Mononegavirales comme plateforme vaccinale

Les plateformes vaccinales virales sont définies comme des virus dont les génomes ont été
modifiés pour exprimer un ou plusieurs antigénes ciblés afin d’induire une immunité contre le
pathogene souhaité. Plusieurs approches vaccinales contre le virus de I’influenza ont été étudiées
utilisant des vecteurs recombinants a partir de virus a ADN ou ARN. Les adénovirus ont été
envisagés comme vecteur recombinant, notamment dii a leur capacité immunogénique (Matzinger
et al., 2010). Toutefois, la prévalence d’une immunité préexistente dans la population contre ce
vecteur freine son utilisation (revue par Bangari et Mittal 2006). La souche modifiée Ankara du
virus vaccinia (MVA), de la famille poxviridae, exprimant la protéine HA de virus d’influenza
s’avére étre un vaccin efficace chez la souris (Kreijtz et al., 2007) et chez le macaque (Kreijtz et
al., 2009) contre des virus de I’influenza de type H5NI et constituent donc un autre candidat

intéressant.

En comparaison, les virus a ARN de polarit¢ négative de 1’ordre Mononegavirales

présentent plusieurs avantages comme virus recombinants contre le virus de 1’influenza.

Premiérement, I’immunité induite par ces virus est a la fois sérique et mucosale et entraine
une réponse immunitaire humorale et cellulaire. Dans un contexte de vaccination contre le virus

influenza, il a été démontré que 1’utilisation conjointe de virus de la stomatite vésiculaire (VSV)
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recombinant VSV-NP et VSV-HA exprimant respectivement les protéines NP et HA d’influenza,
induisait une réponse immunitaire cellulaire et humorale contre le virus influenza capable de
protéger des souris lors d’un défi avec une souche 1étale (Barefoot et al., 2009, Barefoot, Sample
et Ramsburg 2009). Une forte protection a ¢galement été observée chez des macaques aprés

vaccination avec une VSV-HA (Schwartz et al., 2011).

Deuxiémement, les virus de 1’ordre Mononegavirales acceptent des insertions génétiques
de grande taille sans affecter leur réplication. L’ajout du géne codant pour la protéine de
I’attachement (H) du MeV dans le génome du HPIV3 ne diminue pas I’efficacité de réplication du
virus dans le tractus respiratoire de macaque et permet I’induction d’une réponse immunitaire
protectrice contre le HPIV3 et I’induction d’anticorps dirigés contre la glycoprotéine H du MeV
(Skiadopoulos et al., 2001). L’insertion de deux génes dans le génome du HPIV3 a diminué
I’efficacité de réplication du virus in vitro et in vivo mais le virus recombinant a conservé sa

capacité immunogéne a la fois contre le vecteur et I’antigéne intégré (Skiadopoulos et al., 2002).

Troisiemement, le niveau d’expression de 1’antigéne est modulable selon le site
d’intégration de I’exogéne dans le génome du vecteur de par le gradient de transcription propre
aux Mononégavirus (voir chapitre d’introduction 4.3). L’impact du positionnement du génome du
gene HA du virus de I’influenza a récemment été évalué dans le génome du virus de la maladie de
Newcastle (NDV). Cette étude a démontré que I’intégration de HA entre P et M ou M et F du
génome du NDV entrainait la synthése d’un niveau détectable de protéine HA (Ramp et al.,
2011). Chez la souris, I’insertion du géne gag du VIH entre les différents génes du génome du
vecteur NDV n’empéchait pas la réplication du virus recombinant mais que 1’efficacité de la
réponse immunitaire cellulaire contre gag diminuait lorsque il était intégré de plus en plus en aval
du génome du vecteur (Carnero et al., 2009). Une étude effectuée chez le macaque, utilisant le
MeV comme vecteur, a démontré que 1’intégration du géne codant pour la protéine de surface du
virus VHB entre les génes H et L du virus de la rougeole menait a une expression détectable,
permettait la réplication du virus et induisait une immunité dirigée contre le vecteur et I’antigéne

exogéne (del Valle et al., 2007).

Finalement, ils existent plusieurs vaccins déja utilisés contre certains de ces virus sous la
forme de virus atténués. De ce fait, les réponses immunitaires induites par ces virus-vecteurs sont
sécuritaires, bien connues et référencées. La souche vaccinale de la rougeole notamment est

utilisée depuis les années 1950 et a déja été étudiée comme plateforme vaccinale contre le VHB
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(del Valle et al., 2007), le VIH (Lorin et al., 2004, Guerbois et al., 2009) ou le virus du Nil
occidental (Despres et al., 2005).

5- Les virus recombinants CDV-NP/HA comme modeles d’étude de la plateforme

vaccinale morbillivirus

Tel qu’expliqué précédemment, les morbillivirus sont des candidats prometteurs comme
plateforme vaccinale. Ils infectent directement les cellules présentatrices d’antigénes telles que les
macrophages et les cellules dendritiques (Esolen et al., 1993). L’utilisation d’un vecteur
recombinant basé¢ sur un morbillivirus permettrait donc d’introduire directement la protéine
d’intérét dans ces cellules. La disponibilité d’une plateforme CDV ainsi que du mod¢le animal

furet permettra la validation des morbillivirus comme plateforme vaccinale contre I’influenza.

L’efficacité du LAIV atténué d’influenza est dépendante de I’immunité préexistante ce qui
s’applique également aux vecteurs vaccinaux viraux. Par contre, dans le cas du MeV, il a été
démontré que malgré la réponse humorale induite par cette premiére immunisation aprés un an,
les singes développaient une forte réponse immunitaire contre la protéine de I’enveloppe du VIH
lorsque immunisés avec un virus recombinant Mev-VIHenv (Lorin et al., 2004). Egalement, une
seconde vaccination avec le virus du MeV chez des enfants stimule et augmente la réponse
immunitaire contre le MeV. Ceci sous-entend que le virus est tout de méme capable de se
répliquer et de stimuler une nouvelle fois I’'immunité préexistante chez I’humain (Dilraj et al.,

2000).

L’un des risques associé€s au virus recombinant est le possible changement de tropisme du
virus lorsque la protéine exogeéne est une protéine médiant I’entrée virale. Toutefois, il a été
démontré en utilisant la plateforme du virus parainfluenza humain de type 3 (HPIV3), un
paramyxovirus, exprimant la glycoprotéine d’attachement GP du virus Ebola que I’expression de
la protéine additionnelle a la surface du virus n’affectait pas son tropisme. En effet, dans le
modele du cochon d’Inde, un modéle hautement susceptible aux HPIV3 et aux virus Ebola, la
diffusion du virus HPIV3 recombinant n’a pas changé comparativement au virus controle
(Bukreyev et al., 2006). Dans le cas des morbillivirus exprimant la protéine HA d’influenza, les
enjeux sont moindres. En effet, malgré le fait que nous n’ayons pas détecté de protéines HA dans
les particules virales, nous ne pouvons exclure que certaines protéines HA se retrouvent a la

surface des virions. Cependant, méme si la protéine HA est exprimée a la surface du virus et
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méme si celle-ci est fonctionnelle, le tropisme ne devrait pas étre affecté puisque les morbillivirus
et le virus de I’influenza ciblent tous les deux les cellules de 1’épithélium du tractus respiratoire
(Steinhauer 1999, Muhlebach et al., 2011). Toutefois, I’infection des épithéliums par les
morbillivirus se déroule lors de la seconde phase d’infection du virus. Il sera donc nécessaire lors
d’études animales d’évaluer le niveau d’infection des épithéliums du tractus respiratoires tot et
tardivement par des coupes histologiques et des marquages immunohistochimiques. La question
du tropisme du virus recombinant est particuliérement importante a vérifier dans le cas ou la
protéine exogéne est une hémagglutinine d’origine aviaire telles que les H5 ou H7, dont le
récepteur d’attachement est un acide sialique de type a2-3 préférentiellement exprimé au niveau

de la partie inférieure du tractus respiratoire chez I’homme (Thanh, van Doorn et de Jong 2008).

6- Application de la plateforme morbillivirale dans un contexte de virus

pandémique d’origine aviaire

Les virus influenza d’origine aviaire aux potentiels pandémiques tels que les H5N1 et
H7N7 sont hautement pathogénes chez I’humain. Les cas référencés d’infections par des virus
HSNI ont été associés a un taux de mortalité avoisinant les 60% (Subbarao et Joseph 2007). De
plus, la production de vaccins par des méthodes traditionnelles contre ces virus présente plusieurs
difficultés. Outre la nécessité de sites de production adaptés, les virus influenza aviaires
hautement pathogeénes sont difficiles a produire dans les ceufs (El Sahly et Keitel 2008), ce qui
limite la quantit¢ de glycoprotéines virales récupérables. De plus, il a été observé lors des
premiers essais cliniques effectués avec des vaccins IV ou LAIV dirigés contre les HSN1 que ces

derniers étaient moins immunogeénes que les vaccins traditionnels (Treanor et al., 2001).

Cependant, contrairement aux vaccins contre des souches humaines circulantes d’influenza,
les vaccins dirigés contre des souches non-circulantes d’influenza (SNCI) ne peuvent étre évalués
que sur leur immunogénicité et non pas sur leur niveau de protection puisqu’il est impossible
d’effectuer des suivis épidémiologiques. Les corrélats de protections associés aux SNCI sont ainsi
basés sur des extrapolations depuis les modéles animaux tels que les furets ou les macaques (Fan
et al., 2009). Ainsi grice a ces mod¢les animaux, des recherches sont en cours afin d’augmenter
I’immunogénicité des procédés de vaccination contre ces virus. L utilisation d’adjuvants (Vela et
al., 2011), de VLP (Mahmood et al., 2008) ou de plateformes recombinantes adenovirales
(Vemula et Mittal 2010), VSV (Schwartz et al., 2011), ou vaccinia (Kreijtz et al., 2009), ont

d’ores et déja été évaluées.
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Les recherches en cours dans ce domaine sont basés, dans la grande majorité, sur
I’induction d’une réponse immunitaire spécifiquement dirigée contre les glycoprotéines HA et
NA. La réponse humorale dirigée contre la protéine HA permet d’empécher 1’entrée du virus. Au
contraire, la réponse immunitaire cellulaire quant a elle ne bloque pas I’infection mais permet de
limiter la diffusion du virus. Une diminution du taux d’infection le plus tt possible coincide avec
une diminution des symptomes ce qui permet de limiter la gravité de la maladie (Abdel-Ghafar et
al., 2008). Bien que limiter I’infection ne soit pas suffisant comme objectif pour un vaccin
saisonnier, une limitation de 1’infection, une diminution de la sévérité de la maladie et du taux de
mortalité sont des objectifs non-négligeables dans le contexte d’un virus pandémique hautement
virulent. Pour cette raison, nous pensons qu’un morbillivirus exprimant les protéines NP et HA

répondrait a ces besoins.

De plus, il est possible que le vecteur recombinant stimule I’immunité préexistante. Il a été
démontré qu’une immunisation avec un premier virus atténu¢ du HRSV, un pneumovirus de la
famille paramyxoviridae, suivi d’un virus recombinant du parainfluenza (HPIV), de la famille
paramyxoviridae, exprimant le géne codant pour la protéine F du HRSV est deux fois plus
immunogénique contre la protéine F que lors d’une double immunisation avec le HRSV
(Bukreyev et al., 2006). Une telle approche pourrait étre envisagée pour stimuler la réponse
immunitaire contre un antigéne d’influenza peu immunogéne tel que les HPIV. Aprés une
premiére vaccination avec un IV anti-H5N1, un virus recombinant MeV-NP/HA pourrait donc
amplifier la réponse immunitaire induite contre le virus HSN1, diminuant la quantité de vaccin IV

nécessaire pour protéger la population.

7- Application du modéle CDV comme plateforme morbillivirale dans I’étude des

traitements viraux oncolytiques.

Comme mentionné dans le chapitre d’introduction 4.7, les morbillivirus ont un potentiel
oncolytique attrayant pour le développement de traitement contre le cancer. Les premiéres études
effectuées avec le MeV ont amenés des résultats prometteurs. La disponibilité d’une plateforme
morbillivirale basée sur une souche vaccinale comparable a celui contre le MeV et d’un mod¢le
d’étude animale permettra une évaluation et une optimisation plus rapide de ce systéme. Une fois
le virus recombinant caractérisé in vivo, la substitution des génes codant pour les protéines

d’influenza par des antigénes associés aux tumeurs tels que le CEA ou par le géne codant pour le
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NIS sera aisée grace aux cassettes d’intégration génomiques unique que nous avons intégrées dans
le génome de la souche vaccinale du CDV. La proximité phylogénique qui existe entre le CDV et
le MeV laisse penser que les observations effectuées dans le modele furet seront applicables chez
I’humain. II sera ainsi possible d’optimiser les traitements actuels et les essais cliniques tels que
I’effet de I’immunité préexistante, 1’effet synergique ou antargique des autres drogues anti-
tumorales, le tropisme spécifique des virus oncolytiques et la fréquence des traitements (revue par

Msaouel, Dispenzieri et Galanis 2009).

8- Conclusions et perspectives

Dans la premiere partie de mes travaux de doctorat, nous avons pu démontrer le potentiel
des SOFA-HDV ribozymes comme traitement contre le virus de I’influenza dans le modéle
souris. Les SOFA-HDV ribozymes sont capables de limiter la charge virale t6t au moment de
I’infection lorsqu’administrés de maniére prophylactique. Cette diminution du niveau d’infection
est associée a une amélioration du score clinique de souris. Bien que des expériences
additionnelles soient nécessaires afin d’optimiser les couples de ribozymes, de déterminer les
paramétres temps et dose ainsi que 1’étendue de la protection conférée, nous pensons que les
SOFA-HDV ribozymes sont de bons candidats pour de futurs traitements préventifs et curatifs

contre les virus d’influenza, quels qu’ils soient.

Grace au protocole de vaccination par le CDV que nous avons établi chez le furet, a
I’optimisation des tests de suivi de la réponse immunitaire cellulaire dans ce modéle ainsi que
grace aux virus recombinants produits, nous sommes désormais dans la possibilité d’évaluer le
potentiel des morbillivirus comme plateforme recombinante vaccinale contre le virus de
I’influenza dans le modele furet. Les études qui découleront de nos travaux permettront le
développement et D’optimisation de nouveaux vaccins contre les virus de D’influenza et
possiblement d’autre virus. Nous pensons que la plateforme vaccinale morbillivirale sera
sécuritaire, sans risque de réassortiments et efficace a induire ou stimuler I’immunité contre le

virus de 1’influenza.

La disponibilité d’un vecteur viral avec un modele animal optimisé ouvre un grand nombre
d’axes de recherches aussi bien dans la caractérisation des réponses immunitaires aux vaccins,
dans I’optimisation des vaccins et, voire méme, dans le développement de traitement anti-

cancercux.
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