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La fieévre catarrhale ovine (FCO) ou bluetongue est longtemps restée cantonnée entre les
latitudes 35°S et 40°N, elle s’est récemment étendue dans le bassin méditerranéen, au Sud
puis vers le Nord de I’Europe jusqu’a atteindre en 2007, les trois quarts des départements de
la France. Cette epizootie a conduit a des campagnes de vaccination importantes qui ont
permis une forte diminution du nombre de foyers. Il existe a I’heure actuelle sur le marché des
vaccins a base de virus atténués et des vaccins a base de virus inactivés. Aucun de ces vaccins
ne permet une protection croisée efficace entre les différents sérotypes. Par ailleurs, ils ne
permettent pas de différencier les animaux vaccinés des animaux infectés dans le cadre d’une
stratégie dite DIVA (Differenciated Infected from Vaccinated Animals). De plus, pour les
vaccins atténués, de nombreux problémes restent non résolus tels que la qualité de
I’atténuation ainsi que la possibilité d’une éventuelle réversion vers la virulence. Pour les
vaccins inactivés, malgré leur efficacité, peu de données sur la réponse immunitaire induite
sont disponibles actuellement. L ensemble de la problématique vaccinale a généré depuis
quelques années le développement de nouvelles stratégies dont 1’objectif commun est
I’induction d’une réponse immunitaire suffisante pour protéger efficacement les animaux
contre plusieurs sérotypes et la possibilité de différencier animaux infectés et/ou vaccinés.
Une approche possible consisterait a utiliser un vaccin vectorisé exprimant des antigénes du
virus de la bluetongue (BTV), suffisamment conservés et immunogénes pour induire une
protection croisée entre plusieurs sérotypes.

Dans ce cadre, les poxvirus représentent des vecteurs vaccinaux de choix car ils possédent
généralement un spectre d’hdte étroit, permettent I’introduction d’ADN étranger de taille
importante et induisent une forte réponse immunitaire cellulaire. Parmi les poxvirus, le virus
myxomateux (MYXYV) a fait ses preuves en tant que vecteur vaccinal chez I’espéce cible le

lapin, mais aussi chez I’espéce non cible le chat. C’est ainsi que dans ce travail, nous avons
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envisagé I’utilisation de la souche atténué¢e SG33 du MY XV en tant que vecteur vaccinal non
réplicatif chez les ruminants.

Dans le présent manuscrit, la premicére partie sera essentiecllement consacrée a une
présentation des poxvirus et leur utilisation en général en tant que vecteurs vaccinaux, nous
nous attarderons plus précisément sur le virus myxomateux. Ensuite la biologie de la
bluetongue et les moyens de lutte mis en ceuvre pour lutter contre cette maladie seront
présentés. Dans la deuxiéme partie, seront abordés les résultats de nos recherches contenant
deux volets, un volet in vitro de caractérisation des interactions entre le vecteur SG33 et les
cellules dendritiques (DC) ovines, dont le réle primordial dans la réponse immunitaire reste
encore méconnu chez les ruminants et un volet de démonstration in vivo, de 'utilisation du

vecteur SG33 comme vecteur vaccinal chez le mouton contre la FCO.
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I. Le virus myxomateux (MY XV)

A. Le MYXV et la myxomatose

1. Historique

La myxomatose est une maladie infectieuse, contagieuse qui affecte essentiellement le lapin
européen (Oryctolagus cuniculus) et parfois le liévre variable. Elle a été décrite pour la
premiére fois en 1896 comme une maladie mortelle, caractérisée par 1’apparition de nodules
appelés myxomes. La maladie fut appelée myxomatose du grec muxa, mucus et oma, tumeur.
Les individus infectés mourraient au bout d’une dizaine de jours en partie a cause de
surinfections bactériennes. Dans les années 1950, face a la pullulation des lapins et aux
nuisances causées par ceux-ci, I’Australie décida d’utiliser le virus myxomateux comme
moyen de lutte biologique. Ce fut a I’origine de I’apparition et de ’extension de la maladie
non seulement en Australie mais aussi en Europe par I’importation de lapins infectés. En
France, la myxomatose a été introduite par le Dr Louis-Armand Delille, dans sa propriété
d’Eure-et-Loir en Juin 1952 a partir d’un lapin importé illégalement. En 1957, elle était
répandue sur tout le territoire francais. Le programme d’éradication australien a finalement
échoué car il n’avait pas pris en compte les différents processus d’adaptation-sélection qui ont
permis 1’émergence d’isolats viraux moins pathogenes et de lapins plus résistants vis-a-vis de

la maladie (101, 102, 104).
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2. Pathogénie (Figure 1)

Le MYXV est responsable d’une maladie souvent 1étale pour le lapin européen Oryctolagus
cuniculus, la myxomatose. Cette maladie se traduit classiquement par la formation de 1ésions
cutanées, appelées myxomes, et une atteinte de [’état général, associée a une grave
immunodépression (remarque : il existe une forme dite "amyxomateux").

Au cours de son repas sanguin, 1’arthropode vecteur permet au MYXV d’infecter directement
les cellules du derme, majoritairement les cellules dendritiques, exprimant le CMH-II. Il a été
mis en évidence que ces cellules représentent le site primaire de réplication du virus
myxomateux (24). Les cellules dendritiques infectées migrent ensuite jusqu’au nceud
lymphatique drainant le site d’inoculation puisque le virus y est détecté au bout de 24h. A ce
stade, le MYXV va infecter majoritairement les lymphocytes T du paracortex du noeud
lymphatique entrainant ainsi une réduction massive du nombre de lymphocytes T (24). A
partir du deuxiéme jour, le virus va envahir ’organisme tout entier, principalement le
poumon, la rate, les testicules et la peau. Bien que I’infection passe totalement inapercue, le
virus est présent dans le sang, les tissus, les sécrétions ou les excrétions et le sujet devient
contaminant pour ses congéneres et pour les vecteurs. Le MYXV se réplique donc dans les
lymphocytes et les macrophages, cellules exprimant le CMH-II, et le dysfonctionnement de
ces cellules-clés du systéme immunitaire explique le tableau général d’immunodépression
caractéristique de la maladie.

Entre le deuxiéme et le cinquieme jour aprés infection, se manifestent les premiers signes
cliniques de la maladie. Ils se caractérisent par une lésion cutanée au niveau du point
d’inoculation qui évoluera vers une Iésion cedémateuse appelée myxome. Au bout du
cinquiéme jour, la distribution du virus ne cesse de s’accroitre dans I’organisme provoquant
ainsi des myxomes secondaires au niveau des paupiéres, des oreilles et de la zone anogénitale,

accompagnés d’écoulements muqueux puis purulents dans la sphére oculo-nasale.

8
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Figure 1. Pathogenése du virus myxomateux (308). (1) Le lapin peut étre contaminé par
contact direct avec un autre animal infecté, par un arthropode vecteur suite a plusieurs repas
sanguin sur un animal infecté ou par une inoculation directe. Le virus infecte les cellules
¢épithéliales et les cellules du derme (2). Les cellules résidentes CMH-II positives, telles que
les cellules de Langerhans sont aussi infectées (3). Ces derni¢res vont migrer vers le nceud
lymphatique drainant, ou elles vont présenter les épitopes viraux aux lymphocytes T. Les
cellules de Langerhans transportent aussi des particules virales qui vont infecter
majoritairement les lymphocytes T (4) entrainant leur mort et par conséquent une diminution
locale de leur nombre. Grace a l'infection des DC au site d'infection primaire, et la diffusion
ultérieure par le biais du systéme lymphatique et vasculaire (5), le MY XV se propage ensuite
a travers le corps dans de nombreux organes secondaires comme les poumons, les testicules,
le foie et la rate. Des myxomes apparaissent aux niveaux de multiples sites secondaires sur la
peau favorisant ainsi la dissémination du virus par des vecteurs (6).
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A partir du sixiéme jour environ, les myxomes secondaires envahissent tout le corps de
I’animal. Au cours des derniers stades, les symptomes s’aggravent, la multiplication virale
s’accroit pour atteindre des titres maximaux le huitieme ou le neuviéme jour et baisser ensuite
peu avant la mort qui survient au bout de dix jours pour les formes aigués.
Le devenir de I’infection chez un sujet, est déterminé par plusieurs facteurs :
- la sensibilité de 1’hote qui tient tout d’abord a ’espéce puisque qu’Oryctolagus est
beaucoup plus sensible que les autres espéces ; a la lignée puisque certaines lignées
s’averent spontanément plus résistantes que d’autres ; mais aussi a 1’age car les

lapereaux sont naturellement plus sensibles que les adultes.

- Dinfectiosité et la dose virale ; en effet le degré de virulence de la souche détermine la
durée d’incubation. Elle est de trois a sept jours pour une souche pleinement active, de
quatre a neuf jours pour une méme dose de virus atténué. Par ailleurs, la dose

infectante doit étre suffisante et dépasser le seuil de multiplication locale initiale.

- les modalités de contagion (majoritairement par voie vectorielle dans les cas
classiques par un arthropode infecté) et de pénétration du virus (principalement par

injection intradermique)

Ainsi cinq grades d’infectiosité peuvent étre distingués, le grade I étant le plus élevé. Il est
estimé en fonction du temps de survie, du taux de mortalité, de 1’aspect du myxome primaire,
de I’intensité et du temps d’apparition de la maladie, de la présence ou non de signes nerveux,

de la charge virale et de la virulence des Iésions (102, 105, 174) (Tableau 1).

10
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Grade de virulence Taux de mortalité | Temps moyen de survie (jours)

I >09 <13
1 95-99 14-16
(1] 70-95 17-28

Ila 90-95 17-22

I11b 70-90 23-28
v 50-70 29-50
Vv <50 -

Tableau 1. Critéres de gradation de la virulence des souches de virus myxomateux (102)

11
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B. caracteres généraux du MY XV

1. Classification

Le MYXYV appartient aux Poxviridae, une famille virale importante comportant un grand
nombre de virus responsables de maladies majeures chez I’'Homme (Variole) et chez les
animaux (Myxomatose, Variole ovine et caprine...). La famille des Poxviridae est divisée en
deux sous-familles, les Chordopoxvirinae et les Entomopoxvirinae infectant respectivement
les vertébrés et les invertébrés.

Huit genres composent la sous-famille des Chordopoxvirinae (338), parmi lesquels on trouve
le genre Orthopoxvirus (Tableau 2) qui comprend des agents pathogénes importants pour
I'homme, comme le virus de la variole, et des virus qui infectent I'homme de facon
sporadique, comme le monkeypox virus ou le cowpoxvirus. Ce genre comprend également le
virus de la vaccine (VACYV), virus prototype de la famille des Poxviridae, qui a été utilisé a
grande échelle pour vacciner I’homme contre la variole jusqu’a son éradication en 1980 (181).

Le MYXYV quant a lui, appartient au genre Leporipoxvirus.

2. Structure des virions

Les caractéristiques générales du MY XV étant identiques a celles de tous les poxvirus, on se
basera donc sur celles du virus de la vaccine, en précisant ce qui est spécifique au MYXV.
Les poxvirus font partie des plus gros et plus complexes virus animaux connus. Les virions
sont de formes ovoides pouvant mesurer 400x300x200nm (243) et plus spécialement
300x250x200nm pour les leporipoxvirus (100, 338). Ils sont composés d’un core, d’un
nombre variable de membranes ou enveloppes (Figure 2). Des structures supplémentaires

situées dans les concavités du core ont aussi été¢ décrites et sont appelées les "corps latéraux"

(238, 344).

12
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Principales autres especes

Genre

Espéce types

Mouse pox (ectromélie)

Orthopoxvirus

Virus de la vaccine (VACV)

Cowpox virus
Virus de la variole du buffle
Virus de la variole du chameau
Virus de la variole du singe
Virus de la variole humaine

Parapoxvirus

Orf virus

Virus de I’ecthyma contagieux
Virus de la stomatite papuleuse
Pseudocowpox

Avipoxvirus

Virus de la variole aviaire (Fowlpox)

Virus de la variole du canari
Virus de la variole du dindon
Virus de la variole du pigeon
Virus de la variole de la caille

Capripoxvirus

Virus de la clavelée (Variole ovine)

Virus de la variole caprine
Lumpy skin disease virus

Leporipoxvirus

Virus de la myxomatose (MYXV)

Virus du fibrome de Shope
Virus du fibrome du liévre
Virus du fibrome de 1’écureuil

Suipoxvirus

Virus de la variole porcine

Molluscipoxvirus

Virus du molluscum contagiosum

Virus de la tumeur Yaba du

Yatapoxvirus

Tanapox virus de I’homme

singe

Tableau 2: Classification des Chordopoxvirinae. D’aprés Van Regenmortel et al. (2000)

(338)

13
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corps latéraux

Tubules de surface
enveloppe ou membrane
externe

membrane de surface

nucléoprotéine

core viral

Figure 2. Représentation schématique des poxvirus (Van Regenmortel et al. (2000) (338)),
forme intracellulaire (IMV), a gauche et extracellulaire (EEV) a droite.
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Ces structures sont sujettes a controverse puisque certains pensent qu’il s’agirait d’artéfacts de
microscopie ¢€lectronique (85) alors que d’autres réfutent cette théorie (129). Mais des
analyses en cryomicroscopie ont montré qu’ils avaient une réalit¢ physique (66). La
membrane de surface est une bicouche lipoprotéique classique de 5,0 a 5,5 nm d’épaisseur
entourant le core et les corps latéraux. Sa composition lipidique et protéique (12 polypeptides
dont au moins six sont exposés a sa surface externe) est différente de celle de la membrane
plasmique de la cellule hote. Le virus de la vaccine se retrouve sous 4 formes virales (240)
(Figure 3) que I’on peut distinguer selon la nature et le nombre d'enveloppes virales : les IMV
(Virions Intracellulaires Matures), les EEV (Virions Extracellulaires Enveloppés), les CEV
(Virions Enveloppés associés a la membrane de la Cellule) et les IEV (Virions Intracellulaires
Enveloppés). Plus récemment, on parle de Mature Virus pour désigner les particules IMV, de
Wrapped Virus pour les IEV et d’Extracellular Virus pour les EEV et CEV (61). L’existence
de plusieurs formes virales a également été démontrée pour le MYXV (86). Les IMV et les
EEV/CEV (61, 236, 300, 302, 304, 306) constituent les trois formes infectieuses. Les formes
IMV représentent la trés grande majorité de la progénie virale et restent séquestrées dans le
cytoplasme de la cellule hote jusqu'a la lyse cellulaire (61, 236, 300). De par sa résistance,
cette forme permettrait le passage du virus d'un hote a l'autre (301). Les formes EEV, quant a
elles, se retrouvent dans le milieu extracellulaire avant la lyse cellulaire, aprés la sortie du
virus de la cellule. Elles représentent 1% de la progénie virale (299) et possédent une
enveloppe supplémentaire (306) par rapport a la forme intracellulaire. Cette derniére
caractéristique leur confére des propriétés singulieres en terme de reconnaissance des cellules
cibles (339), de protection vis-a-vis des anticorps neutralisants (153) et de capacité d’infection
(190, 219, 303). Elles semblent plutdt responsables de la dissémination au sein de 1’organisme
(171). La membrane externe des EEV est fragile, ce qui pose des problémes méthodologiques

de purification, la rupture de I'enveloppe externe transformant les EEV en "IMV-like" (301).

15
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Figure 3. Représentation schématique des différentes formes virales de Poxviridae (modé¢le :
VACYV) (218). Au moins trois des formes virales du virus de la vaccine sont infectieuses
(IMV, CEV et EEV). Les formes EEV et CEV semblent particulierement cruciales pour la
dissémination du virus vers les cellules hotes voisines.
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3. Organisation du génome

Le génome du MYXYV est similaire a celui de tous les poxvirus. Le génome des poxvirus est
constitu¢ d’une molécule unique d’ADN bicaténaire, dont la taille varie de 130 a 375kpb (=
162 pour le MY XV) (46, 238). Les deux brins a leurs extrémités sont reliés entre eux par des
liaisons covalentes d’ou un aspect d’épingle a cheveux (Figure 4).Le séquengage complet de
poxvirus majeurs comme le VACV (122), le virus de la variole (214), le fowlpox (3), le
MYXV souche Lausanne (46), a été réalisé. L’organisation du génome est commune a tous
les poxvirus, elle comprend une zone centrale fortement conservée dans le genre, contenant
des geénes essentiels pour le cycle viral, et des régions répétées inversées terminales (RIT) de
10 a 15kpb codant essentiellement pour des facteurs de pathogénicité (226, 259). Dans ce
génome, il y a peu de séquences non codantes, pas d’introns, des séquences promotrices
courtes, de nombreuses ORF de faible taille, ce qui explique la présence d’environ 200 genes
pour 162kb. L’existence de geénes non essentiels et la plasticité de la particule virale
permettent I’insertion d’ADN étranger d’au moins 25kb, ce qui fait des poxvirus d’excellents

vecteurs viraux.

4. Cycle viral

Le cycle de réplication des poxvirus est enti¢rement cytoplasmique et sa durée varie selon la
nature du virus et I’origine de la cellule (de 12 a 24h pour le VACV) (41), pour le MYXV, il
est d’environ 16h. Le cycle viral est composé de six étapes : I’entrée du virus dans la cellule,
I’expression des geénes précoces, la réplication, 1I’expression des geénes intermédiaires et tardifs

et enfin I’assemblage du virion et sa sortie de la cellule (Figure 5).

17
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RIT RIT
=~ 15kpb Séquences uniques = 15kph

Figure 4. Représentation schématique du génome viral de Poxviridae (mod¢le : VACV). RIT
: séquences Répétées Inversées Terminales (236). La région centrale comporte des geénes
hautement conservés nécessaires a la réplication virale. Au niveau des RIT et dans les régions
a proximité se trouvent essentiellement des génes de pathogénicité.
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4.1. Entrée du virion dans la cellule hote

L’existence de plusieurs formes virales infectieuses complique fortement cette étape. En effet
plusieurs mécanismes d’entrée des poxvirus dans les cellules cibles ont été proposés (236,
237, 269). A ce jour, aucun récepteur cellulaire n’a été découvert pour illustrer la premicre
phase de liaison du virion a la cellule.

Les formes IMV semblent se lier a la surface cellulaire via une interaction de certaines
protéines virales avec les glycosaminoglycans (GAGS), bien que ces derniers ne semblent pas
essentiels pour ’infection, et avec la lamine de la matrice extracellulaire (57, 58, 146, 193).
Apres la liaison a la surface cellulaire, plusieurs voies d’entrée des IMV ont été¢ proposées.
Certains auteurs pensent que la pénétration virale pourrait s’effectuer par fusion directe (69,
70, 198, 289), cependant pour d’autres, la particule IMV ne serait pas internalisée dans sa
totalité¢ mais resterait a I’extérieur de la cellule (198). Il a été mis en évidence par microscopie
¢lectronique deux autres mécanismes d’entrée du virus par endocytose et par macropinocytose
(49, 222). Quant aux EEV, les mécanismes d’entrée dans la cellule sont encore flous, certains
auteurs pensent qu’elles pénétreraient par endocytose et seraient prises en charge par des
vésicules intracellulaires. Le PH acide des vésicules induirait la rupture de 1’enveloppe
externe et le core serait libéré par fusion de la membrane des IMV avec celles des vésicules
(153, 339). Pour d’autres auteurs, sur les bases d’observations en microscopie ¢lectronique, la
membrane des EEV se romperait au contact de la membrane cellulaire, et resterait a
I’extérieur de la cellule (189). La particule IMV, ainsi libérée, pénétrerait alors par fusion
membranaire (49).

Concernant le MYXV, grace a des observations en microscopie électronique, il semblerait
que les EEV pénétrent dans la cellule cible par rupture préalable de I’enveloppe et des images

d’endocytose et de macropinocytose ont également été observées (86).
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4.2. Régulation de I’expression des genes viraux

Le cycle de réplication des poxvirus se déroule entierement dans le cytoplasme, ce qui
implique une autonomie quant au processus de réplication et de transcription. L’expression
des genes étant séquentielle, on distingue tout d’abord la transcription des génes précoces
avant la réplication du génome viral, puis la transcription des génes intermédiaires, et tardifs.
Les mécanismes de transcription semblent conservés au sein de la famille (40). Une méme

ARN polymérase a neuf sous-unités, est utilisée pour la transcription des trois types de genes.

4.2.1. Expression des génes précoces

Dés l’entrée du virus dans la cellule, et avant méme la décapsidation, la machinerie
transcriptionnelle associée au virion est immédiatement activée, permettant ainsi la synthése
d’ARNm viraux précoces, coiffés et polyadénylés. Ces ARN viraux représentent 50% du
génome (43). Les génes précoces codent principalement pour des facteurs impliqués dans
I’immunorégulation, la synthése d’ARN et la réplication de ’ADN. Ils sont synthétisés au
sein méme du core viral, graice a une enzyme de coiffage des ARNm, une poly(A)
polymérase, d’une 2’-O-methyltransférase et de toute la machinerie nécessaire a la synthése
d’ARN, présentes dans le core. Les transcrits s’échappent ensuite par des pores a la surface du
core et sont traduits grace aux ribosomes cellulaires.

Parmi les geénes exprimés précocement, on retrouve ceux codant pour les facteurs de
transcription des genes intermédiaires. La synthése des protéines précoces permet la

décapsidation et la libération du génome.
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4.2.2. Réplication du génome viral

Le génome du virus se réplique de fagon trés autonome dans le cytoplasme de la cellule
infectée. L’ADN viral nu s’associe aux membranes du réticulum endoplasmique (RE) qui
I’enveloppent pour former un compartiment dans lequel la réplication s’initie (209). A un
stade précoce du cycle, la boucle présente dans chaque télomere de I’ADN viral est rompue
par une endonucléase spécifique présente dans le core viral. Les télomeres poxviraux sont par
analogie aux chromosomes eucaryotes, des séquences d’ADN non codantes situées aux
extrémités de la molécule nucléaire de I’ADN viral. La réplication débute au niveau de sites
précis du cytoplasme que I’on appelle des virosomes. C’est dans les télomeres qu’a lieu, de

toute évidence, I’initiation et la terminaison de la réplication (74).

4.2.3. Expression des genes intermédiaires et tardifs

La réplication de ’ADN entraine un profond changement dans 1’expression des genes
poxviraux. En méme temps, la synthése des protéines hotes est sévérement diminuée. Il existe
deux classes de protéines post-réplicatives : des protéines intermédiaires, détectées presque
immédiatement apres la réplication de ’ADN, et des protéines tardives qui apparaissent un
peu plus tard. Les génes intermédiaires et tardifs codent respectivement pour les acteurs de la
transcription des génes tardifs et précoces, ainsi que des protéines participant a la

morphogénese et I’assemblage des virions (273).

4.3. Assemblage et maturation des virions

Les premieres étapes de formation des virions ont lieu dans des structures du cytoplasme
appelées virosomes, zones dépourvues d’organites cellulaires. Ces enveloppes virales
immatures en forme de croissant deviennent circulaires et matures par clivage protéolytique

des protéines de capside et condensation du core viral, produisant ainsi la premiére forme
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infectieuse de virions, les IMV. Pour la majorité des virions, la morphogenése s’arréte 1a, et
les IMV sortent par lyse cellulaire. D’autres sont transportés, grace aux microtubules (65),
jusqu’a la périphérie de la cellule, ou ils s’envelopperont d’une double membrane
supplémentaire dérivée de 1’appareil de Golgi ou d’endosomes, formant ainsi les IEV (6h post
infection) (294). Ce déplacement fait appel a la polymérisation, 1’utilisation des microtubules
et a la destruction du centrosome (303). La membrane la plus externe peut alors fusionner
avec la membrane plasmique, permettant 1’expulsion des virus infectieux de type EEV,
toujours minoritaires mais en quantité variable selon les souches virales et les CEV. Les CEV
restent accolés a la membrane cellulaire puis sont expulsés par une microvillosité "actinique".
Seulement 10 a 12 heures sont nécessaires au bon déroulement du cycle infectieux (a terme
lytique), le virus de la vaccine produisant de la sorte 2000 a 3000 particules par cellule. De
nombreuses protéines virales impliquées dans la morphogenése et la libération des virions ont
déja été identifiées et d’autres sont découvertes régulierement (132). Le virus est aussi
capable de progresser de la cellule infectée vers plusieurs cellules voisines par fusion

cellulaire et formation de syncytium.

C. Interactions poxvirus/ hotes

De fagon générale, les poxvirus ont développé des stratégies complexes pour survivre en
conditions défavorables et en particulier pour contourner les défenses mises en ceuvre par
leurs hotes. Ces outils visent a optimiser la multiplication du virus et surtout a moduler la
réponse immunitaire. Les modalités d’interaction entre les poxvirus et leurs hotes vont
moduler le tropisme viral selon trois niveaux :

- le tropisme au niveau cellulaire mettant en jeu un certain nombre de mécanismes/

interactions moléculaires qui peuvent expliquer le cycle permissif, semi-permissif ou abortif
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d’un virus dans une cellule donnée. Il peut étre influencé par des facteurs cellulaires mais
aussi des facteurs viraux

- le tropisme au niveau tissulaire ou organique, intermédiaire entre les deux autres niveaux

- le tropisme d’hoéte, influencé par les deux premiers niveaux et par la capacité¢ du virus a
contourner la réponse immunitaire de I’hote. Il va déterminer la pathogénie, la diffusion virale
dans I’organisme infecté et la dissémination entre les organismes en fonction des mécanismes
¢laborés par le virus pour échapper aux réponses de 1’hote (218).

Les poxvirus codent pour de nombreuses protéines qui interviennent a différents niveaux pour
moduler la réponse immunitaire mise en place chez 1’héte. Dans le tableau 3 sont présentés

les facteurs impliqués dans les interactions du MY XYV avec son hote.

1. Tropisme cellulaire

In vivo, les poxvirus posseédent un spectre d’hote assez strict. Pourtant selon les conditions
expérimentales, certaines cellules dérivées d’espeéces non hotes peuvent €tre permissives a
I’infection in vitro. Par exemple, on peut observer que le MYXV, qui est spécifique du lapin,
peut se répliquer in vitro dans des cellules transformées d’origine humaine ou simienne (320),
ou encore dans des fibroblastes primaires d’origine bovine. Chaque poxvirus possede une

spécificité in vitro distincte de son spectre d’hote in vivo (Tableau 4).
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Grand role

Facteur d’hote

Contrdle du cycle
cellulaire

Contréle de I’apoptose

Contrdle de la réponse
IFNs

Inhibition de la
reponse inflammatoire

Inibition de la
présentation du CMH-I

Protéine Geéne

MO062

MO063
MO064

MGF

M-T2

M-T4

M-T5

MI11L

M143
M146R

SERP-2

M-T7

MO029L

M135R

M156R

M-T1

SERP-1

M13L
M104L

M128L
M141R
M144R

SERP-3
MNF

M-T4

MV-LAP

MO62R

MO63R
MO064R

MO10L

MO02L/R

MO0O4L/R

MOOSL/R

MO11L

M143
M146R

MI151R

MOO7L/R

MO029L

M135R

M156R

MOO1L/R

MO08.1L/
R

MO13L
M104L

M128L
M141R
M144R

MI152R
M150R

MO04L/R

MI153R

Fonction/ propriétés

Nécessaire pour la réplication dans les cellules de lapin, les
cellules cancéreuses humaines, se lie a8 SAMD9

Nécessaire pour la réplication dans les cellules de lapin

Fonction liée a celle de M062

Homologue du facteur de croissance EGF

Homologue du récepteur au TNFa ; inhibiton des interactions
TNF/TNFR, empéche 1’apoptose des lymphocytes

Inhibition de la voie Bcl-2/caspases via son interaction avec la
protéine BAP

Interaction avec Cullin-1 et Akt ; inhibition, arrét du cycle
cellulaire et apoptose

Interaction avec les protéines pro-apoptotiques (Bak/Bax),
inhibe 1’apoptose

Ubiquitine ligase avec une fonction possible anti-apoptotique
Supposée se lier aux protéines Bcl-2 et inhiber la réponse innée
via les TLR

Inhibiteur de sérine protéase intracellulaire (granzyme B, ICE)

Homologue du récepteur aux IFNy, activité anti-inflammatoire

Homologue d’E3L, fonction prédictive d’inhibition de la voie
PKR

Homologie avec BI8R du VACV ; mécanisme précis
d’interférence avec la réponse IFN encore inconnu

Homologue du facteur elF2-a, fonction possible dans
I’inhibition de la voie PKR

Liaison avec les chemokines CC, inibition du chimiotactisme

Inhibiteur de sérine protéase sécrétée, activité anti-
inflammatoire

Inhibiteur de I’inflamasome (Caspase-1, IL-1 et IL-8)

Supposé participer a I’inhibition de la voie de signalisation des
récepteurs chémokines

Homologue du CD47
Homologue du CD200

Homologue de C3L/B5V (VACYV), interaction possible avec le
complément, CD46-like

Inhibiteur de sérine protéase

Inhibiteur supposé de NFkB

Inhibition de la présentation du CMH-I via son interaction avec
la protéine BAP

Scrapine, down-régule les molécules de surface CD4, Fas-CD95
et CMHI
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Tableau 3. Facteurs impliqués dans les interactions du MYXV avec son hote

Genre Virus
Molluscopoxviru  Molluscum
S Contagiosum
Orthopoxvirus Variole
Monkey pox
Cowpox
Vaccine
Ectromelia
Parapoxvirus ORF
Leporipoxvirus ~ Virus de la
myxomatose
Yatapoxvirus Yatapoxvirus

Hotes
réservoirs

Homme

Homme

Rongeurs,
écureuil

rongeurs

inconnu

Rongeurs

Ruminants

Lapins
ameéricains

Rongeurs ?
Insectes ?

Hotes
sensibles
Homme, cheval

Primates

Singe, homme

Homme, vache,
chat, renard,
animaux de zoo

Large spectre,
incluant I’homme

Souris de
laboratoire

Homme, chat,
herbivores

Lapin européen

Homme, singe

Cellules permissives

Kératocytes humains différenciés

La plupart des cellules de mammiferes

La plupart des cellules de mammiféres
sauf les cellules PEK

La plupart des cellules ce mammiferes

La plupart des cellules de mammiferes
sauf les CHO

La plupart des cellules de mammiféres
sauf les CHO

Les fibroblastes primaires ovins et
bovins

Cellules de lapins, cellules de singes
sélectionnées et les cellules de tumeurs
humaines

Cellules de singes sélectionnées

Tableau 4. Exemples de spécificité in vitro et spectre d’hote in vivo de certains poxvirus
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1.1. Particularités du tropisme cellulaire des poxvirus

Pour la plupart des virus, le tropisme cellulaire est essentiellement déterminé par I’interaction
entre les protéines virales exposées et leurs récepteurs spécifiques a la surface des cellules
hotes, comme par exemple la présence de rafts lipidiques (59), de polysaccharides (237) ou de
I’expression de certains récepteurs de surface (50, 95, 187). Concernant les poxvirus, aucun
récepteur spécifique n’a été identifié, bien qu’une étude récente ait montré la présence d’un
récepteur non identifié¢ a la surface des lymphocytes T humains activés permettant la liaison
avec le virus de la vaccine (50).

Ce sont en revanche des éveénements en aval des étapes d’attachement, d’entrée et méme

d’expression virale précoce qui influent spécifiquement sur le devenir du cycle viral (169).

1.2. Facteurs d’hote

Il existe deux catégories de geénes sur le génome des poxvirus, les génes conservés a travers
les genres et essentiels a la réplication et a la morphogenese, et les génes non essentiels qui
influencent le profil pathologique propre a chaque espéce virale, ce sont les geénes de
virulence. Parmi les génes de virulence, les génes de spectre d’hdte sont ceux pour lesquels la
délétion entraine une modification du tropisme cellulaire. Par exemple, il a été découvert que
les protéines M-TS5, M-T2, M-T4 et M11L du MY XYV pouvaient interférer avec les voies de
signalisation intracellulaire. Récemment, il a ¢ét¢ mis en évidence I’implication du gene
MO63R dans le tropisme d’hote sans que le mécanisme exact ait été élucidé (14). Ce gene est
essentiel pour la multiplication du MY XYV dans les cellules de lapin et pour le développement

de la myxomatose chez 1’hote naturel (14).
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2. Controle du cycle cellulaire

De nombreux poxvirus expriment des facteurs de croissance mimant [’action de leurs
homologues eucaryotes, les facteurs EGF (Epidermal growth factor) ou VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor). Ces homologues, comme le VGF (Vaccina virus Growth Factor)
du virus de la vaccine, le MGF (Myxoma Growth Factor) du MYXV ou encore le SFGF
(Shope Fibroma virus Growth Factor) du virus du fibrome de Shope sont capables de réguler
la prolifération et la différenciation cellulaire (188) et de stimuler la mitose des cellules
adjacentes. In vivo, le MGF est un facteur de virulence essentiel puisque la maladie est
fortement atténuée lorsque des lapins sont inoculés avec un virus n’exprimant plus ce facteur

de croissance (46).

3. Controle de I’'apoptose

De nombreux organismes pluricellulaires utilisent comme mécanisme de défense cellulaire, la
mort programmeée des cellules ou apoptose, pour ¢éliminer les cellules endommagées, mutées,
agées ou encore infectées, qui pourraient constituer une menace pour le reste de 1’organisme.
La voie de signalisation de I’apoptose peut étre induite de fagon intrinséque et extrinséque. La
voie intrinseéque ou mitochondriale implique 1’activation des facteurs de la famille Bcl-2, ce
qui induit la libération soudaine et compléte du cytochrome ¢ des mitochondries dans le
cytoplasme, entrainant a terme 1’activation des caspases effectrices de 1’apoptose. La voie
extrinseéque ou des récepteurs de mort (famille des récepteurs du TNF (tumor necrosis factor))
fait intervenir le TNF et la voie des Fas-Fas ligand. Etant donné que I'apoptose peut avoir un
effet négatif sur la réplication et la dissémination virale, de nombreux virus, y compris le
MY XV ont développé de multiples stratégies pour controler ce processus. Une des stratégies

consiste a inhiber directement des molécules clé pro-apoptotiques (Figure 6 et Tableau 3).
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Figure 6: Mécanisme d’échappement du MYXV a I’apoptose. La protéine M-T2 sous sa
forme sécrétée inhibe la fixation du TNFa a son récepteur le TNFoR. Sous sa forme
cytoplasmique, elle semble avoir une fonction anti-apoptotique. M-T4 inhibe 1’activité de la
protéine BAP31, protéine réticulaire associée aux protéines Bcl2/Bxl et a la caspase-8. M-T5
inhibe I’apoptose en agissant sur le cycle cellulaire (p27). La protéine M11L est capable de se
lier aux protéines mitochondriales Bak et Bax, inhibant leur activité pro-apoptotique.
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4. Interférence avec le systeme immunitaire

4.1. Réponse de I’hdte a I’infection

La réponse de 1’hote face a une infection virale se déroule en trois phases: I’immunité
constitutive et immédiate, une phase inductible précoce non spécifique de I’antigéne puis une
phase inductible dépendante des lymphocytes, spécifique de I’antigéne, support d’une réponse
effectrice et d’'une mémoire immunologique. Les premieres cellules a pénétrer le site primaire
d’infection sont les cellules inflammatoires : d’abord les granulocytes neutrophiles, puis les
cellules de la lignée monocytaire (monocytes-macrophages). Les cellules inflammatoires
limitent potentiellement la multiplication virale, en détruisant notamment les poxvirus en
présence d’anticorps (183, 334).

Pour le MYXV, la mise en place de la réponse immunitaire débute avec I’infection des
cellules dendritiques, cellules de Langerhans (dans le derme) (24, 182, 363) et des LT (au
niveau des nceuds lymphatiques drainant).

L’infection par un poxvirus est associée a la présentation de nombreuses protéines qui
suscitent la synthése d’une grande variété d’anticorps : les anticorps neutralisants, dirigés
contre les virions enveloppés ou non, les anticorps qui lysent les cellules infectées en
association avec le complément et les anticorps qui se combinent aux antigénes circulants
pour former des complexes immuns. Les lapins infectés développent des IgG et des IgM qui
apparaissent insuffisantes pour leur protection. En effet, il a ét¢ montré que 1’administration
d’un sérum hyperimmun contre le MYXV a des lapins, suivie d’une épreuve virulente, n’a
pas d’action sur la mortalit¢ (mort de 17 lapins sur 20) (103). De plus, les vaccins a virus
inactivés n’ont pas permis de protéger les lapins contre la myxomatose, alors méme que des
anticorps ¢€taient produits (105), contrairement aux vaccins a virus atténués qui sont

protecteurs. Ces données suggerent que si des anticorps préexistants peuvent conférer une
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relative protection durant la phase clinique, les anticorps développés au cours de I’infection ne
peuvent assurer une protection totale des animaux. Ceci fait donc apparaitre I’importance de
la réponse a médiation cellulaire dans le controle de I’infection par le MYXV.

Il est clairement établi que les lymphocytes jouent un role déterminant dans la réponse anti-
poxvirale, d’une part en régulant la production des anticorps (essentiellement LT CD4") mais
aussi et surtout en exerc¢ant une activité cytotoxique directe a 1’égard des cellules infectées
(LT CD8"). Des LT spécifiques du virus mousepox sont détectables dés 2 jours post-infection
(183). Des souris nude (CD4-, CD8-) ayant perdu leur capacité a développer une réponse a
médiation cellulaire, sont incapables de contrdler la multiplication virale dans les organes
cibles et meurent a des doses subléthales du virus de I’ectromélie (42). Lors d’une infection
par un poxvirus, on observe un dysfonctionnement de la réponse des lymphocytes aux
mitogénes. Ceci peut étre associé en partie a une perturbation de 1’expression de certaines
molécules de présentation des antigenes telles que celles du CMH de classe I (15, 32).

Le MYXYV possede des armes pouvant interférer avec les acteurs responsables de la mise en
place de la réponse cellulaire. Il a ét¢ montré que le MYXV possédait une capacité de
dérégulation des molécules de CMH-I a la surface des cellules infectées (60, 133, 210),
pouvant ainsi altérer la capacité de présentation des antigénes aux cellules LT CDS8". Par
ailleurs, Le MYXYV est capable d’infecter les cellules dendritiques mais aussi les lymphocytes
T, qui sont les cellules impliquées dans la réponse a médiation cellulaire (182). Il a été mis en
évidence que le virus pouvait avoir un effet sur plusieurs protéines aux propriétés anti-
inflammatoires, des inhibiteurs d’interférons, de chimiokines et cytokines, ce qui pourrait
empécher la mise en place d’une réponse immune a médiation cellulaire efficace (312).

Tous ces éléments indiquent que la réponse a médiation cellulaire est trés certainement la

composante majeure du contrdle immunitaire de 1’infection du lapin européen par le MYXV.
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4.2. Interférence avec les IFN

La voie des IFN semble jouer un role clé dans le tropisme du MYXV. En effet, des études ont
montré que l’infection des fibroblastes primaires murins est bloquée par la cascade de
signalisation Erk-IGN-STATI, et que I’inactivation du facteur Erk ou de la signalisation
médiée par le facteur de transcription STAT-1, leéve le blocage et rend les fibroblastes
primaires permissifs a ’infection (348). Il en est de méme pour les fibroblastes humains
primaires, in vitro. L’infection de ces cellules par le MYXV semble étre dépendante de la
réponse cellulaire aux IFN, puisque 1’augmentation de la production d’IFN induit une
diminution de la permissivité des cellules ainsi que le nombre de passages en culture (170).

Il existe deux principaux types d’IFN, les IFN de type I (IFN-a et IFN-B) et I'IFN de type II
(IFN-y). Les IFN de type I sont synthétisés par la plupart des cellules de I’organisme, I’'IFNa
étant principalement produit par les leucocytes et I’IFN-B par les fibroblastes. L’infection
virale induit la synthése d’IFN de type I ainsi que de nombreuses cytokines.

L’IFNy intervient dans le développement de la réponse immunitaire adaptative. Il est sécrété
par les lymphocytes T CD4" et CD8" aprés présentation d’antigénes par les cellules
présentatrices d’antigénes comme les cellules dendritiques (360).

L’entrée d’un pathogéne dans un organisme provoque une réponse immédiate innée
conduisant dans la majorité des cas au contréle de I’infection et a I’élimination du pathogene.
L’immunité innée antivirale repose en grande partie sur la synthése et la sécrétion des
interférons de type I (IFN-0/B) par les cellules infectées, qui induisent un état antiviral dans
les cellules environnantes via 1’expression de nombreuses protéines possédant une activité
antivirale ou immunomodulatrice. L’amplitude de la réponse antivirale déclenchée par I’TFN-
a contraint la quasi-totalit¢ des virus a s’adapter en élaborant diverses stratégies
d’échappement aux effecteurs des voies d’activation des interférons. Dans le cas des poxvirus,

ces stratégies incluent des inhibiteurs de 1’induction, des récepteurs qui miment des ligands,
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des phosphatases qui bloquent la cascade STAT-1 de transduction du signal ou encore des
inhibiteurs d’effecteurs tels que la protéine kinase R (180, 288, 296, 297) (Figure 7 et

Tableau 3).

4.3. Inhibition de la réponse inflammatoire

Suite a une agression par un agent pathogene, 1’organisme met en place une premiere ligne de
défense grace a I’action de nombreuses molécules pro-inflammatoires, les cytokines. Mais de
méme que pour I’apoptose ou la voie des IFN, les poxvirus ont mis en place de nombreux
facteurs pour encore une fois contourner la réponse immunitaire, comme M-T1, SERP-1,

SERP-3, MNF et M13L chez le MYXV (Tableau 3).
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Figure 7. Inhibition de la voie des IFN par le MYXV. Le facteur soluble M-T7 du MYXV
(homologue B8R du VACYV) va inhiber 1’activation de la voie IFNy en séquestrant les IFNy.
I1 va aussi inhiber la transcription de certains génes impliqués dans la réponse anti-virale. Le
facteur B18R du VACYV fait de méme avec les IFNa/B, et malgré son homologie avec B18R,
cela n’a pas été démontré pour la protéine M135R. La protéine E3L (homologue M029L de
MY XV) inhibe les voies antivirales de la PKR et de la 2’508, en se liant a I’ARNdb produit

lors de la réplication virale. Le facteur M156R (Homologue de K3L du VACV) mime ’action
du facteur de transcription elF2-a et inhibe son activation en se liant a la PKR a sa place
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Il. Les poxvirus en tant que vecteurs vaccinaux

Les poxvirus recombinants sont utilisés dans de nombreux domaines de recherche (109, 118,
123-125, 300, 307, 310, 311) mais le principal domaine d’application reste leur usage en tant
que vecteur vaccinal. Ce dernier a pris un essor considérable ces derniéres années grace au
développement de nouvelles stratégies qui consistent a optimiser leur pouvoir immunogene
via la stimulation d’une réponse immunitaire de type Thl conduisant a une prolifération de
lymphocytes T cytotoxiques capables d’¢liminer I’agent infectieux. En effet, les vaccins
classiques contenant des souches atténuées ou inactivées, présentent certains inconvénients
limitant leur utilisation. Tout d’abord, les souches atténuées présentent un risque de réversion
de leur pathogénicité initiale et pour certaines, un pouvoir pathogene résiduel non négligeable.
Par ailleurs ces souches atténuées se multiplient dans 1’hdte et sont susceptibles d’étre
transmises a des hotes non vaccinés. Les vaccins a agents inactivés sont généralement moins
immunogenes et induisent plutdt une réponse humorale. Ainsi, afin de remédier aux limites de
ces vaccins, de nouvelles stratégies vaccinales ont été développées. Parmi celles-ci,
I’utilisation de poxvirus recombinants a fait I’objet de nombreuses €tudes car ce sont des virus
aisément manipulables, capables d’exprimer de nombreux transgenes et d’induire une forte
réponse immunitaire, a la fois humorale et cellulaire, contre le produit d’un transgéne d’intérét
(23, 217, 253, 347). Le virus de la vaccine a fait I’objet de nombreuses études en tant que
vecteur vaccinal a la fois chez ’homme et chez les animaux. De nombreux genes issus de
micro-organismes variés (virus de I’hépatite B, de la rage, de la fievre aphteuse, de la grippe,
du VIH...) y ont ét¢ introduits a des fins vaccinales (19, 141, 350). Beaucoup d’autres
poxvirus sont également utilisés comme vecteurs vaccinaux, dans de nombreuses especes
animales. Tout I’enjeu actuel est de combiner ’efficacité et la sécurité d’emploi du vecteur

vaccinal.
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A.Les bases du choix du poxvirus

Leur grande taille, et leur spécificité d’hote ont fait des poxvirus en général des vecteurs
vaccinaux de choix. Selon I’application que 1’on envisage, il peut €tre intéressant de choisir
tel ou tel poxvirus dans un contexte multiplicatif (vecteurs réplicatifs) ou non (vecteurs non

réplicatifs).

1. Vecteurs poxviraux replicatifs

1.1.Virus de la vaccine

Les vecteurs réplicatifs, sont en général des vecteurs capables de se multiplier chez I’individu
a vacciner en dépit de la présence d’un gene étranger intégré a leur génome. C’est le cas
typique du VACV, le premier poxvirus utilis¢é comme vecteur vaccinal chez les mammiferes,
il y a une trentaine d'années apres son emploi massif pour I’éradication de la variole (351). En
effet, ce virus présente plusieurs avantages de par sa facilité¢ de production, de purification et
sa capacité¢ a induire une immunité humorale et cellulaire contre un antigéne d’intérét. De
plus, il existe a I’heure actuelle, de nombreux plasmides adaptés a I’insertion de geénes
étrangers dans différentes régions du génome du VACV. Par ailleurs, il est aisé d’obtenir des
titres €levés de ce virus et il est facile de le purifier contrairement a d’autres poxvirus.
Cependant ce virus présente certains risques biologiques, comme celui d’une infection
accidentelle du manipulateur ou d’autres personnes a son contact. Au cours de la campagne
de vaccination contre la variole, de nombreux accidents post-vaccinaux avec des troubles
neurologiques importants, voire des déces ont été observés et des infections accidentelles avec
des virus recombinants, bien que bénignes, ont été rapportées (283). Aujourd’hui le VACV,
dont I’origine est inconnue et sans réservoir naturel connu, peut étre considéré comme un

virus de laboratoire. Néanmoins, des épidémies ont eu lieu au Brésil depuis 1999, avec
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I’apparition de variants de VACYV, circulant chez le bétail et ’homme; les rongeurs pourraient
jouer, dans cette situation, un role épidémiologique déterminant (2). Le VACV posséde un
spectre d’infection large, ce qui peut représenter un avantage lors d’études préliminaires sur
animaux de laboratoire. Néanmoins, ce large spectre constitue un inconvénient en termes de
sécurité de manipulation et d’innocuité pour I’Homme ou pour d’autres espéces.

Par ailleurs, une utilisation chez I’animal d’un virus potentiellement pathogéne pour I’Homme
demeure risquée et elle est déconseillée, méme si la sécurité d’emploi a été nettement
améliorée, avec en particulier la construction de souches réplicatives mais atténuées, par
délétion de genes cibles du VACV (81). Ainsi, le trés large spectre d’héte du VACV
représente également une contrainte puisque la transmission d’une espéce cible a une espece

non cible et une possible recombinaison avec un autre Poxvirus, sont possibles (255).

1.2. Autres poxvirus

Tout poxvirus a spectre d’hdte étroit utilisé comme vecteur vaccinal chez son hote naturel
peut étre considéré comme vecteur réplicatif. C’est le cas pour le MYXV pour lequel
I’utilisation d’un vaccin recombiné MYXV-RHDV (virus de la maladie hémorragique virale
du lapin) a permis de vacciner simultanément les lapins européens contre la myxomatose et la
maladie hémorragique virale du lapin. De méme, 1’utilisation de Capripoxvirus recombinant a
permis de protéger les ruminants non seulement pour des capripoxviroses, mais aussi de la

peste bovine ou de la peste des petits ruminants (20, 80, 272).
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2. Les vecteurs poxviraux non réplicatifs

Bien que leur efficacité¢ ait ét¢ largement prouvée, I’utilisation de vecteurs poxviraux
réplicatifs rencontre des problémes de biosécurité. En effet, il n’est pas souhaitable que des
virus recombinants puissent diffuser d’animal a animal. Ainsi ’utilisation de vecteurs

poxviraux non réplicatifs, ne pouvant se répliquer chez I’animal, a vu le jour.

2.1. MVA et NYVAC

Pour éviter tout incident, des souches atténuées du VACV ont été développées, c’est le cas
par exemple d’une souche non réplicative du virus de la vaccine, le MVA (Modified VACV
strain Ankara). Ce virus a été obtenu par atténuation de la souche Ankara par passages
successifs sur cellules d’embryons de poulet. Le MVA est délété pour une vingtaine de genes,
d’autres génes viraux sont incomplets et certains posseédent des mutations ponctuelles. Cette
souche est non réplicative dans quasiment toutes les lignées cellulaires mammiféres, a
I’exception de la lignée BHK-21 (une lignée de cellules de reins de hamster) et une lignée de
cellules de singes MA104. Elle n’est pas pathogéne pour les animaux immunodéprimés
comme c’est le cas pour d’autres souches du virus de la vaccine. Cependant, il n’est pas
forcément le poxvirus de choix, puisqu’il n’est pas capable de réaliser certaines
glycosylations importantes qui ont lieu dans les cellules infectées avec une souche classique
du virus de la vaccine (290). Une autre souche atténuée dérivée du virus de la vaccine a été
mise au point. Il s’agit de la souche NYVAC, obtenue par délétion ciblée de 18 génes non
essentiels a la culture in vitro. Les produits de ces génes sont connus pour étre impliqués dans
le pouvoir pathogene (thymidine kinase, ribonucléotide réductase...) ou encore le spectre
d’hote (K1L, C7L). Cette souche est capable de se multiplier sur cellules Vero mais pas sur
cellules humaines et présente une forte atténuation lors d’essais in vivo. Il existe une autre

souche dérivée du virus de la vaccine pour laquelle seul le géne D4R est absent. Cette souche
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a ¢té obtenue grace a une lignée cellulaire trans-complémentant la protéine virale D4R. Le
gene D4R code pour une uracile ADN glycosylase, une enzyme impliquée dans la réparation
de I’ADN. Cette activité n’est pas essentielle au cycle viral, et la nécessité¢ d’utiliser une
lignée transcomplémentante indique que cette protéine possede une ou plusieurs autres
fonctions encore inconnues qui sont nécessaires au cycle viral. En plus de son caractére
déficient attractif, cette souche présente des propriétés similaires au MV A pour la vaccination

(249).

2.2. Les Avipoxvirus chez les mammiferes

Le genre Avipoxvirus se compose de virus qui infectent toutes les espéces de volailles et de
nombreuses espéces d’oiseaux sauvages. Les Avipoxvirus ont une grande spécificité d’hote et
sont incapables de réaliser un cycle de réplication complet chez des especes non aviaires. Les
souches sauvages peuvent causer des maladies trés graves chez leurs hotes naturels. Certains
Avipoxvirus peuvent infecter d’autres especes que leur espéce cible, mais ceci se produit sans
conséquences pathologiques. Par exemple, le Pigeonpox virus (PGPV) (Poxvirus du pigeon)
est naturellement atténué¢ pour le poulet et il a pu étre utilisé dans un vaccin recombinant
contre la grippe aviaire. Ainsi, des souches atténuées d’Avipoxvirus peuvent étre utilisées pour
vacciner des oiseaux (255). Bien que leur multiplication soit limitée aux especes aviaires, ces
souches atténuées d’Avipoxvirus sont apparues comme des vecteurs efficaces et trés siirs pour
les mammiferes.

En effet, il a ét¢ montré que l'infection de cellules de mammiféres avec un vecteur
recombinant issu d’Avipoxvirus aboutit a I’expression du géne étranger et induit une immunité
protectrice. Ainsi, une immunisation peut étre réalisée en 1’absence de réplication du vecteur,
ce qui annihile le potentiel de dissémination du vecteur chez I’animal vacciné et évite par la

méme, la dissémination du vecteur aux animaux non vaccinés ou a l’environnement en
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général. Aucune dissémination de I’infection a partir des animaux vaccinés n’est donc a
craindre (325). De plus, I'utilisation de ces vecteurs dans des espéces qui ne sont pas des
especes réservoirs d’Avipoxvirus rend la probabilité de recombinaison in Vivo quasiment
nulle.

Ces dix dernieres années, un grand nombre de virus recombinants ont été produits en utilisant
la souche atténuée ALVAC du Canaripoxvirus (CNPV). Ces essais ont démontré 1’efficacité
et I’innocuité de ce vecteur (131, 326). Ainsi, un vaccin recombinant a été produit avec un
vecteur CNPV dans le génome duquel une portion du géne env codant pour une glycoprotéine
gp70 du Feline leukemia virus (FeLV) (virus de la leucose féline) et le géne gag (codant pour
une polyprotéine de capside) ont été insérés. In vivo, I’expression de 1’antigéne protecteur du
FeLV entraine une forte réaction immunitaire, qui est particuliérement adaptée a la
stimulation de la réponse immunitaire & médiation cellulaire, et qui semble jouer un rdle
majeur dans la guérison naturelle de l’infection et dans I’immunité vaccinale (326). La
vaccination avec le vaccin recombinant CNPV-FeLV permet 1’expression d’antigénes viraux
immunogenes de la méme maniére que ’infection naturelle peut le faire, sans réplication
virale productive (131). C’est un vaccin efficace, qui allie efficacité et innocuité. Il s’agit du
premier vaccin recombinant efficace contre un Rétrovirus.

La capacité a induire une protection vis-a-vis d’une €preuve par voie mucosale a également
été observée pour d’autres vaccins recombinants utilisant un Avipoxvirus comme vecteur

(vaccin contre la maladie de Carré ou encore du vaccin contre la grippe équine) (326).

2.3. Exemples d’autres virus : le MY XV

Un essai de vaccination fondé sur I’utilisation d’un recombinant MYXV, exprimant une
protéine de capside du calcivirus félin (FCV) sous la dépendance de promoteurs artificiels

précoces et tardifs, a été réalisé avec succes chez le chat contre la calcivirose féline (216,
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217). Le MYXYV est incapable de se répliquer de maniére productive dans les cellules de chat
in vitro; néanmoins les cellules infectées avec le virus recombiné expriment les antigénes
hétérologues. Les chats immunisé€s avec ce vaccin ont produit des anticorps neutralisants en
grande quantité et ont été¢ chroniquement protégés apres infection d’épreuve par le FCV
sauvage. De plus aucune transmission du virus recombiné MYXV-FCV des chats vaccinés
aux non vaccinés n’a été mise en évidence. Ces résultats démontrent le potentiel du MY XV

comme vecteur vaccinal non réplicatif.

3. Les avantages des vecteurs poxviraux

En bilan, les poxvirus se sont avérés étre des outils trés appréciés dans le développement de
vecteurs vaccinaux, car ils présentent de nombreuses caractéristiques trés avantageuses.
Comme nous I’avons vu précédemment, la réplication des poxvirus est strictement
cytoplasmique, ce qui empéche I’intégration de séquences d’ADN étranger dans le génome de
la cellule infectée, conférant ainsi une sécurité d’emploi non négligeable.

Dans le cytoplasme les poxvirus posseédent leur propre machinerie de transcription et sont
quasi autonomes. Sous le controle d’un promoteur poxviral d’intérét le géne choisi sera
correctement transcrit par les ARN polymérases virales et I’ARNm sera ensuite pris en charge
par la machinerie cellulaire de traduction. Les promoteurs poxviraux ont une structure bien
conservée et sont donc interchangeables. De plus des promoteurs synthétiques efficaces
peuvent étre utilisés. Ainsi, il est possible de décider du moment et du niveau d’expression du
gene par le choix d’un promoteur précoce, intermédiaire ou tardif. Une séquence d’ADN
couramment utilisée comme promoteur, contient en tandem un promoteur précoce et un
promoteur tardif, permettant un niveau d’expression continu et modéré du geéne étranger
(235). Par ailleurs, contrairement aux systémes d’expression procaryotes ou aux vecteurs

baculovirus, les modifications post-traductionnelles de la protéine recombinante sont tres
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proches de celles de la protéine native en systéme poxvirus, et son activité est en général
parfaitement conservée (145).

Les poxvirus possedent un génome viral flexible et de grande taille, qui peut intégrer des
fragments d’ADN étrangers de grande taille par recombinaison homologue ainsi que la
délétion de genes non essentiels (254).

L’innocuité des vecteurs poxviraux est en général bien connue. Certains d’entre eux, surtout
le VACV, ont ét¢ mondialement utilisés avec succeés dans des campagnes de vaccination.
Bien que quelques complications post-vaccinales aient été décrites, le VACYV reste tres sir et
efficace. Il a permis 1’éradication mondiale de la variole.

Sur un plan pratique, les poxvirus se multiplient facilement, sont stables et supportent bien la
congélation, la lyophilisation et la réhydratation sans perte importante du titre infectieux. Cela
les rend particulie¢rement adaptés a la vaccination de masse. Les poxvirus peuvent &tre
administrés par voie intradermique, méthode classique d’inoculation, par voie sous-cutanée,
voire intramusculaire et certains peuvent également étre administrés par voie orale (28).
Enfin, il est possible de les utiliser en Sant¢ Animale dans le cadre d’une stratégie DIVA car
leur utilisation permet de distinguer les réponses immunitaires aprés une infection naturelle de
celle induite par la vaccination. Pour cela il suffit de disposer de deux tests de diagnostic, un
permettant de détecter la réponse sérologique contre I’antigéne contenu dans le vecteur et
I’autre permettant de détecter la réponse sérologique contre un antigéne viral non contenu
dans le vecteur. Ainsi dans des situations de trés faible prévalence d’une maladie, il est
possible d’envisager 1’élimination physique des animaux infectés sans toucher aux animaux

vaccinés (257).
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4. Les limites des poxvirus

Les vecteurs poxviraux utilisés pour la vaccination sont a base de virus vivants et de ce fait,
ils finissent fatalement par détruire les cellules infectées. Ils ne peuvent donc étre utilisés que
pour I’expression transitoire d’antigénes.

Au sein du genre, les membres de la famille des Poxviridae présentent des similitudes
antigéniques. Ceci pose probléme lors d’une vaccination réalisée avec un vecteur poxvirus
homologue. En effet, cette pré- immunité limitera la capacité du virus entrant a atteindre et a
infecter le tissu cible ; par conséquent cela diminue 1’expression de 1’antigeéne étranger et donc
la réponse immunitaire générée contre 1’antigéne cible. Pour contourner ce probléme, il est
possible d’utiliser des combinaisons différentes de vecteurs ou de diversifier les voies
d’immunisation.

Le probléme majeur, notamment pour la vaccination chez ’homme, est le pouvoir pathogéne
résiduel, qui peut limiter leur emploi en tant que vecteurs vaccinaux. La solution réside dans
I’utilisation de poxvirus a spectre d’hote étroit ou la maitrise des facteurs de pathogénicité et
I’exploitation de souches totalement apathogenes du VACV (81, 227, 257).

Par ailleurs, pour les vecteurs non réplicatifs, le niveau d’expression de l’antigéne chez
I’animal est limité et ’induction d’une réponse immunitaire protectrice est quelquefois

difficile a atteindre.
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A. Modalités de constructions des poxvirus recombinant

Plusieurs méthodes sont actuellement disponibles pour obtenir des poxvirus recombinants.
Leur construction implique le choix d’un promoteur poxviral pour le geéne étranger a
exprimer, d’un marqueur de sélection pour différencier les virus recombinants des virus

sauvages, et du site d’insertion des séquences d’ADN d’intérét.

1. Schéma général pour I’obtention d’un poxvirus recombinant

La méthode la plus répandue pour I’obtention de poxvirus recombinés consiste a
infecter/transfecter des cellules avec le poxvirus d’intérét et un plasmide de transfert (Figure
8). Ce plasmide de transfert contient le géne d’intérét sous controle d’un promoteur poxviral
encadré par deux séquences clonées du génome du poxvirus qui correspondent a la région
génomique que 1’on souhaite interrompre. Le plasmide isolé puis amplifié dans Escherichia
Coli est ensuite transfecté dans des cellules animales préalablement infectées par le poxvirus
sauvage. Lorsqu’une cellule est a la fois infectée et transfectée, les régions d’ADN identiques
(en I’occurrence les fragments d’ADN poxviraux clonés dans le plasmide de transfert et
présents sur le génome viral) peuvent recombiner entre elles de fagon a générer un génome
viral ayant intégré I’ensemble de I’ADN étranger. Un double crossing-over de part et d’autre
de I’ADN ¢étranger est donc nécessaire pour la production de ce nouveau génome viral. Ces
événements de recombinaison, et a fortiori deux, étant rares, il est donc nécessaire d’insérer
en méme temps que I’ADN étranger d’intérét soit une cassette de sélection soit un géne

marqueur afin d’isoler le poxvirus recombing.
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Figure 8: Principe de construction d’un vecteur recombinant par recombinaison. En rouge :
trangéne, en bleu : le promoteur du transgéne et en vert : génes du poxvirus parental.
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2. Construction des plasmides vecteurs d’insertion

2.1. Choix du promoteur

Il est fondé sur le fait que I’ARN polymérase ADN dépendante du virus de la vaccine ne
reconnait que des promoteurs issus de poxvirus. Comme nous I’avons vu précédemment trois
types de promoteurs ont été¢ décrits (239) : précoce, intermédiaire, tardif. En fonction de ce
que I’on compte faire du virus recombinant, le choix du promoteur sera différent. Ainsi pour
un niveau d’expression ¢élevé, 1'utilisation des promoteurs dérivés de genes tardifs codant
pour des protéines majeures de structure de la particule virale (52, 270) ou des promoteurs
dérivés d’autres poxvirus (258) sera conseillée. L’un des promoteurs les plus couramment
utilisés est le p.7.5 (203). 1l s’agit d’un promoteur dit "précoce-tardif" du virus de la vaccine

qui permet une expression continue pendant tout le cycle viral.

2.2. Site d’insertion d’ADN étranger

Une tres grande variété de sites d’insertion ont été mis en évidence (203), beaucoup d’entre
eux sont proches des terminaisons génomiques, principalement parce que les génes qui y sont
situés sont non essentiels au cycle viral. Les régions centrales du génome des poxvirus sont
beaucoup plus conservées et contiennent de nombreux genes essentiels a la réplication virale.
Néanmoins, 1a aussi, quelques génes non essentiels ont été identifiés et utilisés comme sites

d’insertion.
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2.2.1. Insertion intergénique

Comme son nom l’indique, cette stratégie consiste a intégrer le ou les génes d’intérét au
niveau d’une zone intergénique évitant ainsi que les caractéristiques initiales du virus ne
soient modifiés. Etant donné que le MY XV ne posseéde que trés peu de régions non codantes
et non régulatrices, cette stratégie n’est pas facilement applicable dans la construction d’un
virus myxomateux recombinant. Ces régions contiennent notamment les promoteurs ou les

terminateurs de transcription (46).

2.2.2. Insertion dans un géne ou un locus non essentiel

Il s’agit de la stratégie la plus couramment utilisée et qui consiste a insérer I’ADN étranger
dans un site non essentiel a la réplication virale. De nombreux sites d’insertion ont été mis en
évidence et sont généralement localisés proches des terminaisons génomiques (203). Chez le
virus de la vaccine prés de 55 ORFs du génome du virus ont pu étre délétées sans perte
d’infectiosité (261). Cette insertion qui n’est pas essentielle pour la réplication virale in vitro,
peut cependant influencer la pathogénicité in vivo et renforcer 1’innocuité du vecteur viral.
L’immunogénicité quant a elle reste souvent presque identique (191, 203). Deux sites
d’insertion sont couramment utilisés pour le MYXV, la thymidine kinase (TK) et les loci
MGF/M11L.

Le choix du locus TK présente plusieurs avantages car il s’agit d’un géne non essentiel au
cycle viral, il est trés conservé parmi les poxvirus et de plus un systéme de sélection basé sur
I’absence d’expression de la TK a ¢été¢ développé (202, 203). La TK semble jouer un role
important lors de I’infection in vivo. En effet des études sur le virus de la vaccine TK- ont
montré une atténuation du pouvoir pathogene lors d’infection de souris Balb/CByl (44).

Concernant la TK du MYXV, I’influence de la délétion sur I’expression du pouvoir pathogéne
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in vivo n’a pas encore été étudiée de fagon précise, mais I’inactivation de la TK du MYXV de
souche Toulouse 1 se manifeste par une diminution du taux de 1étalité (22).

Deux ORF chevauchantes M10L (MGF pour Myxoma Growth Factor) et M11L constituent le
double locus MGF/MI11L du génome du MYXYV. Les deux produits de ces geénes sont non
essentiels a la réplication virale, mais par contre la délétion de 1’'un des deux génes, et a
fortiori des deux a la fois, provoque une diminution importante de la virulence chez le lapin
(250). Les caractéristiques moléculaires de la protéine M11L et son role dans le contrdle de
I’apoptose, ont déja été présentés. Quant a la protéine MGF, il s’agit de I’homologue de
I’EGF cellulaire (Epidermal Growth Factor) qui joue un rdle dans la régulation, la
prolifération et la différentiation cellulaire (188). Plusieurs homologues poxviraux ont été
identifiés : le VGF chez le VACV, le VaGF pour le virus de la variole, le SFGF pour le virus

du fibrome de Shope et bien str le MGF chez le MYXV (39, 53, 336).

2.2.3. Insertion dans un geéne essentiel

Cette stratégie consiste a insérer de I’ADN étranger dans un géne essentiel, ce qui conduit a la
génération d’un vecteur non-réplicatif strict impliquant un défaut de production virale méme
in vitro. Afin de remédier a cela, une complémentation en trans est nécessaire et impose la
génération d’une lignée cellulaire produisant la protéine déficitaire. Cette stratégie est
rarement utilisée en vaccination fondée sur les vecteurs poxviraux du fait des difficultés

techniques et les caractéristiques de tropisme et de spectre d’hote de certains poxvirus.

2.2.4. Fusion avec une protéine virale

Cette stratégie a pour but d’augmenter le niveau de la réponse immunitaire, et consiste en
I’incorporation d’un antigeéne étranger au niveau de la particule virale (11, 179). Elle a déja

fait ses preuves dans d’autres systémes (7, 98, 185, 335). Pour les poxvirus, les seules études
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in vivo réalisées a ce jour concernent des virus de la vaccine recombinés exprimant des
antigenes du HIV-1 fusionnés a la protéine BSR des virions EEV. Il a ainsi été montré qu’une
meilleure réponse immunitaire spécifique du produit du transgene, a la fois humorale et
cellulaire CD4+, s’instaurait (179, 186). Cette stratégie a permis de conférer une protection

partielle contre une épreuve hétérologue sur un modele souris (186).

2.3. Sélection des virus recombinants

Le rendement spontané¢ des recombinaisons étant tres faible (moins de 1%), il est nécessaire
d’utiliser des méthodes de sélection ou d’identification des virus recombinants. Les stratégies
employées sont diverses, en voici quelques exemples.

Quelle que soit la méthode de sélection utilisée, les génes employés sont aussi soumis a la "loi
poxvirale", a savoir ils seront mis sous contréle d’un promoteur poxviral. La s€lection des
virus recombinants peut étre directement donnée par la résistance a 1’acide mycophénolique
(E. co gpt) ou encore la résistance a la géniticine. D’autres génes marqueurs permettent la
visualisation directe des plages de lyse contenant le virus recombiné : production de -
galactosidase (gene LacZ, coloration bleue), production de PB-glucuronidase (gene gus,
coloration bleue) ou encore détection par la production de protéines fluorescentes telles que la
GFP (Green Fluorescent Protein) ou le DsRed. D’autres méthodes peuvent étre utilisées, en
particulier celles reposant sur la sélection basée sur 1’absence de la TK (Thymidine Kinase)
(202, 203). La TK est capable de phosphoryler le 5-bromodeoxyuridine (BUdR), qui devient
toxique pour la cellule. Ce systeme de sélection nécessite la génération d’une lignée cellulaire
TK-, puisque la TK cellulaire est elle aussi capable de phosphoryler le BUdR. Ainsi, lors
d’infection de cellules TK-, les virus TK+ (souche sauvage) rendront les cellules sensibles au

BUAdR, tandis que les virus recombinés TK- pourront se répliquer.
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B. Evaluation des poxvirus en tant que vecteur vaccinal

Un bon vecteur vaccinal, est un vecteur qui doit avoir le meilleur compromis entre
immunogénicité et innocuité. En effet, il doit étre capable d’induire une réponse immunitaire
efficace pour protéger contre la maladie a long terme sans étre dangereux pour I’animal,
I’utilisateur et ’environnement qui 1’entourent. Cette immunogénicité est dépendante non
seulement du mode de délivrance des antigenes dans 1’organisme, de la nature des antigeénes
mais surtout la qualit¢ de présentation de ces antigénes par les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) aux effecteurs de la réponse immunitaire. L’infection par un pathogéne
induit des changements fonctionnels dans les CPA. Ces changements fonctionnels sont
essentiels pour la polarisation de la réponse immune adaptative (83). Ainsi une meilleure
compréhension de ces modifications notamment I’expression de cytokines, chimiokines et
molécules de costimulation a la surface de ces cellules, pourrait s’avérer utile pour évaluer
I’efficacité d’un candidat vaccin. C’est pourquoi depuis quelques années, de nombreuses
¢tudes sont menées afin de mieux comprendre les interactions entre de nouveaux candidats

vaccins basés sur 'utilisation des poxvirus et les cellules dendritiques, CPA par excellence.

1. Interactions entre les cellules présentatrice d’antigenes et les
vecteurs poxvirus.

Les CPA sont représentées par les cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes
B. Les cellules dendritiques sont dites cellules présentatrices d’antigénes "professionnelles"
car ce sont les seules qui soient capables d’activer les lymphocytes T naifs, c’est-a-dire
d’initier la réponse adaptative vis-a-vis des antigenes qu’elles présentent. Ainsi, elles jouent
un rdéle primordial dans la mise en place de la réponse immunitaire, & la fois innée et

adaptative.
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1.1. Activation des cellules dendritiques (Figure 9)

Les cellules dendritiques présentes dans les tissus lymphoides sont de loin les plus capables
d’activer les cellules T naives; elles partagent avec les macrophages, la capacité a reconnaitre
et a capturer les pathogeénes par phagocytose ou macropinocytose grice a des récepteurs
spécifiques aux agents pathogénes (PRR). Ces récepteurs dont les récepteurs TLR, NLR et
CLR reconnaissent des structures communes aux agents microbiens. Les cellules de
Langerhans de la peau sont des DC immatures typiques. Elles ont une forte activité
phagocytaire et sont reconnaissables par la présence de grands granules appelés granules de
Birbeck.

A la suite d’une infection cutanée par un agent pathogéne, les cellules dendritiques immatures
présentes dans I’épiderme et le derme, ainsi que les autres cellules de I'immunité innée
(cellules épithéliales, neutrophiles, Natural Killer (NK), monocytes/macrophages)
reconnaissent et capturent les antigénes. Ces derniers vont étre dégradés en peptides et seront
présentés grace aux molécules du CMH I ou II a la surface cellulaire. Suite a ce processus
d’apprétement de 1’antigéne, les cellules dendritiques vont étre activées et produire des
cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines, telles que 1’IL-2, le TNF-q, I’IL1f, I’IL-6,
qui sont capables d’induire le recrutement et ’activation des différents acteurs de la réponse
innée. Les cellules dendritiques activées migrent par les vaisseaux lymphatiques jusqu’aux
nceuds lymphatiques. Au cours de cette migration, les cellules dendritiques subissent un
processus de maturation, caractérisé par la modification de ’expression de différentes
molécules de surface (CMH II, CD40, CD54, CD58, CD80, CD86) et deviennent des cellules
présentatrices d'antigéne capables d'activer les lymphocytes naifs et donc d'induire la réponse
adaptative. A ce stade, les lymphocytes T CD4+ naifs peuvent se différencier en plusieurs
sous populations de lymphocytes a activité effectrice Thl (helper), Th2 et Th17, et Threg

(régulatrices). Ces différentes populations se caractérisent par leur profil de sécrétion
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cytokinique qui leur permet d’orchestrer la réponse immunitaire face a différents pathogenes
(234).

1.2. Polarisation de la réponse immune par les cellules
dendritiques (Figure 9)

1.21.Thl

La polarisation de la réponse vers le phénotype Thl est caractérisée par la sécrétion d’IL12,
induite par la liaison entre le CD40 ligand a la surface des lymphocytes et la molécule CD40 a
la surface des cellules dendritiques. Les lymphocytes T CD4 Thl ainsi générés, sont capables
de produire I’IL-2 et de I’IFNy, du TNF-a et du TNF-f. Ces cellules induisent les réponses
immunes cellulaires les plus efficaces contre des pathogenes intracellulaires (virus, bactéries
et parasites intracellulaires). L’IFNy est la cytokine caractéristique des Thl, il permet
I’activation des macrophages et augmente ainsi leur activité phagocytaire, I’expression du
CMH-I et II, I’'induction d’IL-12, de NO (nitric Oxide) et la production d’anion superoxide,
importants pour I’élimination des pathogénes intracellulaires (177, 247). Il favorise la
production d’IgG qui en se fixant aux Fcy-récepteur et au complément entraine 1’opsonisation
et la phagocytose de certains pathogenes (305, 314). Les Thl sont aussi responsables de la
réaction d’hypersensibilité retardée ou I’'IFNy et le TNF-f induisent une forte inflammation et
des lésions tissulaires. De plus, les Thl peuvent acquérir des capacités cytolytiques suite a
I’expression de FasL a leur surface. Les cytokines qu’ils produisent comme L’IL-2 et ’'IFN-y
vont promouvoir la différenciation des lymphocytes T CDS8 en cellules cytotoxiques actives,
appelées CTL pour "cytotoxic T lymphocytes", dont la fonction principale est de provoquer la
mort par apoptose de leurs cibles spécifiques. Pour cela, les CTL possédent plusieurs
mécanismes distincts: le systeme Fas/FasL, et le systéme perforine/granzyme qui est le plus

utilisé (284).
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Figure 9. Roles de DC dans la réponse immune innée et adaptative (adapté d’aprés Abbas, et
Mills (1, 229)). Les effecteurs de la réponse immune innée ; macrophages, DC, neutrophiles,
les cellules NK, ainsi que les protéines du complément constituent la premicre ligne de
défense contre I’invasion par des microorganismes. La liaison des épitopes conservés des
pathogenes aux PRR (pattern-recognition receptors) active la production de molécules pro-
inflammatoires et de chimiokines qui vont permettre le recrutement des cellules effectrices au
niveau du site d’infection. Les DC activées vont présenter les antigenes aux LT et promouvoir
la division et la différenciation des LT CD4 naifs. En présence d’IL-12, d’IL-4, ou d’IL-
6/TGF-B, les LT CD4 naifs vont se différencier en lymphocytes Thl, Th2, Thl7
respectivement. Les Thl sécrétent de I'IFN-y, qui active 1’activité anti-microbienne des
macrophages et la production d’anticorps IgG2a, alors que les cellules Th2 vont induire la
production d’anticorps par les LB d’IgG1, IgA et IgE. Les LT CDS8" lysent les cellules hotes
infectées par des virus, des bactéries intracellulaires ou des parasites. La plupart de ces
réponses peuvent causer des dommages tissulaires. Les Th17, eux vont sécréter I1-17 et 11-23,
cytokines jouant un réle dans le recrutement des neutrophiles au niveau des sites d’infection.
Les Treg, quant & eux aident a contrdler les fonctions des différents effecteurs et les
dommages associ¢s aux tissus de 1’hote.
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Lorsqu'un CTL est en contact direct avec la cellule cible qu'il a reconnue, il relache les
granules de perforine et de granzyme B stockés dans des vésicules dans le cytoplasme. Les
molécules de perforine forment des pores qui d'une part permettent I'entrée des molécules de
granzyme B dans le cytoplasme de la cellule cible, et d'autre part permettent une lyse
osmotique. Les molécules de granzyme B induisent l'apoptose de la cellule cible par la voie
des caspases. L'engagement de Fas et de son ligand FasL, induit un signal intracellulaire qui
provoque l'activation des caspases et induit 1'apoptose de la cellule cible. Les cellules T CD8
participent aux réponses contre les virus, les bactéries a développement intracellulaire, les
tumeurs ou encore les greffes allogéniques ou xénogéniques. Les lymphocytes T CD8 ont
besoin de l'aide des lymphocytes T CD4 pour étre efficacement activés par les CPA,

notamment pour promouvoir la différenciation des T CD8 en cellules mémoires (26, 352).

1.2.2. Th2

A T’inverse, la polarisation Th2, qui se développe plutdt en réponse a des pathogenes
extracellulaires et les métazoaires, se caractérise par une perte rapide de 1’expression du
récepteur de I’IL-12 par les lymphocytes T. Cette différenciation en lymphocytes Th2 est en
partie due a I’action de I’IL-4, produite essentiellement par les lymphocytes CD4 eux-mémes.
Suite a I’activation et la différenciation en lymphocytes auxiliaires de type 2, ceux-ci
expriment la molécule CD40 ligand, et sont alors capables d’interagir avec les lymphocytes B
qui expriment la molécule CD40, induisant ainsi I’initiation de la réponse humorale et la
commutation isotypique des immunoglobulines. Les lymphocytes Th2 sécrétent de
nombreuses cytokines telles qu’IL-5, -6, -9, -10, -13 et -15. L’IL-5 est la principale cytokine
responsable de la différenciation, de 1’activation et du recrutement des €osinophiles. Quant a

I’IL-13, elle est, comme I’IL-4, importante pour stimuler la croissance et la différentiation des
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lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’IgE. Mais les lymphocytes Th2 peuvent aussi

étre a I’origine de maladies allergiques (271).

1.2.3. Th17

Récemment, une troisiéme sous-population effectrice de lymphocytes T CD4 producteurs
d’IL-17 a été découverte, les Th17 (25, 184). La polarisation de la réponse vers le phénotype
Th17 est caractérisée par la sécrétion d’IL6 et de TGF-B. Cette population joue un réle dans
I’élimination de certains pathogénes spécifiques qui requicrent une inflammation massive et
que les Thl et Th2 ne peuvent pas controler. Les Th17 sont caractérisés par la production
d’IL-17 (IL-17A), d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22. La cinétique d’apparition des lymphocytes
Th17 sur le site de I’inflammation est rapide. Grace a I’induction de nombreuses chimiokines,
les lymphocytes Th17 peuvent relier 'immunité innée et adaptative et attirer d’autres sous-
populations T auxiliaires sur le site de I’inflammation. L’IL-17 et I’'IL-17F sont des cytokines
pro-inflammatoires. Ces cytokines stimulent les fibroblastes, les macrophages, les cellules
endothéliales et les cellules épithéliales, a produire de multiples médiateurs pro-
inflammatoires, comme I’IL-1, I’'IL-6, IeTNF-a, ’oxyde nitrique, des métalloprotéases et des
chimiokines. Toutes ces molécules conduisent a 1’induction d’une inflammation (111). Ces
cytokines sont aussi responsables du recrutement de neutrophiles, eux-mémes producteurs

d’IL-17 (108).

1.2.4. Th reg

Les Treg sont générés dans le thymus puis rejoignent les organes lymphoides secondaires
(286). IIs existent deux type de Treg, naturels (Treg) et inductibles (TCD8 reg, TCD4 reg
(cellules Ty3 et Trl), qui semblent jouer un réle complémentaire dans le controle de la
réponse immune. Les Treg ont la capacité de migrer dans les sites d’inflammation ou au

niveau des tumeurs (18). Les lymphocytes T régulateurs participent a la tolérance immunitaire
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en régulant les lymphocytes T effecteurs par leur action immunosuppressive. Ils sont
essentiels pour la tolérance aux antigenes du soi, et aux antigenes non dangereux. Les
lymphocytes Treg ne sécrétent pas d’IL-2 et proliférent peu lorsqu’ils sont activés par leur
TCR suite a leur rencontre avec leur antigéne, par contre ils inhibent les réponses des autres
lymphocytes T CD4 et CDS, les réponses des LT effecteurs ou les font rentrer en apoptose,

par différents mécanismes encore mal connus (343).

1.3. Exemples d’interactions cellules dendritiques/poxvirus

Comme nous I’avons vu précédemment, I’infection par un agent pathogeéne induit des
changements fonctionnels dans les CPA. Ces changements sont essentiels pour la polarisation
de la réponse adaptative (83). Ainsi une meilleure compréhension de ces modifications
notamment I’expression de cytokines, chimiokines et molécules de costimulation a la surface
de ces cellules, pourrait étre prédictif de I’efficacit¢ d’un candidat vaccin. C’est pourquoi
depuis quelques années, de nombreuses études sont menées afin de mieux comprendre les
interactions entre de nouveaux candidats vaccins basés sur 1’utilisation des poxvirus et les
cellules dendritiques, CPA par excellence.

Yates et al., en 2007, ont montré que ’infection des cellules dendritiques matures par un
VACYV pouvait conduire a la génération d’une réponse LT CDS8 (358). Dans une autre étude,
il a été montré que VACV ¢était capable d’infecter a la fois les cellules dendritiques de type
CD8+ et CDS8-, avec un pic d’infection a 6h. Cette infection a pour effet d’augmenter
I’expression des molécules de costimulation et la sécrétion d’IL-12 par les cellules
dendritiques. La sécrétion d’IL-12 serait dépendante de MyDS88, pour les cellules dendritiques
CD8+ uniquement (357). D’autres études ont montré qu’en présence de peptides hautement
immunogenes du VACV (D8L, D13L, H3L), les cellules dendritiques s’activent et sécrétent

IL-12p70, IL-10, TNFa, IL-6 et IFNy. La sécrétion d’IFNy a permis ’activation de LT avec

56



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

une augmentation du nombre de LT mémoires (4). Par ailleurs, il a ét¢ montré que le MVA
¢tait capable d’activer les DC (dérivées de monocytes humains), puisqu’une augmentation de
I’expression des molécules de costimulation et des cytokines pro-inflammatoires a ¢été
observée apres infection (83). Ces études ont ét¢ confirmées plus tard par Liu et al, en 2008
(195) et Tao et al, en 2010 (324). Liu et al, ont montré que le MVA infectait
préférentiellement les cellules dendritiques et ces derniéres devenaient matures et produisaient
de 'IFNa, 18h aprés I'infection. Au bout de 12h d’infection, les cellules mourraient par
apoptose. Les corps apoptotiques qui en résultent, étaient ensuite phagocytés par les cellules
dendritiques non infectées qui par une présentation directe ou croisée des antigénes, étaient
impliquées dans la génération d’une réponse LT CD8 spécifique (195). En revanche d’autres
¢tudes ont montré que les cellules dendritiques (humaines) infectées par le MVA ne
devenaient pas matures, méme apres inactivation du virus aux UV. L’induction de la mort des
cellules dendritiques par apoptose a aussi été observée suite a I’infection par le MV A (178).

Pour les Avipoxvirus, il a ét¢ montré que les cellules dendritiques de primates (dérivées de
monocytes) étaient les plus sensibles a la souche ALVAC de CNPV et que ce virus induisait
leur mort par apoptose. Les corps apoptotiques qui en résultent sont pris en charge par les
cellules dendritiques non infectées qui a leur tour vont devenir plus matures et capables
d’initier une réponse T, sous I’influence du TNFa (154). Ces données ont été confirmées par
la suite lors d’essais cliniques avec un ALVAC recombinant qui exprimait un antigéne du
HIV dans des cellules dendritiques humaines (211). Une étude du profil d’expression génique
de cellules dendritiques humaines (dérivées des monocytes) a aussi €té entreprise, et a mis en
évidence que I'infection par ALVAC induisait I’expression de CXCL10, PKR, MX, ISGI5,
OAS, ainsi que des génes impliqués dans la voie de signalisation de IRF7, STATI, RIG-1, et

MDA-5 (137).
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Concernant le MYXYV, une seule étude d’interactions entre le MYXV et des cellules
dendritiques a ét¢ menée (67). En effet I’infection des cellules dendritiques plasmacytoides
(CDp) primaires murines par le MYXYV induit la production d’IFNa, -, TNF, IL-12p70. Il a
été aussi montré que 1’induction de la réponse innée suite a I’infection par le MYXYV,
nécessitait ’expression de TLR9 en méme temps que celles de MyDS88, IRFS5, IRF7, et IFN
de type 1. Il semblerait que 1’induction de I'IFN et IL-12p70 soit dépendante de PI3K et
d’AKT. Par ailleurs le role de M029 (orthologue d’E3 du virus de la vaccine) dans 1’inhibition

de la production de cytokine par les DCp a été mis en évidence (67).

2. Evaluation de I’efficacité des vecteurs poxviraux via des essais
vaccinaux.

Afin d’évaluer la capacité d’un vecteur poxvirus a induire ou non une protection clinique et
virologique contre une maladie donnée, des essais vaccinaux sont nécessaires. Ils peuvent étre
réalisés en modele animal ou chez I’hote naturel, lorsqu’il s’agit de maladies animales. Le
principe repose sur une immunisation d’un lot, le suivi de la réponse immunitaire puis la
réalisation d’une inoculation d’épreuve par rapport a un lot non immunisé. Le but est alors
d’évaluer une protection clinique et virologique chez les animaux immunisés. La validation
de cette protection va dépendre de plusieurs facteurs : la qualit¢ de I’immunisation,
notamment la nature et la dose de I’antigéne inoculé, le mode d’administration, le nombre
d’injections, et la qualit¢ de I’inoculation d’épreuve, notamment la virulence de la souche
inoculée, qui doit permettre de reproduire les parametres observés lors d’infection naturelle.
Depuis de nombreuses années, plusieurs poxvirus ont €té évalués comme candidat vaccin
dans le but de développer des vaccins contre diverses maladies infectieuses (Tableau 5) mais
aussi contre le cancer (109, 143, 230).

Chez les ruminants, plusieurs poxvirus ont déja été testés comme vecteurs vaccinaux
notamment lors d’essais vaccinaux contre la fievre catarrhale ovine (262, 346).
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maladies Modeles
VIEGIEUIY cibles animaux
Souris
rage
Souris
iruside transs(g:'zgisque
I’hépatite C HLA-1
Virus SARS  Singe rhésus
Virus de la
vaccine
Rougeole Macaques
CMV Souris
Influenza Souris
Cochons
Peste bovine et
dermatose .
. Bovins
nodulaire
contagieuse
Capripoxvirus Peste dps petits Bovins
ruminants
Virus de la
fievre vallée Souris
du rift (RVFV)
HIV Singes
CMV Humains
Canaripoxvirus FeLV Chats
Rage Humains
EIV Chevaux
RHDV (virus
de la fievre .
i . Lapins
hémorragique
du lapin)
Myxoma virus Chats
FCV (virus de
la calcivirose
féline)
Chats

Recombinants

MVA-RG

NYVAC-RG
MVA-HCV
TG4040

MVA-S

MVA-FH

MVA-gB600 (glycoprotéine

MVA-HA-NP
NYVAC-HA

reCap-F

reCap-PPR/F

LSDV-G1-G2 (glycoprotéine

ALVAC-HIV-
2

ALVAC-gB

CNPV-FL
ALVAC-RG

CNPV-HA

SG33-VP60

MYXV-F9

MY XV-F9-
LSO015

. Réponse
ST immunitaire
RG
(glycoprotéine  Ac neutralisants
de la rage
RG ND
NS3, NS4, Réponse cellulaire
NS5B CD4+, CD8+
S
(glycoprotéine  Ac neutralisants
spike)
F
(p rotéine & Ac neutralisants
fusion)
CTL
H
(hemaglutine)
gB Ac neutralisants
soluble CTL
HA et NP  Réponse anticorps
(HIN1) CTL
HA (H5N1) Réponse anticorps
F -
F ND
G
Ac neutralisants
)
Gpl25 Acs neutralisants
B Ac neutralisants
& Réponse cellulaire
gag, pol Ac neutralisants
RG Ac neutralisants
Réponse cellulaire
HA (H3N8) Réponse humorale
VP60
(protéine de la  Ac neutralisants
capside)
F9
(protéine de la  Ac neutralisants
capside)
F9
LSQIS Ac neutralisants
(proteines de
la capside)

Efficacité

Protection

Protection
Protection

croisée

Protection

Protection

ND

Protection

Protection

Protection

Protection

Protection

Protection

ND

Protection
Protection
Protection

partielle

Protection

Protection

Protection

Références

(350)
(326)

(114)

(54)

(316)

(349)

(19)
(141)

(272)

(20)

(347)

®)

ey

(326)
(45)

(253)

(23)

(217)

(216)

Tableau 5 : Exemples d’essais vaccinaux avec des poxvirus recombinés contre des maladies
virales (adapté d’apres Gomez et al (125))
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I11. La fievre catarrhale ovine ou Bluetongue

La Fievre Catarrhale ovine (FCO), ou maladie de la langue bleue ou bluetongue (BT), est une
arbovirose virale qui touche toutes les especes de ruminants. Elle est due au virus bluetongue
(BTV), un orbivirus de la famille des Reoviridae, qui se transmet par piqire de diptéres
hématophages appartenant au genre Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae). Le BTV

comprend classiquement 24 sérotypes.

A. Généralités
1. Historique

Selon Parsonson (1996), la FCO serait originaire du continent afticain. Elle a été reconnue
pour la premicre fois lors de I’introduction de moutons M¢érinos et européens dans des
¢levages de la colonie du Cap en Afrique du Sud au XIXéme siecle (150). Les références font
état d’un syndrome fébrile avec une forte 1étalité et une morbidité d’environ 30%. Le tableau
clinique de la maladie fut réellement décrit en 1902 par Hutcheon dans son rapport annuel. La
maladie fut alors nommée " Malarial Catarrhal Fever " (151). Il a ensuite ét¢ montré que cette
maladie était inoculable aux moutons et qu’elle se traduisait par un syndrome fébrile suivi par
I’apparition d’érythéme cutané, d’une teinte bleutée anormale de la langue, de sécrétions
catarrhales nombreuses et d’une infiltration cedémateuse de toute la muqueuse gingivale. Le
terme "malarial" fut par la suite remplacé par le nom commun de "Bluetongue" mot inventé
par les ¢leveurs Boers pour décrire la cyanose de la langue, observée dans les cas séveres de
la maladie chez certains moutons (309). A cette époque, on pensait que la matiére virulente
se trouvait dans le sérum et que la contamination se faisait par inoculation et non par contact.
En 1906, les origines virales de la maladie ainsi que les animaux qui y sont sensibles ont été

décrits par Theiler (327). A partir de 1940, la FCO fut clairement identifiée dans le bassin
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méditerranéen, bien qu’elle ait été décrite a Chypre dés 1924. Le virus fut ainsi isolé a partir
de sang de moutons malades sur 1’7le de Chypre en 1943 lors d’une épizootie particulierement
sévere (120). Parallelement, il a été possible de mettre en évidence la transmission vectorielle
de la FCO par infection des moutons par piqires de Culicoides imicola (a I’époque connu
sous le nom de C. palidinennis) gorgés 10 jours auparavant de sang de moutons virémiques
(84). Dés 1946, des essais furent réalisés pour essayer d’obtenir des vaccins a partir de
souches atténuées, mais les procédés d’atténuation n’étaient pas encore maitrisés et les
résultats restaient trés variables. Cela permit par contre de démontrer I’existence de
différentes souches de virus de la FCO, par 1’étude de la protection croisée sur des moutons
(248). Sur le continent américain, c’est au Texas en 1948 que la FCO apparut pour la

premicre fois. La maladie y fut nommée "

soremuzzle of sheep", le museau enflammé du
mouton (136). Dans les années 1960, plusieurs souches virales furent isolées par culture sur
ceufs embryonnés de poulet (241) aux Etats-Unis mais aussi en Turquie, en Israél et en Syrie.
L’apparition accrue de la FCO dans des régions trés ¢loignées du monde dans le milieu du
XXeéme siecle a été interprétée comme provenant du continent africain et trés probablement
des souches sud-africaines. Il est désormais évident que I’infection par le BTV se rencontre
dans les régions tropicales, subtropicales et dans certaines régions tempérées du monde. Le

BTV a ainsi été isolé chez les ruminants et/ou les insectes vecteurs de tous les continents sauf

I’ Antarctique (Figure 10).

2. Distribution de la FCO (Figure.10)

Jusque dans les années 2000, la distribution de la FCO était limitée par la présence de son
vecteur biologique, dans une zone comprise au nord entre le 40°™ et le 50°™ paralléle et au
sud entre le 20°™ et le 30°™ paralléle avec une répartition hétérogéne des sérotypes (Figure
10). Cette répartition s’explique par la présence des différents genres de Culicoides, capables

de transmettre la maladie.
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Carte de répartition des différents sérotypes du virus de la Bluetongue
(adaptée d’aprés Instilut of Animal Hearih 2007)
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Figure 10. Répartition de la FCO dans le monde.
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Dans les années 1990, des incursions, de type épizootique, ont été notifiées sur le pourtour
méditerranéen, en raison probablement d’une extension de la zone de répartition de son
vecteur biologique (220, 221, 340). En aott 2006, I’introduction du sérotype 8 du BTV (BTV-
8) en Europe occidentale et son extension rapide tout d’abord aux Pays-Bas, a la Belgique,
I’ Allemagne puis la France, a constitué un événement sanitaire majeur en santé¢ animale (10,
90, 91, 94, 328, 332). De 2006 a 2008, le BTV-8 a en effet infect¢ 13 pays de 1’Union
Européenne (UE) et la Suisse. Des 30 foyers déclarés en France en 2006, la situation s’est vite
dégradée avec plus de 12500 foyers en 2007 et plus de 20000 foyers en 2008 (Figure 11).
L’apparition de la FCO aux Pays-Bas et son extension a 1I’Europe, a surpris 1’ensemble des
épidémiologistes. Ce pays n’était pas considéré a risque car aucune des sous-especes de
Culicoides, vectrices du BTV n’y avait été identifiée. Le mode d’introduction du BTV-8 n’est
pas connu, il aurait pu se faire via le transport aérien de fleurs en provenance d’Afrique et
I’introduction d’un vecteur contaminé. En 2007, le sérotype 1 du BTV (BTV-1), qui était déja
identifi¢ en Espagne et au Portugal, a fait son apparition dans le sud Ouest de la France et
I’infection s’est étendue dans tout le quart Sud-Ouest du pays. L’extension rapide du BTV-8
puis du BTV-1 a entrainé la restriction des mouvements des animaux et des pertes
économiques considérables engendrant ainsi une grave crise sanitaire dans notre pays.

En 2008, deux sérotypes ont été identifiés, le BTV-6 aux Pays-Bas et le BTV-11 en Belgique.
Toutefois ils n’ont pas entrainé d’épizootie, les souches virales isolées étant probablement
atténuées. D’aprés les analyses de séquences nucléotidiques du segment variable 2 des
sérotypes 6 et 11, il semble en effet que ces deux virus soient des souches vaccinales utilisées

dans les vaccins atténués produits en Afrique du Sud (73, 201).
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Figure 11. Situation de la France en 2008. En rond rouge : foyer de FCO BTV-8 di a la
circulation virale 2008, en rond bleu : foyer de FCO BTV-1, Zone en bleu: zone réglementée
BTV-8, Zone verte: zone réglementée BTV-1 et BTV-8, zone en jaune : extension de la
réglementée BTV-1 et BTV-8, zone en gris : zone réglementée BTV-1, -2, -16.
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Au final, I’extension de la répartition de la FCO dans le monde ces derniéres années serait due
a plusieurs facteurs tels que la mondialisation du commerce et des transports, 1’extension de la
distribution du vecteur biologique en raison notamment des changements climatiques,
I’adaptation possible du BTV a de nouveaux vecteurs non identifiés mais pérennes en Europe,
et la présence possible d’un réservoir permettant au virus de persister pendant 1’hiver en

I’absence de vecteurs adultes (242, 354).

3. La maladie

Le BTV infecte naturellement les ruminants domestiques et sauvages et les camélidés de
I’ancien et du nouveau monde (10, 60, 62, 71, 96, 139, 228). L’infection a aussi été décrite
exceptionnellement chez des chiens vaccinés avec un vaccin contaminé par le BTV-11. La
maladie a été reproduite expérimentalement chez des chiens apres avoir vacciné des animaux
gestants avec ce méme vaccin (5, 38, 99). La mortalité observée chez ces animaux était
consécutive a la présence d’un cedéme pulmonaire d’intensité séveére. Des cedeémes
pulmonaires ont également été décrits chez un lynx d'Eurasie en captivité, qui se serait
contaminé en consommant de la viande de ruminant contaminée (160).

Le BTV est principalement responsable de signes cliniques séveres chez certaines races
ovines et certaines especes de cervidés. Les symptomes provoqués chez les bovins, les caprins
et les ruminants sauvages sont en général d’intensité moins importante voire inexistants, sauf
avec certains sérotypes ou certaines souches virales. Pour ces espéces, seule la présence
d’anticorps, traduisant une séroconversion due au virus de la FCO, est donc le plus souvent
mise en évidence. La sévérité des signes cliniques dépend également de la réceptivité¢ de
I’hote liée notamment au statut immunitaire, a 1’age et a la race des animaux infectés (121,

342) mais aussi de I’influence de facteurs environnementaux (231). La période d’incubation
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varie entre cing et vingt jours dans les conditions naturelles et entre six et huit jours dans les

conditions expérimentales (175).

3.1. Chez les ovins

La sévérit¢ de la maladie se rencontre plus fréquemment chez les races ovines dites
améliorées. Chez les races rustiques d’Afrique ou d’Amérique du Sud, seule la présence
d’anticorps témoigne la plupart du temps de ’infection de ces animaux. Tout au plus on note
une hyperthermie transitoire.

Dans la forme aigué classique, les animaux présentent un syndrome fébrile aigu avec une
hyperthermie pouvant atteindre 42°C persistant 4 a 8 jours, de I’abattement et une anorexie.
Des phénomenes congestifs, cedémateux et hémorragiques apparaissent rapidement dans les
24 a 48 heures, tout d’abord, sur les muqueuses buccale, nasale et oculaire, engendrant du
ptyalisme, un jetage séreux abondant et un épiphora. Un cedéme de la langue et des lévres est
couramment observé, qui peut parfois s’étendre a I’ensemble de la téte voire au fanon (192).
La cyanose de langue qui a donné son nom en anglais a la maladie (bluetongue) n’est pas
toujours présente. Des ulcérations superficielles apparaissent au bout de deux a trois jours sur
les gencives, les levres, le museau puis dans I’ensemble de la cavité buccale. La salive
contient du sang et a une odeur nauséabonde, le jetage devient purulent et obstrue les cavités
nasales (192).

A partir du sixieéme jour, I’animal peut présenter une boiterie, une difficulté pour se déplacer
ou avoir des postures anormales (raideur, toricolis, dos vouss¢), signes d’une myosite
dégénérative (192). Une congestion du bourrelet coronaire est fréquemment observée et reste
quelquefois visible méme aprés guérison. La congestion cutanée peut se généraliser et
entrainer une chute de la laine en quelques semaines. La fonte musculaire est quelquefois
impressionnante puisque 1’animal peut perdre 30 a 40 % de son poids en quelques jours. La
mort survient en général au bout d’une semaine, en raison d’un cedéme pulmonaire ou un peu
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plus tard suite a des complications bactériennes (36, 192). Des mortalités suraigiies (2-3 jours)
ont ét¢ décrites chez les animaux les plus sensibles (362). La guérison est ¢galement possible
mais apres une longue période de convalescence. Les animaux qui survivent n’ont plus de
valeur économique.

Enfin, le tropisme du BTV-8 pour le feetus, observé lors de 1’épizootie de 2008 en Europe,

serait a I’origine d’avortements et de malformations congénitales (361).

3.2. Chez les caprins et les bovins

L’infection chez les caprins et les bovins est en général asymptomatique mais le virus peut
étre responsable sur une petite partie des animaux (moins del%) d’états de faiblesse,
d’hyperthermie transitoire ou de signes cliniques respiratoires ou cutanés qui peuvent étre
difficiles a rattacher a une étiologie certaine (192).

Le sérotype 8 du BTV isolé en Europe est particulier, de par la fréquence du nombre de
bovins malades et de par I’intensité des signes cliniques observés. Le BTV-8 a été, en effet,
responsable chez les bovins, de formes cliniques se traduisant par un syndrome fébrile sévere,
un abattement, des boiteries et dans certains cas, des signes cliniques similaires a ceux
observés dans la forme aiglie des ovins (6, 35). Par ailleurs, des troubles de la reproduction
(avortements, malformations, mortinatalités) ont été observés chez les bovins. De méme la
maladie a pu étre observée dans un nombre limité d’élevages caprins, les animaux ayant
développé un syndrome fébrile ainsi qu’une chute importante de la production laiticre.
Certains animaux présentaient un cedéme des lIevres et de la téte, du jetage et des croites sur
le mufle et les lévres, de I’érythéme et des hémorragies sous cutanées au niveau de la mamelle

(91, 92).
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3.3. Chez les autres herbivores

Parmi les animaux domestiques, les camélidés du Nouveau-Monde étaient considérés comme
réceptifs a ’infection par le BTV, sans qu’ils ne présentent de signes cliniques. Toutefois, il a
été récemment décrit en Europe des formes cliniques cardio-respiratoires mortelles chez les
lamas (139, 228).

Dans la faune sauvage africaine, de nombreuses especes de mammiferes, notamment les
buffles, les grands koudous, impalas et springboks, apparaissent séropositifs au BTV, sans
présenter des signes cliniques. De méme, en Amérique du nord, des cerfs mulets et les wapitis
ont été trouvés séropositifs (168, 206). En Europe, les cervidés sont principalement infectés
par le BTV. Toutefois, ils sont rarement cliniquement atteints et leur role épidémiologique
dans I’infection des ruminants domestiques est encore mal connu. On considere actuellement
que l’infection des cervidés est plutot la conséquence d’une épizootie chez les ruminants

domestiques.

B. Levirus de la bluetongue (BTV)

1. Classification

L’agent étiologique responsable de la FCO est le BTV. Il s’agit d’un virus 8 ARN double brin
segmenté appartenant a la famille des Reoviridae et au genre Orbivirus (31), transmis
essentiellement par des moucherons du genre Culicoides. Parmi les orbivirus, le BTV et les
virus de la maladie hémorragique épizootique du cerf (epizootic haemorragic disease of deer
virus, EHDV) et de la peste équine (African Horsesickness virus, AHSV) constituent des
risques sanitaires majeurs.

Les orbivirus sont divisés en sérogroupes, les virus d’'un méme sérogroupe possedent un

antigéne commun (protéine VP7) localisé au niveau de la capside interne, qui confére une
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réactivité sérologique croisée. Actuellement, 14 sérogroupes distincts sont identifiés ainsi
qu’un ensemble de virus non groupés. Chaque sérogroupe est divisé en sérotypes (128). Les
antigénes qui définissent les sérotypes sont associés a la capside externe (protéine VP2
principalement) et induisent la production d’anticorps neutralisants (167). Le BTV comprend

classiquement 24 sérotypes, un 25°™ sérotype ayant récemment été identifié chez la chévre, le
Toggenvurg virus (TOV) (51, 144). La définition du sérotype repose sur I’absence de réaction
sérologique contre VP2 entre les différents isolats de chaque sérotype. Des relations
antigéniques croisées peuvent cependant subsister entre certains sérotypes (Figure 12),
notamment entre les sérotypes 4, 20 et 17, entre les sérotypes 5 et 9, entre les sérotypes 8 et
18, entre les sérotypes 6 et 21 et entre les sérotypes 3 et 16. Le sérotype 4 serait considéré

comme le sérotype ancestral (199).

2. Structure

Le BTV est un virus de petite taille (60 a 80nm), dépourvu d’enveloppe virale et qui posséde
une capside a symétrie icosaédrique (130, 148, 246). Cette capside résulte d’un assemblage de
32 capsomeres qui ont une forme en anneau lorsqu’ils sont observés en microscopie
¢lectronique (127). Cela a valu son nom au genre, 0rbis signifiant anneau en latin.

La capside est composée d’une capside externe et d’une capside interne dans laquelle loge le
génome viral. La capside externe est composée de deux protéines structurales, 60 trimeres de
VP2 (111kDa) et 120 trimeres de VPS5 (59kDa). La capside interne quant a elle, est constituée
de deux couches protéiques, la nucléocapside (core) et la matrice (subcore) (Figure 13). La
nucléocapside est composée essenticllement de la protéine structurale VP7 (38kDa),
organisée en 132 capsomeres (246, 274). La matrice ou subcore est composée de 12
décaméres de la protéine VP3 (100kDa). Elle interagit avec les 3 protéines structurales

mineures VP1, VP4 et VP7 impliquées dans la transcription et la réplication du BTV.
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Figure 13. Structure et morphologie du virus de la FCO

70



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

3. Organisation génomique et protéines virales

Il s’agit d’un virus 8 ARN double brin, linéaire et contenant 10 segments de taille variable. Le
génome viral comprend environ 19300 paires de base, répartis sur les 10 segments linéaires
d’ARN(db, divisés en segments longs (L), moyens (M) et courts (S) selon leur taille sur gel de
polyacrylamide. Sa masse molaire varie de 12 a 20.10°daltons (Da). Chaque segment
d’ARNdb du virus BTV code pour une protéine, excepté le segment S10 qui code pour 2
protéines, NS3 et NS3a. Les produits d’expression des différents geénes, leur taille ainsi que
leur localisation sont résumés dans le tableau 6. Parmi les protéines produites nous pouvons
les classer en 2 parties, les protéines structurales VP1 a VP7 et les protéines non structurales

NS1 a NS3 (Tableau 6).

4. Cycle de réplication (Figure 14)

Chez les mammiferes, la réplication du virus s’effectue dans les cellules hématopoiétiques et
endothéliales. Dans un premier temps, le virus s’attache a son récepteur localisé sur la
membrane cellulaire. Le récepteur cellulaire, quant a lui, n’est pas encore identifi¢. Pour les
erythrocytes, le virus se fixerait par I’intermédiaire de la protéine VP2 a des glycoprotéines
(les glycophorines) présentes a la surface des hématies d’origine humaine et animale (87). Les
particules du BTV peuvent également se fixer aux cellules d’insectes via des triméres de VP7
(223, 323, 356). L’interaction de la protéine VP2 avec son ligand cellulaire déclenche
I’internalisation du virus dans les endosomes via une voie d'endocytose clathrine-dépendante
(110). Par la suite, l'acidification des endosomes et la fusion de VP5 avec la membrane
endosomale entrainent la libération de la capside interne dans le cytoplasme de la cellule.

L’initiation de la transcription est effectuée dans les virions dépourvus de la capside externe
mais aucune étude n’a permis de préciser si cela se passait dans les vésicules lysosomales ou
apres la libération de la capside interne (128). Comme d'autres membres de la famille des

Reoviridae, le BTV se réplique dans le cytoplasme des cellules infectées.
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Tableau 6. Caractéristiques des segments génomiques du virus de la FCO. Adapté de 1Roy, 1992a, 2 Roy, 1989 ; ® Huisman & Vandisjk, 1990 ; 4
Pedley et al., 1988; 3 Hewat et al., 1992a ; ® Mertens et al., 1984 ; " Mertens et al., 1987a ; 8 Roy et al., 1988 ; ? Urakawa et al., 1989 ; 10 Cowley
& Gorman, 1989 ; '' Mertens et al., 1989 ; '? Royetal ., 1989 ; 5 Huisman et al., 1987a ; '* Gouet et al., 1999 ; '° Grimes et al.,1998 ; '® Le Blois
et al., 1992 : '7 Hewat et al., 1992b ; '® Huisman & Els, 1979 ; ' Mertens et al., 1996 ; *° Xu et al., 1997 ; ' Gumm & Newman, 1982 ;
Brookes et al., 1993 ; 2 Thomas et al., 1990 ; 2 Kar et al., 2007 ; %% Theron et al., 1994 ; 26 Roy et al., 1990a ; 27 Stauber et al., 1997 ; 2 Wu et
al., 1992 ; * Bansal et al., 1998 ; *° Hyatt et al., 1993.
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Figure 14. Cycle de réplication du BTV (adapté de Roy, 1996 (276)).
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Dans la capside interne, I’ARN polymérases ARN-dépendante (VP1) transcrit les brins sens
négatifs de chacun des dix segments ARNdb du génome du BTV en ARN messagers précoces
(34). Par les activités guanylyl-transférase et transméthylase de la VP4 (319), ces ARNm
précoces sont coiffés et méthylés. Ils peuvent ensuite quitter la capside interne par des pores
situés aux 12 sommets de la particule virale (224). Ces pores apparaissent suite a une
modification de la conformation de VP7 et VP3 lors de la libération de la capside interne dans
le cytoplasme. Les ARNm viraux vont servir de matrice pour la traduction des protéines
virales, qui débute deux heures aprés I’infection (82). La protéine VP4 va favoriser la
traduction d’ARN viraux tardifs non coiffés, aboutissant a la synthése des protéines virales
structurales et va aussi inactiver la traduction des ARNm coiffés codant pour les protéines
cellulaires par un mécanisme encore inconnu. La réplication virale a principalement lieu dans
des corps d’inclusions viraux (VIB). La protéine NS2 est le constituant majeur des VIB,
localisés prés de la membrane nucléaire dans les cellules infectées. Les ARN génomiques
négatifs sont majoritairement synthétisés a partir des ARN positifs préalablement transcrits.
Cette synthese s’effectue simultanément a la formation des particules pro virales. La protéine
NS2, une phosphoprotéine, se fixe sur les ARNsb et interviendrait dans la réplication (176).
Les brins complémentaires ainsi synthétisés restent associé€s aux brins parentaux sous forme
d’ARNsb. Les mécanismes par lesquels les dix ARNdb génomiques s’associent ensemble a
I’intérieur de chaque particule virale en formation restent inconnus. La protéine VP6 pourrait
jouer un role dans I’encapsidation des ARNdb. Un modele d’assemblage a été proposé (194)
dans lequel les protéines VP3 synthétisées forment d’abord une particule instable a géométrie
icosaédrique. Les trois protéines VP1, VP4 et VP6 interagissent rapidement avec cette
structure dans laquelle les ARNsb positifs sont encapsidés puis répliqués. La protéine VP7,
sous forme de trimere, se fixe alors a la surface de cette capside interne. Les protéines VP2 et

VPS5 se fixeraient lors du trajet a la membrane plasmique pour former la capside externe.
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Les virions sont ensuite transportés dans le cytoplasme par des microtubules impliquant des
interactions entre VP2 et la vimentine (27) vers le systtme membranaire de la cellule
(réticulum endoplasmique et appareil de Golgi). La libération des virions des cellules
infectées se fait soit lors de la lyse cellulaire, soit par déstabilisation des membranes
cellulaires grace a l'activité viroporine de la protéine NS3 (135). Dans ce cas on observe la
sortie des virions par bourgeonnement sans destruction cellulaire (17, 152). La production de
particules matures est exponentielle durant 8 a 24 heures aprés infection.

Les échanges de segments d’ARNdb peuvent se produire lorsque deux virus différents de la
FCO (sérotypes ou souches) infectent les mémes cellules, contribuant ainsi a 1'évolution du
virus de la FCO dans le processus de réassortiment. Le processus de réassortiment peut
entrainer la fusion des corps d’inclusion formés a partir de différentes particules virales. Pour

des raisons inconnues, certains segments sont plus souvent échangés que d'autres (128).

C. Physiopathologie de la FCO

1. Pathogénie du BTV (Figure 15)

Aprés avoir été ingéré par l’insecte lors du repas sanguin, le virus traverse la barriére
intestinale et se multiplie dans I’hémocoele. Il diffuse ensuite dans 1’organisme et atteint les
glandes salivaires ou un cycle de multiplication se déroule. Suite a une piqire, il est ensuite
transmis a un héte vertébré. Le virus migre de la peau vers les nceuds lymphatiques drainant le
site d'infection, grace aux cellules dendritiques circulantes (DCc) (138). Les DCc
s’infecteraient au niveau du derme, transporteraient le BTV jusqu'au nceud lymphatique ou
elles présenteraient le virus au systéme immunitaire spécifique, activant la prolifération des
lymphocytes CD4 et CD8 ainsi que la production d’IFNy (138). Un premier cycle de
réplication a lieu dans les nceuds lymphatiques puis le BTV diffuse ensuite par voie

lymphatique et sanguine, probablement associé aux monocytes et aux érythrocytes (12).
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Figure 15: Schéma synthétique de la pahogénie du BTV, adapté de Barrat-Boyes (12)
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Un deuxieme cycle de réplication a lieu dans les sites secondaires, principalement les
poumons, la rate, les amygdales et les nceuds lymphatiques (10, 12, 13, 72, 93, 205, 208). A
cette étape, la charge virale dans le sang est élevée, notamment dans les cellules
mononucléées sanguines, ce qui permet la détection du virus, I’infection d’autres vecteurs
hématophages et la dissémination du virus dans de nombreux tissus. Dans les sites
secondaires, le virus se multiplie dans les cellules hématopoiétiques et endothéliales et
provoque la dégénérescence et la nécrose de 1’endothélium vasculaire. C’est 1’atteinte des
cellules endothéliales qui entrainerait un réarrangement du cytosquelette MAP kinase p38
dépendant (56), et par conséquent provoquerait une fragilité capillaire a 1’origine des
hémorragies et cedémes observés chez les animaux malades (192). Toutefois les données
divergent sur I’étendue des endothéliums atteints et la sévérité des 1ésions observées, selon les
modeles expérimentaux utilisés et les sérotypes viraux. Ainsi, MacLachlan et al. (2008)
observent apres infection expérimentale, des signes séveres d’cedéme respiratoire sans lésions
majeures des endothéliums (204). Il semblerait que ’atteinte des endothéliums résulte a la
fois d’un effet direct cytopathique du BTV mais aussi d’une réaction des cellules
endothéliales a des chimiokines produites lors de I’infection. Par ailleurs, il a été suggéré que
la différence de sensibilité des ovins et des bovins pourrait s’expliquer en partie par I’atteinte
différentielle des cellules endothéliales entre ces deux espeéces (76-78)

A partir d’une vingtaine de jours, le virus est retrouvé dans le sang majoritairement associé
aux érythrocytes. Cette virémie peut persister plusieurs semaines, méme en présence
d’anticorps neutralisants. Plusieurs facteurs peuvent influencer la durée de la virémie, tels que
le sérotype impliqué ou D’espéce animale considérée. Chez les bovins, les particules
infectieuses BTV peuvent étre détectées dans le sang jusqu’a 35 a 60 jours (12) et ’ARN viral

jusqu'a 222 jours (29).
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La présence d’ARN viral ne refléte toutefois pas la viabilité du virus et sa capacité a infecter
le vecteur (6, 90). La virémie prolongée pourrait expliquer la persistance du virus pendant

I’hiver, en I’absence de vecteurs biologiques, et donc la pérennisation de 1’infection (37).

2. La reponse de I’hote

Suite a une infection par le BTV, I’hote va mettre en place une réponse innée et une réponse
immune adaptative pouvant étre protectrice contre la maladie (156, 162, 166). En général, la
réponse immunitaire induite par le BTV est protectrice et durable mais seulement contre le
sérotype homologue. Il est communément admis qu’il n’y a pas de protection croisée entre les

sérotypes bien qu’une protection partielle soit suspectée entre certains sérotypes.

2.1. Réponse inflammatoire

De nombreuses données in vivo, chez les ovins (112), les bovins (207) et la souris (157)
montent que le BTV est un inducteur puissant d’IFN de type I (IFN-I). Chez la souris, le
sérotype 8 du BTV semble étre un inducteur d’interféron trés puissant, méme lorsque la
souche virale utilisée est irradiée par les UV (158). In vitro, une grande variété de cellules,
tels que les cellules d'embryon de souris (147) des leucocytes humains (157) ou de moutons
(268) produisent des IFN-I apres stimulation par le BTV. Toutefois, la capacité a induire
I’TFN-I peut différer selon le contexte cellulaire et la souche virale utilisée (119). L’ARN

double brin du BTV induit également de I’IFN-I chez la souris (88).
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2.2. Réponse humorale

Des études de transfert passif de sérum ont montré que les anticorps spécifiques du BTV
induisent une protection sérotype-dépendante, suggérant un rdle in vivo des anticorps
neutralisants (167). Cependant, les mécanismes des interactions entre les anticorps
neutralisants et le BTV in vivo ne sont pas encore connus. Les tentatives visant a démontrer
l'existence de la cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) et
facilitée par le complément chez les bovins et les ovins, ont constamment échoué (161). VP2
et, dans une moindre mesure VPS5, sont les seules protéines du BTV capable d’induire des
anticorps neutralisants (197, 277), VP2 étant la principale protéine impliquée dans la
spécificité du sérotype (148, 225). Des moutons inoculés avec la protéine VP2, isolée a partir
de particules intactes ou générée in vitro, produisent des anticorps neutralisants et sont
protégés contre des inoculations d’épreuve homologue par le BTV (149, 274). Deux domaines
hydrophiles dans la protéine VP2, les domaines amino-acides (AA) 199-213 (région 1) et
AA321-346 (région 2), contiendraient plusieurs épitopes conformationnels de neutralisation
(75). Des mutations dans la région 1 de la protéine VP2 d’une souche de BTV-17 modifie les
propriétés antigéniques de cette souche en lui conférant des caractéristiques distinctes de
seroneutralisation (353).

La co-expression de VPS5 avec VP2, en systéme baculovirus ou en systtme VACV,
permettrait, aprés inoculation a des moutons, d’induire des titres plus élevés en anticorps
neutralisants le BTV, par rapport a VP2 seule (197, 274, 277, 281). VPS5 semble ainsi
améliorer la neutralisation du BTV, probablement en modifiant la conformation de VP2, (63,
225). En outre il a été montré que VPS5, produite en systtme VACV, pouvait induire
directement des anticorps neutralisants (197) bien que ces données n’aient jamais été
confirmées par d’autres équipes et que les anticorps neutralisants dirigés contre la VP5 n’aient

jamais été décrits. A I’heure actuelle, il est considéré que la réponse en anticorps neutralisants
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joue un role majeur dans la protection contre une infection ou une ré-infection par le BTV.
Toutefois les anticorps neutralisants sont sérotype-spécifiques et protégent seulement contre
une épreuve homologue de BTV. Il pourrait exister un niveau de protection croisée entre
certains sérotypes via les anticorps neutralisants dirigés contre des VP2 présentant des

séquences amino-acides apparentées (200).

2.3. Réponse cellulaire

Les protéines structurales VP7, VP2 et VPS5 ainsi que les protéines non structurales NS1 et
NS2 seraient impliquées dans I’induction de la réponse immunitaire cellulaire (9, 161-166,
173, 321, 346).

La réponse lymphocytes T cytotoxique CD8+ (CTL) serait médiée chez le mouton
principalement par les protéines VP2 et NS1, VP3, VPS5 et VP7 jouant un role mineur (9, 158,
162, 322). Seuls les CTL spécifiques de NS1 pourraient participer a une protection croisée
entre les sérotypes du BTV (9, 162, 172). La protéine NS2 générerait des CTL chez la souris
(164, 172). Des baculovirus exprimant les protéines NS1, NS2, NS3, VP1, VP4 et VP6
induisent en effet une réponse CTL chez des souris (173). Toutefois aprés inoculation
d’épreuve avec des VACV exprimant les différentes protéines du BTV, une protection
partielle n’a été obtenue que contre le VACV exprimant NS2. Ces CTL spécifiques de NS2
ont été uniquement observées chez la souris (173), mettant en évidence des variations
importantes de la réponse cytotoxique entre les espéces hotes.

Les déterminants de la réponse auxiliaire en lymphocytes CD4+ (LTh), sont présents dans
VP2, VP3 et VP7. Les LTh de VP2 sont spécifiques du sérotype et les LTh de VP3 et VP7

pourraient participer a une protection croisée partielle (322).
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D. La vaccination contre la FCO

La lutte contre la FCO repose sur des mesures de prophylaxie sanitaire et médicale. La
prévention sanitaire est assurée par la mise en place de zones dites réglementées lors de
détection d’un foyer infectieux, par la quarantaine des exploitations touchées, le controle des
échanges d’animaux dans les zones infectées et la lutte contre le vecteur biologique. Toutefois
la vaccination reste le moyen le plus efficace et indispensable pour lutter contre I’extension de

la maladie ou pour prévenir son apparition.

1. Vaccins commercialisés : avantages et inconvénients

Deux types de vaccins sont actuellement commercialisés pour lutter contre la FCO, des
vaccins vivants a base de souches atténuées et des vaccins inactivés. Comme pour une
infection naturelle, la réponse immunitaire induite par la vaccination n’apporte qu’une
protection contre le sérotype homologue, et ce, quel que soit le type de vaccin utilisé. Dans les
régions ou plusieurs sérotypes de BTV coexistent, 1’utilisation de vaccins multivalents est

donc nécessaire.

1.1. Vaccins atténués

Les vaccins a base de virus atténués, produits en Afrique du Sud par le Onderstepoort
Biological Products, ont longtemps été utilisés pour contrdler la FCO dans le sud de 1'Afrique,
aux USA et plus récemment en Corse, aux Baléares et en Italie (291). Ils peuvent étre utilisés
chez les ovins, les bovins et les caprins. Ces vaccins sont peu coliteux a produire et induisent
une réponse immunitaire forte et de longue durée (>lan) car ils miment la réponse
immunitaire induite aprés une infection naturelle (291). En conditions expérimentales ils
offrent une protection robuste aprés une injection unique. Il est aussi possible de mélanger

plusieurs souches atténuées de sérotypes différents par vaccin pour une protection multi-
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sérotypes. Ainsi les vaccins sud-africains peuvent étre utilisés sous forme monovalente

jusqu’a pentavalente.

Malgré leur efficacité, ces vaccins présentent certains inconvénients liés a leur utilisation :

Leur innocuité n’est pas totale dans certaines races ovines améliorées (341). Etant
donné que I’atténuation du virus est difficile a contrdler, ces vaccins peuvent en effet
générer des effets secondaires (fievre, cedémes, boiteries) (293), ainsi qu'une baisse de
la production de lait (231, 292) et de la qualité¢ du sperme (291). Pour exemple un
vaccin BTV-16 atténué a entrainé des signes cliniques chez les moutons lors de son
utilisation en Corse en 2004-2005 et dans le reste de I’Europe (293). Enfin, des effets
tératogénes sur le feetus ont également été observés lors de la vaccination de femelles
gestantes (207, 244). 11 semblerait que les passages en culture cellulaire pour

I’atténuation augmentent le tropisme du virus pour le feetus.

Ces souches atténuées se multiplient chez 1’hdte, peuvent infester des Culicoides et
ainsi étre transmises a des ruminants non vaccinés (107, 232, 341). Par ailleurs une
recombinaison entre les souches sauvages et les souches vaccinales est également
possible, si les deux virus pénétrent dans une méme cellule, pouvant générer un
nouveau variant viral. En 2002, un BTV réassortant entre deux souches de BTV-2 et

de BTV-16 a ainsi été identifi¢ chez un animal en Italie (16).

Une réversion de virulence est toujours envisageable, d’autant plus que les bases

moléculaires de I’atténuation ne sont pas connues.

Enfin, les vaccins multivalents (342) ne permettent pas de différencier les animaux
vaccinés des animaux infectés et ne sont donc pas compatibles avec une stratégie

DIVA.
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1.2. Les vaccins inactives

Les vaccins a virus inactivé sont plus récents de conception. IlIs ont notamment été congus
pour lutter contre les épizooties a BTV-1, BTV-2, BTV-4 et BTV-8 apparues en Europe. Ils
sont obtenus par exposition de I’agent pathogéne a un agent physique (chaleur, UV) ou
chimique (formol, bétapropioloactone, éthyléneimine) ce qui entraine une perte totale
d’infectivité sans dénaturer le pouvoir immunogene (47, 256, 313, 317, 318). Ce type de
vaccins offre un certain nombre d’avantages par rapport aux vaccins a virus atténués,
notamment I’impossibilit¢ de réplication du virus, de transmission aux vecteurs donc de
réassortiments entre les souches et de réversion de virulence.

Des essais sur le terrain et en conditions expérimentales ont prouvé ’efficacité de ce type de
vaccins (286, 317). Sont actuellement commercialisés des vaccins contre les sérotypes 1, 2, 4,
8 et 16 du BTV sous forme monovalente ou plus récemment sous forme bivalente pour les
sérotypes 2-4 et 1-8. Les deux vaccins monovalents (sérotype 2 et sérotype 16), ainsi qu’un
bivalent 2 et 4, ont été utilisés pour certains d’entre eux en Corse, en Espagne, au Portugal, et
en Italie (293). Les vaccins BTV-8 et BTV-1 sont utilisés en Europe depuis 2007.
Globalement, sur la base d’essais en conditions expérimentales, ces vaccins ont une indication
de protection clinique et pour certains d’entre eux de protection virologique. Toutefois
I’interprétation des résultats dépend en grande partie de la capacité a induire une pathologie
sévere dans le groupe controle non vacciné apres inoculation d’épreuve avec une souche
virulente de BTV. Toutes les publications ne sont pas égales sur ce point. Sur le terrain, lors
de la campagne de vaccination de 2008-2010, I’utilisation massive des vaccins BTV-8 a
permis une réduction drastique de I’évolution de la FCO (97), méme si I’immunité naturelle a
aussi joué un role non négligeable. Ces vaccins représentent actuellement le meilleur
compromis entre sureté et efficacité.

Ces vaccins inactivés présentent tout de méme quelques inconvénients :
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Tout d’abord ils sont cotiteux a la production par la nécessité d’avoir des doses
importantes d’antigéne purifié et par la nécessité d’utiliser des adjuvants associés. Par
ailleurs deux injections sont généralement nécessaires pour une primovaccination.
Enfin I’absence de protection croisée entre les sérotypes impose plusieurs vaccinations
ou [I'utilisation de vaccins multivalents dans les régions ou existent différents
sérotypes. Des vaccins bivalents existent (a un cott de production élevé), par contre la

production de vaccins inactivés contre plus de 3 sérotypes reste hypothétique.

La durée de ’immunité protectrice induite par ces vaccins n’est pas encore clairement

définie, un an au minimum.

De plus ces vaccins pourraient étre responsables d’une sensibilisation de I’animal et
d’effets secondaires. De la mortalité a ainsi €té observée en Espagne, chez des
moutons vaccinés simultanément contre le BTV-1 et 8 (Zulvac 1 et 8, Fort Dodge)

(126).

La réponse humorale engendrée par ces vaccins permet difficilement d’envisager une
stratégie DIVA. Des essais ont été réalisés pour différencier animaux infectés et
vaccinés sur la base d’une réponse en anticorps contre les protéines non structurales,
supposées ne pas étre présentes dans les virus inactivés et purifiés. Ces essais ne sont

pas concluants a 1’heure actuelle.
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2. Vaccins dits "de nouvelle génération™

Au bilan, d’énormes progrés ont été réalisés ces derni¢res années en termes de vaccination
contre la FCO. Il ressort actuellement qu'un vaccin idéal doit étre siir, peu onéreux, capable
de permettre une stratégie DIVA et doit induire, si possible aprés une injection, une immunité
protectrice humorale et cellulaire efficace contre plusieurs sérotypes.

Pour y répondre, de nouvelles approches vaccinales, qui reposent sur 1’utilisation d’ADN
recombinant, ont été développées ces derni¢res années. Ces approches ont nécessité une
meilleure connaissance des protéines immunogenes du BTV, principalement VP2, VP3, VPS5,
VP7, NS1, NS3 et le développement de nouveaux systemes d’expression de ces protéines

d’intérét. Les deux systémes les plus utilisés sont le baculovirus et les poxvirus recombinants.

2.1. Les pseudoparticules virales produites en systeme
baculovirus

Cette approche a consisté a faire exprimer les protéines structurales immunogeénes majeures
du BTV dans un systtme qui permet [’assemblage et la formation de structures
tridimensionnelles similaires aux particules virales mais sans contenir de matériel génétique
(116, 117). Dans les cellules d’insecte, I’expression et I’auto-assemblage de VP3 et VP7 par
un baculovirus a permis la formation d’une capside interne ou core-like particule (CLP) (260).
Si les protéines VP2 et VP5 sont exprimées en plus de VP3 et VP7, les deux capsides sont
reproduites et forment une pseudoparticule virale ou virus-like particule (VLP) (280).

Les réponses immunitaires contre ces protéines synthétiques ont été évaluées in vitro et au
cours d’expérimentations animales (274, 275, 277, 280, 337). Briévement deux
immunisations successives permettent 1’induction d’une réponse en anticorps neutralisants
mais aussi d’une réponse immunitaire cellulaire LTh et CTL. Des candidats vaccins utilisant

des VLP ou uniquement les protéines VP3 et VP7 des CLP, ont donné¢ des résultats

85



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

prometteurs en procurant une protection totale contre une inoculation d’épreuve homologue et
partielle contre une inoculation d’épreuve hétérospécifique (260, 277).

Les VLP sont des outils prometteurs pour générer des vaccins multivalents contre la FCO, car
les protéines VP2 de plusieurs sérotypes peuvent étre produites en méme temps (278). Il a été
démontré qu’un mélange de VP2 du BTV de sérotypes 10 et 17 induisaient une bonne
protection contre une inoculation d’épreuve de BTV homologue (BTV-10 et BTV-17) mais
seulement une protection partielle contre une inoculation d’épreuve de BTV hétérologue
(BTV-4) (278, 280). Par ailleurs, les VLP sont trés immunogénes méme a faibles doses et
sont considérées comme naturellement stires. En I’absence de matériel génétique, il n’y a pas
de réplication possible, pas plus que de réversion ou de réassortiment. De plus, ces vaccins
VLP s’inscrivent parfaitement dans la stratégie DIVA, car seuls les génes structuraux sont
exprimés. Par conséquent les animaux vaccinés seront dépourvus d’anticorps dirigés contre
les protéines non exprimées dans le vecteur recombinant alors qu’ils sont détectables chez les
animaux infectés. Toutefois ces vaccins présentent aussi certains inconvénients. En effet, ils
peuvent étre contaminés par du baculovirus sauvage (140), avec un risque potentiel
d’infection des Culicoides lors de leurs repas sanguins sur des animaux vaccinés. Leur
fabrication est complexe, ils sont peu stables, ce qui rend leur commercialisation difficile.
Une étude récente a néanmoins permis d’améliorer leur stabilité et de diminuer la complexité
des stratégies de clonages avec la construction d’un plasmide dans lequel VP3 et VP7, les
protéines structurales les plus conservées, sont pré-intégrées et les protéines VP2 et VPS5 de
différents sérotypes ajoutées par la suite. Les animaux vaccinés avec de telles VLP, ont été

complétement protégés contre une inoculation d’épreuve par du BTV homologue (315).
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2.2. Vecteurs recombinants

Depuis quelques années, les principaux vecteurs utilis€s pour les essais vaccinaux contre la
FCO, sont les poxvirus, car comme nous 1’avons vu précédemment, ces virus permettent un
bon compromis entre innocuité et immunogénicité. Parmi les poxvirus, le VACV a été le
premier testé avec succes chez le mouton (197). Trois immunisations successives a 21 jours
d’intervalle chez des moutons, avec des VACV exprimant uniquement VP2 (VACV-VP2), ou
uniquement VPS5 (VACV-VP5) ou les deux protéines combinées (VACV-VP2+VP5) du
BTV-1, ont permis d’induire une réponse en anticorps neutralisants dans les trois conditions
(197). Les anticorps neutralisants étaient présents en plus grande quantité pour le VACV-
VP2+VP5 par rapport aux VACV-VP2 ou VACV-VPS, suggérant I’intérét d’inclure les deux
antigénes dans un vaccin recombinant contre le BTV. Toutefois lors d’une inoculation
d’épreuve le VACV-VP2 a protégé les 6 animaux inoculés alors que seuls quatre animaux sur
six immunisés avec le VACV-VP2+5 étaient protégés (197) .

Plus récemment deux vecteurs poxvirus ont été utilis€és comme vecteurs vaccinaux contre la
FCO, un vecteur non réplicatif chez les ruminants, le canaripoxvirus, et un vecteur réplicatif,
le capripoxvirus. Boone et al, ont montré qu’un recombinant canaripoxvirus exprimant des
genes synthétiques optimisés pour la VP2 et la VPS5 pouvait induire une protection clinique et
virologique efficace contre une inoculation d’épreuve homologue du BTV (BTV-17), apres
deux injections a 22 jours d'intervalle chez des moutons. Le vecteur canaripoxvirus non
réplicatif est utilisé en toute sécurité et dans le monde entier comme vaccin contre la leucémie
féline (326). Toutefois, il est probable que ce type de vaccin ne confére qu’une protection
spécifique du sérotype. Le principe du capripoxvirus est de vacciner simultanément et en une
seule fois contre une maladie d’intérét et contre les varioles ovines (clavelée) et caprine dans
des régions régulierement touchées par ces maladies. Le capripoxvirus a ainsi été utilisé pour

exprimer différentes protéines immunogeénes du BTV. Des essais vaccinaux ont ét¢ réalisés en
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1996 avec un capripoxvirus exprimant la protéine VP7 du BTV (346). Ils ont permis une
protection satisfaisante contre une inoculation d’épreuve faiblement virulente de BVT-1
homologue et une protection partielle (6 animaux sur 8) contre une inoculation d’épreuve de
BTV-3 hétérologue (cf paragraphe 1.2.) (346). Plus récemment, 1’injection d’un mélange de
capripoxvirus recombinants exprimant VP2, VP7, NS1 et NS3 du BTV-2 chez des moutons, a
entrainé¢ une séroconversion des animaux contre VP2, VP7, NS3 (262). Néanmoins, suite a
une inoculation d’épreuve avec du BTV-2 homologue, seule une protection partielle a pu étre
observée (262).

En bilan, les vecteurs recombinants peuvent fournir une immunité protectrice aux propriétés
DIVA, mais leur efficacité nécessite encore plusieurs injections pour une protection a long
terme. Pour étre efficaces, ils doivent permettre a la fois I’expression en grandes quantités des
protéines immunogenes du BTV, pour générer une forte immunité protectrice. Leur utilisation
comme vaccins DIVA multisérotypes est encore hypothétique. Notons qu’actuellement les

adénovirus sont aussi envisagés comme vecteurs vaccinaux contre la FCO.

2.3. Vaccin suicide ou DISC (Disabled infectious single cycle)

En 2008, la technique de génétique inverse a été publiée pour le virus du BTV (33). Le
principe est de pouvoir produire du BTV infectieux par transfection des ARN génomiques
sous forme monocaténaire, préalablement synthétisés et coiffés in vitro a partir de plasmides.
Cette technique permet ainsi d’introduire de maniére spécifique des mutations, des insertions
ou des délétions dans les localisations précises du génome viral. Elle va permettre de mieux
¢tudier le role de chaque géne et de son produit d’expression dans la pathogénie virale et ainsi
de pouvoir créer des candidats vaccins atténués, sélectionnés pour leur absence d’effets
secondaires. Cette méthode a récemment été mise a profit dans le cadre de la vaccination FCO

via la création d’un nouveau type de vaccin, le vaccin suicide ou DISC (Disabled Infectious
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Single Cycle). Le vaccin DISC repose sur I'utilisation de BTV, a qui on a délété un ou
plusieurs geénes essentiels a sa réplication (279). Ce virus modifié est alors amplifié dans un
systéme cellulaire complémentant en trans la ou les protéines virales essentielles. La souche
vaccinale produite est phénotypiquement compléte car elle présente toute les protéines virales
mais génotypiquement délétée d’un ou de plusieurs génes essentiels. Inoculée chez I’animal,
ces virus ne peuvent réaliser qu’un cycle de réplication non productif dans les cellules, sans
possibilité ultérieure de se répliquer chez I’hdte. Par contre la production des protéines virales
doit permettre 1’induction d’une réponse immunitaire. Trés récemment, un virus mutant BTV-
1 délété d’une partie de la séquence codant pour la protéine VP6 a été inoculé a des moutons
(215). Tous les animaux immunisés avec ce virus DISC, ont séroconverti aprés la premiére
injection et ont développé des anticorps neutralisants. Aprés une inoculation d’épreuve avec
un BTV homologue, une protection virologique a été observée, et ceci aussi bien chez les
animaux ayant été immunisés deux fois que chez les animaux ayant eu une seule injection
(10°PFU/ mouton). La protection clinique n’a pas été évaluée dans cette étude. D’autre part,
les auteurs ont aussi montré, qu’a partir d’'un méme mutant BTV-1 déficient en VP6, il est
possible de créer rapidement un autre mutant en remplagant les séquences codant pour les
protéines VP2 et VP5 du BTV-1, par celles provenant du virus BTV-8 (mutant BVT1/BTVS
déficient en VP6). Les animaux immunisés avec ce nouveau mutant, ont séroconverti apres
une premi¢re immunisation et la réponse anticorps a été amplifiée apreés la seconde
immunisation. Contre une inoculation d’épreuve avec du BTV-8, 'immunisation avec le
mutant VP6 déficient BTV1/BTV8 a induit une réponse humorale et une protection

virologique (215).
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L’utilisation du MYXV en tant que vecteur vaccinal chez une espéce non hote, les ruminants,
implique différentes étapes de validation qui visent a démontrer I’innocuité du vecteur chez
I’espéce cible et son efficacité a stimuler une réponse immune protectrice dans un modele
infectieux. L’innocuité du MYXV chez les ruminants repose sur son caractére non réplicatif
et son absence de pouvoir pathogeéne local aprés administration aux animaux. Le MYXV est
restreint aux Leporidae in vivo (106). Toutefois le virus est capable de se répliquer in vitro
dans certaines cellules cancéreuses humaines (320).

Au laboratoire, des études in vitro ont été réalisées sur cellules bovines et ovines. Il a été ainsi
démontré que le MY XYV, aussi bien la souche T1 que la souche vaccinale SG33, était non
réplicatif dans les lignées cellulaires (KOP-R, BT et MDBK), les fibroblastes primaires ainsi
que dans les PBMCs, qu’elles soient activées ou non, et ce aussi bien chez les ovins que les
bovins. L’activation des PBMCs semble favoriser I’infection puisque le pourcentage de
lymphocytes infectés est plus élevé lorsque les lymphocytes sont activés par des activateurs
chimiques (265).

Par ailleurs, lors d’une premiére étude d’injection a des moutons par voie intradermique d’un
MY XV recombinant exprimant la protéine VP60 du virus RHDV, aucun effet secondaire n’a
pu étre décelé au site d’injection et aucun signe clinique n’a pu étre observé. A partir de 48h,
un infiltrat majoritairement composé de cellules mononucléées a été observé au site
d’injection, indiquant le développement d’une réponse inflammatoire localisée. Le virus est
capable d’infecter des cellules du derme dont la morphologie est de type macrophages ou
cellules dendritiques. Toutefois il a été démontré une absence de réplication locale du MY XV
et une absence totale de virémie (264). L’ensemble de ces résultats indiquerait une streté
d’emploi du MY XYV chez les ruminants.

L’efficacité du vecteur MYXV peut étre étudiée sous différents angles scientifiques. In vitro

I’étude des interactions entre cellules de I'immunité et le MYXV doit permettre une pré-

93



OBJECTIFS DU TRAVAIL

validation du modele et par la suite d’orienter les recherches. Des études préalables
d’interactions entre le MYXV et les PBMCs ont montré que les LT, et surtout les LB, sont les
principales cibles du MYXV (264). Les LB faisant partie des cellules présentatrices
d’antigeénes, les LB infectés pourraient favoriser le déclenchement d’une réponse immunitaire
spécifique et éventuellement protectrice. Néanmoins, la qualité d’expression, la présentation
des antigénes et leur prise en charge par les cellules présentatrices d’antigénes sont encore
mal connues. C’est pourquoi afin de mieux comprendre les mécanismes qui initient une
réponse immune induite par la vaccination chez le mouton avec un MYXYV recombiné, nous
avons, dans un premier temps, envisagé 1’étude des interactions entre le virus SG33 et les
cellules dendritiques ovines générées in vitro.

La preuve de I’efficacité d’un candidat vaccin repose, in fine, sur la démonstration de sa
capacité a protéger les animaux immunisés contre une inoculation d’épreuve efficace. Une
¢tude d’inoculation intradermique de MY XV recombiné exprimant la protéine VP60 du virus
RHDV) a des moutons, a montré que le MYXV est capable d’induire une réponse en
anticorps neutralisants la protéine de capside VP60 (264). Toutefois il n’a jamais été
démontré de protection vaccinale avec le systtme MYXV chez les ruminants. Dans une
deuxiéme partie nous avons donc construit des virus recombinants SG33 exprimant différents
antigénes du virus de la bluetongue et évalué leur capacité a protéger des moutons contre une

inoculation d’épreuve a BTV.
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I. Interactions entre les cellules dendritiques et le MY XV

A. Introduction

Les cellules dendritiques sont les principales cellules présentatrices d’antigeéne, elles jouent un
role pivot dans la mise en place a la fois de la réponse innée mais aussi de la réponse
adaptative. Elles sont présentes au niveau périphérique notamment dans la peau, a proximité
des sites classiquement utilisés pour I’injection de vaccin (voies sous-cutanée ou
intradermique). Ces cellules sont peu nombreuses dans 1’organisme, il est donc difficile de les
obtenir en grand nombre a partir du sang, des nceuds lymphatiques ou encore des tissus. Ainsi
plusieurs protocoles de différenciation in vitro ont été proposés a partir de différents
précurseurs, comme les monocytes (Mo-DC) (287, 295) ou encore de cellules progénitrices
obtenues a partir de la moelle osseuse (BM-DC) (155).

Pour les ovins, un protocole de différenciation de DC a partir de précurseurs de la moelle
osseuse en présence de GM-CSF ovin a été mis au point au laboratoire. Plusieurs populations
de DC sont obtenues avec ce protocole, dont deux sont majoritaires et peuvent E&tre
distinguées grace a leur morphologie et a I’expression des marqueurs CD11b, CMH-II et
CD207 (langerine) : les cellules de type Langerhans (CD1 16%" CMH-I1"¢", CD207+) et les
cellules de types Mo-CD (CD11b™"e" CMH-II'", CD207 (113).

Dans ce travail, nous avons étudi¢ la réponse des DC, différenciées a partir des précurseurs de
la moelle osseuse, a I’infection par le MYXV. Afin d’étudier les interactions entre les DC et
le MY XYV, nous avons construit un virus recombiné exprimant la protéine GFP (SG33-GFP).
Nous avons ainsi évalué la capacité des cellules dendritiques infectées par le SG33-GFP a

maturer et exprimer des genes impliqués dans la mise en place de la réponse adaptative.
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Recombinant myxoma virus (MYXY) can be produced without a loss of infectivity, and its highly specific hosi
range makes it an ideal vaccing vector candidate, although careflul examination of its interaction with the
immune system is necessary. Similar to rabbit bone marrow-derived dendritic cells (BM-DCs), ovine dendritic
cells can be infected by SG33, a MYXY vaccine strain, and support recombinant antigen expreéssion. The
frequency of infected cells in the nonhost was lower and the virus ¢vele was abortive in these cell types. Among
BM-DC subpopulations, Langerhans cell-like DCs were preferentially infected at low multiplicities of infection.
Interestingly, ovine BM-DCs remained susceptible to MYXV after maturation, although apoptosis oceorred
shortly after infection as a function of the virus titer, When gene expression was assessed in infected BM-DC
cultures, type | interferon ([FN)-related and inflammatory genes were strongly upregulated. DC gene expres-
sion profiles were compared with the profiles produced by other poxviruses in interaction with DCs, but very
few commonalities were found, although genes that were previously shown to predict vaccine efficacy were
present. Collectively, these data support the idea that MYXY permits efficient priming of adaptive immune

responses and showld be considered a promising vaccine vector along with other poxviruses,

Recombinant poxviruses are undergoing intensive evalua-
tion as vaccine candidates for a vanety of pathogens, Poxvi-
ruses arc known for their ability to induce strong immunity
against their own proteins and against recombinant proteins
when genes of interest are imtroduced into the viral genome
(45). Numerous studies involving recombinant viruses have
shown that poxvirus infection can induce both T and B cell-
dependent immune respunses, alibiough poxviruses have devel-
oped several strategies to escape host immunity (61). Indeed,
several poxvirus vector syvstems are under study to develop
vaccines against infections diseases (3, 15, 24, 25, 31, 66),

In domestic animals, posviruses have been shown to be ef-
ficient vectors for the production of protective immune re-
sponses, notably in rabbits (3), cats (41, 42}, horses (27}, and
ruminants (8, 37, 49, 51). The development of recombinant
vaccines for ruminant species should help to implement new
vaccine policies and to achieve a distinction between infected
and vaccinated animals.

Myxoma virus (MYXV) has already been evaluated as a
vaccine vector and is under consideration for use in vaccine
development in ruminants (51, 52}, Host-restricted MYXV has
a number of useful properties as a vaccine candidate, including
safety and the ability to incorporate substantial amounts of

® Corresponding author. Mailing address: TIniversity of Toulouse,
ENVT, THAP, 23 Chemin des Capelles, BP 87614, F-31076 Toulouse
Cedex 03, Francoe. Phone: 33 561 103 002, Fax: 33 561 103 B34, E.mail:
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& Present address: INSERM L0423, Toulouse, France, and Univer-
gité Toulouse 111, Paul Sabatier, Toulouse, France.

T Supplemental material for this article may be found at hopjvi
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" Published ahead of print on 10 August 2011,

genctic material for the expression of foreign gene products.
We have recently shown that recombinant MYXV is able o
infect primary and immortalized ovine cells (52) and that the
infection is not productive in this species. Moreover, MY XV-
infected ovine cells support the expression of several heteral-
ogous proteins (51, 52). In addition, preliminary results dem-
onstrated that sheep injected with MYXV expressing VPGI
(the major capsid product of rabbil hemorrhagic disease virus)
mount a specific antibody response against the transgene prod-
uct (51).

Previously published data indicated that MY XV infects den-
dritic cells (IDCs) during natural infection in rabbits, the host
species of this virus, suggesting that DCs could be the primary
site of MYXV replication (6). Moreover, we recently observed
that cells identified as macrophagesidendritic cells, based on
their morphology, expressed high levels of MYXY antigens
upon intradermal injection of the MYXV 5G33 vaccine strain
in sheep (32).

s are the most potent antigen-presenting cells and play a
crucial role during the priming and reactivation of antigen-
specific immune responses (2). Following infection with a
pathogen, functional changes of DCs are essential because
priming and polarization of the immune response depend on
these changes (18). Therefore, a better understanding of the
modifications in the gene expression of proinflammatory cyto-
kimes, chemuokioes, and stinolory moleeoles way prove wse-
ful in predicting whether or not a vaccine vector will be effec-
tive, Moreover, this understanding may help 1o identify viral
modifications that may improve vaccine efficacy (54).

I'n increase our understanding of these processes, interac-
tiesns between ovine bone marrow-derived DCs {BM-DCs) and
MY XV 5G33 have been studied and the global gene profile of
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DCs in response to MYXY infection was analyzed. Here, we
show that MYXV infection induces a strong reprogramming of
cells, leading 1o the expression of proinflammatory cytokines
and mobilization of type T interferon (IFN) pathways, cell
death, and features associated with the activation of the adap-
five immune response.

MATERIALS AND METHODS

Cell limes, Rabbit kidney cells (RK13 and ATCC CCL-17) were grown in
Dulbecoo's modified Eagle's mediom [ LMEM: Giboo-BRL) supplemenicd with
10%% fetal calf serum (FCSE WK units'm] penicillin, and 100 jgg'm] strepromycin,

Generation and cultwre of BM-DCs, All animals were maintained in conven-
tionad conditions and were euthanized in accordance with local regulations by
anesthesia overdose (5 mgkp of body weight ketamine followed by 15 mgky
p:nmh.urhiml sodiem ). Protoscsls For i vk generstion of BM-1DCs have been
described elwwhere for rabbit (14) and ovine {21) cells. Briefly, bone marmow
cells were harvested from the femurs and the stermums of robbits and sheep,
respectively, BM cells were ohtained by seraping and were released by crushing
the marmow with o svringe plunger in o petri dish filled with Hanks" balanced sali
solution (HBSS) buffer. Cells were passed through g 100-pm oylon mesh o
remuve smull picces of bone and debris, and red blomd cells were Tysed with
ammoninm-chloride-potsssium (ACK) lysis buifer, Cells were culiured in bacie-
riedogical dishes {Faleon) a1 37°C and 5% CO, for 7 10 8 das. The cullune
medium wis RPMI 1640-Giluwamax { Iovitrogen) with 10% FCS, 100 units/ml

PROFILING OF MYXV-DC INTERACTIONS 12983

in PBS to a density of 1 % 10° cells per ml. A fofal of 1 % 107 cells was loaded
and spun at 70 rpm for 20 min in cvtespin [ (Shandon). Cells were then
washed twice with PBS und fined with 2.5% glutnrabdehyde for 15 min ar room
tempeninre. After staming with 2 mg'ml X-Gial (5-broma-d-chlooo-3-indoly -5
pegalactopyranoside), 2 mM MgCl., 5 mM K Fe(CN), < 300, and 5 mM
KaFe(CMI, in PBS for 4 6o 10 by, cells were observed upder the mimimq'ﬂ.'.

Flanw cytometry analysis and cell isolation. The pheaotype of ovine BM-DiCs.
was amadyzed by Bow ctometny alter incubation with anti-CO0 e (OM L hybrid-
onsn sugernatent from [ Selwarte-Corndl, INRA, France), anti-CEda0, anti-
CE, anti-CDEG | from sscites, a kind gift from J. Hope, TAH, Compion, United
Kingdom}, anti-mouse [gl-R-phycoerythrin ( RPE) or anti-mouse 156 1-fuores-
win Bulimacyaunie (FITC) {BD Bivsicimes), pliyoecoytlnin (PE)-labeled ai-
mupor histocomputibility cluss 1T DO and DF (MHC-IT TOVDR) (VPM3T), and
AtdT-labeled anti-CDHIb (OC126) antibodies in Auorescence-activated el
strter (FACS) buffer (PBS with 0,57 bowine serum albarmin |H!j."\.| gl 2.5 mM
EDTA)L All sntibodies with the esception of upconjugated amibodies were
parchased from Serotec. Dead cells were gated ot using foraard scatter-side
seatter (FRC-58C) profiles and propdinm jodube (PL 1 pg'ml) o 7-AAD (5
plitest) (BD Fharmingen) staining. Background and autofloorescence were
derermined wsing isotype control antibody staining. Acquisition was per-
formed on 10,000 events using a FACSCalibur cytometer |BD Biosciences)
and CellCuestPro software, Data were amilyeed with FloseJo software,

For sepuration, BM-DCs were harvested after 7 days of differentiation and
incubated with | pgiml anti-CD1 e monocksnal antibody (MAB} {clome 0M1),
Alernatively, cell subtypes were separated using an anti-CD b MAD [chone
CCI26, Serotec). After two washes, cells were incubpted with anti-mouse 1gG

bezade | Miltesyi Bistee) and ceparated on MS columne sceording to the

penisilling 100 giml strepiomysing 25 mb TEPES (Gibeo-BRL), 175
tin] wrnimer acids, and 50 wM femercopiocthanol. The mediom was supplemenied
with 20 ng'm] recombinant ovine apd human granolocyte-macrophoge colony-
stimulating facior (GM-CSF) For ovine and rabbin BM cells, respectively, Fresh
mieinm supplemented with the appropriate cytokine was adleled every 3 diys,

For munturation, DOs were treated with heat-killed  Stapdndococcus aueneas
{Pansorbin, 200 pg'ml; Calbiochem) a doy before infection os previously described

21).

' Isedation of wine skin DCs, Skin DCs were isolated from ovine skin using o
protocal lnrgely based on protogols for heman skin DC solation (551 Briefly,
pil:n:\ of skin were washed twice in phl:mphalu-imﬂt;reﬂ sialine (PBX), once in
0% ethanol, aisd once o complete REMI (cBPMI} with 5% Fungione and 30
pa'ml enrofloxacine (Boytril), The skin was incised to get a loce and incubated in
cRPMI with § Uiml dispase (Lovitrogen) for 1 b oat 375C The skin pleces wene
then washed twice in cRPMI und cultured in cRPMI for 2 to 5 doys. Cells wene
harvested, and demdritic cells were stunined with Alexs 647-labeled anti-CD1 e
and incubated with anti-mouse [pG microbeads (Milienyi Biotec) before sepa-
ration on M35 columns according w the manufscturers recommendations.

Viruses, All viruses used in this stady were derived from the SG33 attenuated
vacctne stradn of MYXWY (80, modified i our laboratory. The secomirnnng
SGA3-GFP (green Auorescent Th'rnrr:iri] virus (52) contains the enhanced GFP
{eGFP) gene, and the SG33-V G0 virus contains the rabbit hemworrhagic discase
virus gapsid VPSl-encoding gene, both under the control of the strong early/late
vaceinin virus pTS promoster imserted into the MTIL-myxomn prowth factor
(MGF) Jocus. Mareoser, thie SO33-Y P virus comtains the leed gene under (e
comiral of the posvirus late pll promoter mserted o the same [ocus,

Yiruses were '|'.|1|.ri:|'|-=|.1 by sucrse pildicnl sedimentation, and tiers were de-
termined by serial dilutions and plagque nssays as proviously described (10}

Infection, growih curves, and virus titration, For growth anolysis, viros was
added ot 0 multiplicity of infection {MOL) of (W1 % W° or | = 10% 0 15 = 10F
cells in SO0 al. The virus was albowed to adsarh for 00 min at 37°C and 5% CO.,
Free virus was then removed, and cells were washed twice and recovered by
mn[ri.fu_g,:ilim:. Infected cells were culiwred ar 003 = 107 cells per M) plawell of
a S-well plate in thelr respective medium supplemented with 10% FOS. Al each
time point of interest (as indicated in the figare legends), cells were collected, To
release wirus from imfected cells, samples were subjected (o three freeze-thaw
cycles,

For titration, serinl dilutions of cefl heiz supernatnt were added 1o REKI3 celis
and mdsorhed for 80 moin. The moecolom was remosved, and fresh mesfiom £+
plemented with 5% FCS was added. After 48 b of incobation s 37°C and 5%
OO, the medium was removed ond replaced by eolid medium containing Exgle
minimum casential medium (MEME} medium (Gibeo-BRL) supplemented with
106} units/m] penicillin, 100 pgiml streptomyein, 2% FCS, 25 mM HEPES, 0.1%
MaMC Oy, ond 1% low melting point {LMP) agarose (Invitrogen ). Alter 2 days,
Plagues were counted under microscopic examinntiom,

M=Ganll staimiing pnad anadysis. Rabbit and ovine celis were infected with 50333-
VPR (MOs of 0.1 and 1) Twenty-four hours after infection, cells were diluted

manufaciurer's recommendatione. The purity of the enriched fractions was as-
sessed by fow eytometry following AGdT-labeled anti-CD11bie stoining on at
leass 10,000 events.

Apoplosis analysis. For npopiosts analysls, 0.5 = 10 cefls {48-well plate) were
infected of various MO1s. Sivteen hours pestinfection {p.i.), cells were harvested,
Inbeled for cellular markers, and washed in PBS, The cellular concentration wus
then adjusted o 1 = 10" cellsiml in | = annexin Vebinding buffer containing 10
mM HEFES, pH /3, 140 mM Mol and 2.2 mM Cally, and U] wl of PE-labeled
anmmexin W (AJexis ) wies e o 1 ol cells | 1 celbs ) ancd incubated al rowam
lemperidure fowr 15 min, The reaclion wis slﬂ,r[.pcd by the acdelition of (41 gl of
1 annexin V-binding buffer, and the cells were analyeed guickly by Aow eyiom-
elry.

rl:rtN,l isolativn amd microsrray hybridization, BM-D90s were barvested after 7
days of differentingion and purified with mouse anti-CO e antibodics on M5
columns b5 described above, Purified BM-DCs were trunsferred into 24-well
plates at 2 % 10" eells per well and cultured overnight in 200 21 of medium. The
celbs were then infected with SG33-GFP &t an MO0 of 1 for ) 3, or 5k Total
RMA was isolated using an RMeasy Minikit {Chogen, Yalencia, CA) sccording o
the manulactarer’s |'|r~:nd|;_u:|.|l. Brictly, m1 cach tme '|'.trir.||:. supemalimis were -
carded and cells were pelleted and lysed bn 350 ol of RLT lysis buffer (Odogen )
The concentration and the RNA integrty number (KIN) were measured wsing
an ND-1000 spectrophostometer (ManaDmop Technologics, Wilmingion, DE)
and an Agilent 2100 Bicanolyeer (Agilent Technologies, Palo Alio, CTA), respec-
tively, Omly RNA samples with an RIMN of =85 were retnined for further analysis,

A bw-RNA-input floorescent linear amplification kit (Agilent Technolngics)
was wsed W generate Cv3- wnd CvA-labeled cRMA. The conventration and
amount of dye incorporated were measured wsing the ND-TTHN spectrophitom-
etit (ManaDrop Technobogies). After purification of the labeled cRNA, a ref-
crence sample thot resulied from o pool of 5080 ng of cach of the samples was
generated. After ragmentotson, 500 ng of cRNA from cach sample was hybrid-
fzed wlong with 300 ng of the reference sample o the Agllent 019921 ovine
oligonuclectide array slide (Agibent Technologies) nocording 1o a reference de-
sign without dye swup and following the manufaciurer's protoeal.

Slicles were seanned using on Axon S0E scanmer o8 5 pm (Ason Instruments,
Unlon Ciry, CA) and GenePix Pro software.

Statistien] onalysis of microprmay dats. Row dota were normalized with
LOWESS using Fenture Extraction version 9531 and were imported it Gene-
Sprimg GiX 11 software, both Trom Agllent Technologies. Statistical analysds of
miicroarray divka was carried oot using a ene-way analysis of varance (ANDVA)
with Student-Mewman-Keuls porr hoe test for time ond o Benjomini-Hochberg
false discovery rate control with a threshold g of <0005, The expression profiles
for these gemes were clustered over time and entities wsing the unsupervised
hierarchical clustering of GeneSpring based on the Pearson contersd gene dis
mnoe.

Crly BB4T penes on this array were anmolated by the Fluman Orthodog Gens
Momenclature Committee (HGNC) (brep: swwasigenae.org’, sheep oligonucle-
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FIG. 1. MYXY infects bone marrow-dermved dendntic cells from rabbit and the nonhost ovine species. fn wire-differentinted DCs from rebbit
and sheep were produced as described in Materials and Methods, Alter 7 days of culture, BM-DCs were infected with 8G33-GFP recombinant
MY XY atan MOI of 1. (A and B) After 16 h of incobation, cells were collected and GFP-positive cells were detected by low cytometry in rabbit
{A) and ovine DCs (B). (C) GFP was detected only in ovine cells expressing the CD11e marker. (D) GFP-positive ovine cells were detected by
flow cytometry 0, 3. and 8 h postinfection with 5G33-GFP at different MOIs. Error bars indicate standard deviations of three independent

experiments. (E) Owvine skin DCs were infected with SG33-GFF at an MO of | and analyzed at 0 (gray) and 8 h pi. (red). After 0, 3, an d 8 h of

infexiivn, U porcentage of GEP-positive cells was detected o skin CR1 e ™ DOy (F) The vesults of s independ et eaperiments e psscoled,

atide annotation version 5 of 10 November JHE) (9 As a conseguene, only
half of our list of differentinlly expressed (DE) probes was annotated. More
information was obtained using the Basic Local Alignment Scarch Tool program
on the MCHI wehsite (kitpohlast.nebinlmnih.goviBlast.cgi) and the EMSEMBL
wahgle ﬂhlIp:-','w“w.-.'nmmlll.nrg_-'imlu:.'lﬁmlll.

Hinlogical imterpretations of the foces genes. Two solbware prosrams sene
used o imferpret the lisas of focus genes obtamed from statbsocal oealviis,
Impremsity Pathway Anabysiz (IPA) and InnaieDB {38, TPA softwane (version 8,5;
Igenwity Systems) was uscd o gencrate biological networks from a lst of
selected genes and (o document the funciions of these genes und the canonical
pathways in which they are invobeed

Cieme 1,1r|.|-::||,1|_1|v {0k imul:.-xi'-. and ientficanon ol 1wu:’r|.:'pr|.:1:11|.:d |1i|l:h|.\-;u_1_.".
and tramseription factor binding sites (TFBES) were performed wath [nnonie DB
(htpswweninnatedb, com).

RT-yPCH. For the guantifleathon of gene expressson in inlected ovine or rublig
BM-DHCs, the RNA samples were assaved by reverse-iranseription-quantitative
PCR (BT-gqPCR), The BT reaction was carried ot using a superscript 11
reverse transcriptase kit (Invitrogen) on 500 ng of RMA. Primers were de-
sipned with Primer 3 software (371 osing publically availoble GenBank se-
puences {wee Tables 51 and 52 m the sopplemental material)l. gPUR was
performed using specific primer sets for selection of genes with a fold changs
{FC) of =1 and iTag SYBR gresn cupermix with ROX dye (Hio-Rad) in a
fimul wolume of 23 pl using a 7000 real-time PCR system (Applicd Biosystems,
Life Technologics Corporation, Carlsbed, TA), Determination of a stable
reference gene was done wsing the GenMNorm version 3.4 Microsolt Excel
add-in software package {6%), Assays were curried out in duplicate. FCR was
performed using the following conditions: denaturation ot 57 for 2 min and
A0 amplification cycles conslsting of thiee rounds at 953°C for 15 8 and 60°C for

4% 5 The results were then analyeed using 5D sofoware version 1.2, Relative
gene expression levels were calculnted by the threshold cvele (272407
method [ACy = Cp e — Oy (geometric mean of GAPDH, RPL19, HPRT,
526 genes) and 380y = ACT emetares — 07 ponsaimutared WEINE the papdik
{encoding glveeraldetyde-3-phosphate dehvdrogenase), md @, fpor (encoding
hypoxanthine phosphorbosyliransderase ), and qula genes].

Microwrray dots accession mamber. The mecroarray data are avadable under
mices=in o, OSEI26R56 in the Cene Frpmu:i-:m Ommnibuz repositony o1 the
Wational Center for Biotechnology  Information (hinpewaw nchinlm.nih_gov
(pen/indfolinking ktml),

RESULTS

SG33 MYXY infects rabbit and ovine dendritic cells but
fails to replicate in ovine cells. To show the capacity of MYXY
o infect dendritic cells, rabbit and ovine DCs were differeni-
ated in vitro Trom bone marrow cells in the presence of human
or ovine recombinant GM-CSF, respectively. On day 7, GM-
Uk DUS were nfected with a recombinant virus, sds-LEF,
in which eCiFP was under the contenl of the early/late poxvirus
P75 promoter. After 16 h of infection, we observed GFP ex-
pression in the cells from the rabbits, indicating that host
species DCs are highly receptive to MYXY (Fig. 1A). Further-
more, GFP was also detected in ovine BM-DCs (Fig. 18},
albeit at lower levels than observed in rabbit DCs (189 versus
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FIG. 2. Owine (Owv) BM-DCs are not permissive to MYXY infection. (A and B} BM-IDCs from both species were generated as indicated in
Materials and Methods, Cells were infected with SG33 at a bow (000 (A) or a high {1) (B} MOL The samples were harvested 1o measure infectious
virus af {1, 24, 48, and 72 h p.i. by titration on RK13 cells. MYXV replication was analyzed vsing growth corves from rabbit and ovine BM-DCs,
At each time point, lysates from three different experiments were assayed by plaque production on RK 12 monolsyers. Error hars indicate standard
deviations of three independent experiments, (C) facZ gene under the control of the pll late promoter, Rabbit and ovine BM-DCs were infected
with recombinint SG33-VPoi-LacZ virus, and 24 h p.i., late viral protein expression was evaluated by labeling with X-Gal.

59901, In the ovine cell culture, GFP expression was strictly
limited to the CD1lc-positive cells (8.17%) and was clearly
absent in the CD1le-negative progenitor cells (Fig, 1C), indi-
cating that only differentiated cells had the capacity to support
MY XY infection, The MYXV infectivity of ovine DCs and
their kinetics of GFP expression were carcfully examined (Fig.
112} At 8 h after infection, the proportion of GFP-positive
CD11c-positive cells varied from 59 at an MO of 0.3 o 205
at an MOT of 3, GFP expression reached a platean at MOTs
above 5, and maximum expression was observed approximately
8 h after infection (data not shown ). To evaluate the receptivity
of ex vive DCs, we isolated DCs from the skin of sheep and
infected them with SG33-GFP at an MOl of | (Fig. 1E and F).
After 0, 5, an d 8 h of culture, the percentage of GFP-positive
cells within the CLM Ic-posilive Iracthion ncreased rom 2% at
3 hpi o 8% at 8 h pai. (Fig. 1F), indicating that ovine skin
DCs and BM-DCs are equally receptive to MYXV. As the
pattern of GFP expression suggested differential receptivity of
DCs from host and nonhost species, 5G33 replication in rabhit
and ovine BM-DCs was compared. In infection of rabhit BM-
DCs at an MOI of 0L01, several rounds of replication occurred

and MYXV titers increased progressively over time. However,
we did not observe an increase of MYXV titer in ovine BM-
DCs (Fig. 2A). We also performed a similar experiment in
which we infected IMCs at an MOI of 1. Infection of rabbit
BM-DCs resulted in viral growth curves that closely resembled
classical poxvirus growth curves derived from susceptible cell
lines, with a continuous increase of MYXV titers until they
reached a titer of 6 log, while no increase in MYXY titer was
observed in ovine BM-DCs (Fig, 2B). Although the ovine cells
are receptive to MYXY infection, we concluded from these
analyses that MYXY infection is abortive in ovine BM-DCs,

This incomplete viral cyele may be due to the lack of expres-
sion of late genes. To test this hypothesis, ovine DCs were
infected with a recombinant MYXY in which facZ is placed
under the control of the late pll promoter, As shown in Fig.
207, R-galactosidase activity was detected in only a small num-
ber of ovine cells, suggesting that late viral gene expression is
defective in ovine cells, unlike the strong expression that is
observed in rabhit BM-DDCs, These data show that the defect in
late gene expression may jeopardize virus particle formation,
leading to an abortive replication cycle in the ovine cells. Thus,
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FIG, 3, Dhisappearance of Langerhans-like [Cs, a preferred cell farget of MYXV following infection, (A} DC subiypes were detected using a
CDUBMHC-I combination, and GFP expression wis measured. Data are representative of at least three independent expeniments, Ovine
BM-DCs were infected with SG33-GFF or 5033 as described in the Fig. | legend. Various MOIs of 5G33-GFP or 5G323 were used to infect
BM-DCs, GEP fluorescence was analyzed the next day to quantify the proportion of infected cells. (B) In parallel, the phenotype of recovered cells
wis analyzed with anti-CD1 b and anti-MHC-1T (DOVDR PE) antibodics by flow cytometry, The proportion of CD1R™ MHC-11"™ cells decreased
s the MO mereased. Langerhans cells undergo apoptosis after MYXY infection. (C) Maturation does not abrogate MY XV infection in BM-DCs.
BM-DCs were maturated with Suc, as verified by MHC-11 upregolation. As indicated above, immature (imDC) or mature (Sac-treated) BM-DCs
were infected with $G33 a1 an MOIL of 1. The freguency of GFP-positive cells was assessed 16 h after incubation and was highly comparahle
between immature and mature BM-DCs. Resulis are representative of two experimenis,

although MYXY infects ovine BM-DCs, replication is defec-
tive in this nonhost species,

The Langerhans cell-like DC subset is more receptive to
MYXY infection. The culturing of ovine BM progenitors with
GM-CSF gives rise to at least two subsets of BM-T3Cs that can
be distinguished on the basis of their CD11b and MHC-II
expression (21), monocyte (Mo)-like (CD1I0" MHC-11") and
Langerhans cell { LU)-lke (L1106 MHU-1") DS, Among
these two populations, a higher rate of GFP expression was
observed in LC-like DCs than in Mo-like DCs (26.8% versus
10.2%, respectively) (Fig. 3A). The LC-like DC population
shares some features with DCs found in the skin, Moreover, we
noticed that following overnight culture, the proportion of
CDLIL™ MHC-1" DCs decreased as the MO1 increased (Fig.

3B). The same phenomenon was observed with wild-type
SG33, excluding a role for the amiapoptotic MI1L gene that
was deleted upon GFP insertion. To definitively assess the
receplivity of both DC subtypes to MYXY infection and 1o
evaluate the effects of DC maturation, the two DC populations
were sorted and then left untreated or treated with maturation
stimuli, after which they were infected. After 16 h of incubation
with Bac, the upregulation of MHC-1E{Fig, SC) and CLM4U, -S0,
and -8f costimulatory markers was evident (40 10 60% in-
crease) (data not shown), indicating that cells were strongly
activated and mature (21, Although the expression of GFP
was equivalent with or without maturation, the GFP signal
over background was always higher in the CDNIR™ cells (Fig.
3C, left panel). Furthermore, the proportion of MHC-1I"
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FIG. 4. The maturation state has a strong cffect on the susceptibility of BM-DCs w0 viral cytopathic cffects. [(A) Ovine BM-DCs were infected
with SG23-GFP at a low (0.5) and a high (5) MOL Aler overnight infection, cells were stained with PE-annexin ¥V and propidium jodide before
FACS analysis, Infected cells {GFP™") bound high levels of annexin v compared 10 its binding by uninfected cells (GFP™F), PI-positive, annexin
Vepaositive cells were more abundant in the GFP-positive subsets, indicating that secondary necrosis developed after MYXV infection. wi, wild
type. (B} Immature (ImDC) or mature ovine BM-DCs (treated with Sac) were infected with 5G33-GFP at a low ((L3) or high (3) MO After
overnight infection, cells were stained with PE-annexin V and 7-AAD before FACS analysis, Higher levels of annexin ¥V binding and a higher
proportion of dead cells (7-AAD™) were observed in matured, Sac-treated DCs,

CD1IE™ cells was strongly diminished following overnight cul-
ture, suggesting that MYXY induces cell death in these cells
irrespective of their maturation state, as observed by the re-
sults in Fig. 3B,

To determine whether this cell death is linked 1o apopiosis
induced by MYXY, as reported for other posviruses, we
stained BM-DCs with annexin ¥ that binds o phosphatidyl-
serine on the surface of cells undergoing carly apoptosis. Pro-
pidium iodide or T-AAD was also used to detect necrotic cells,
Increased annexin V' was detected on the surface of GFP-
positive DCs, indicating that these cells were undergoing apop-
tosis 16 h after infection (Fig. 4A). An increase in anncxin V
binding was also noticed on GFP-negative cells, indicating that
a bystander apoptosis of noninfected cells was also occurring.
These data indicate that MYXY induces apoptosis not only in
a subpopulation of DCs that are more susceptible to MYXVY
infection but also in neighboring uninfected cells,

MYXY induces low levels of DU maturation. In order o
investigate the sosceptibility of immature and mature ovine
BM-DCs to viral cytopathic effects, the maturation of BM-DCs
was induced as described above and then cell viabihty was
measured. Afier infection with SC33-GFP at low ((1.3) or high
(3) MOIs (Fig. 4B), cells were stained with annexin ¥ and
T-AAD. As previously described, at the same MOI, the per-
centage of GFP-positive cells was similar between mature and
immature BM-DCs. Mevertheless, the maturation state had a
strong effect on the susceptibility of BM-DCs to viral cyto-

pathic effects, as a higher level of annexin V' and a higher
proportion of dead cells (7-AAD-positive) were observed in
mature Sac-treated DCs (30% compared to 10% in immature
DCs).

We have shown that maturation does not abrogate the abil-
ity of MYXY 1w infect ovine DCs, as matured cells remained
receplive o MYXY. We next evaluated the effect of MYXV
infection on BM-DC maturation. For this, BM-DC cultures
were infected with various MOIs of SG33-GFP. After 16 b of
culture, the levels of costimulatory CD4d0, CDE0, and CD8A
molecules were largely unchanged on the surface of both GFP-
positive and GFP-negative cclls (Fig. 5A). The expression leyv-
els of these molecules were very similar to those measured in
uninfected cultures, with an increase of less than 10% (Fig.
SB). The upregulation of MHC-TT was also minimal following
infection. In conclusion, DC maturation does not affect the
capacity of MYXY 1o infect DCs, and MYXV infection alone
induces hittle BM-DC maturation,

Gene expression profiling of MYXV-infected DCs indicates
a strong upregulation of type I IFN-related pathways. To gain
a global view ol the gene expression changes induced by
MY XV, we infected BM-DCs from three sheep with this virus
and performed microarray analysis, Measurement of the RNA
integrity number of samples from these sheep indicated lower
vilues (<27.5) for higher MOI conditions (MOT of 3) and later
time points, For that reason, transeriptional profiling using an
ovine-specific microarray was performed on samples from
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FIG. 5. MYXY infection induces poor BM-DC maturation. (A) Aflter infection with titrated amounis of SG33-GFP (MO0s from 03 to 3),
MHC-II DODR and CD40, CDR0, and CDE6 costimulatory molecule expression was assessed by fow eylometry on GFP-positive and GFP-
negative BM-DCs, NI noninfected. (B The MFEI (mean fluorescence intensityd of each costimulatory molecule is indicated €au, arbitrany units).
The expression of muturation markers did oot differ between the two populations, and it wis not diferent from that in the uninfected culture,

indicating that MYXY induces litthe mamration of BM-DCs,

early time points (0. 3, and & h) at an MOI of 0 or 1. The
differential expression of genes over time was assessed for
statistical significance with one-way analysis of variance
(ANOWYA), using a Benjamini-Hochberg false discovery rate of
5% and a fold change (FC) greater than 1.5, This reselied in an
annotated list of 390 genes modulated over the 8-h time
course, with 233 and 157 genes up- and downregulated, respec-
tively (see Table 53 in the supplemental material), Hierarchi-
cal clustering (Pearson centercd) allowed the peneration of a
heat map representation, from which il was evident that infec-
tion induced small transcriptome changes during the first 3 b
(Fig. 6A and data not shown). In contrast, large changes in
gene expression occurred after 8 h, Moreover, when an FC of
=3 was applied, a list of 54 genes was obiained, of which all
except two were strongly and uniformly upregulated at 8 h
(Fig. 6A). Further analysis was focused on data from the 8-h
time point.

To confirm these results, RT-qPCR analyses were per-
formed on the same RNA samples, and 28 genes from the list
of the most up- or downregulated genes were measured (Fig.
6B, top table). A high correlation was observed between the
results of both approaches, with a regression coeliicient ot r =
(197 validating the microarray resulis. Several penes coding for
cytokines with T cell-polarizing capabilities were also assessed,
and the transcription of genes such as ffna, (10, (f12p35,
il 2p20, {15, and d78 was strongly vpregulated following infec-
tion { Fig. 6B, bottom table). In Fig. 7, & comparison of the pene
expression of rabbit and ovine BM-DCs is shown. These results

indicate that genes involved in type | IFN signaling pathways,
such as cxcll®, ixgl 5, oasl, mxl, iff3, and &7, are upregulated
in both species. Interestingly, #10 and isg/ 5, respectively, were
7- and 4-fold more highly expressed in ovine than in rabbit
s, whereas coed 0 and oes ! were 22- and 16-fold more highly
expressed in rabbit cells.

To gain [urther insight imo the list of 350 genes (g value <
0.05 and FC == 2}, the Human Genome Organization { HUGO)
gene names were imported into Ingenuity Pathway Analysis
(TPA) software for gene function analysis. Several functions
were statistically affected (Fig. 8A to ). Most systemic func-
tions (Fig, 8A) were related to the humoral immune response
and antimicrobial and inflammatory responses. For cellular
functions (Fig. 8B), the three most significant functions that
were influenced were cell death, cellular growth and prolifer-
ation, and cellular development, For cell metabolism (Fig. 8C),
carbohydrate metabolism, gene expression, and DNA replica-
tion recombination and repair functions were identified, prob-
ably related to hijacking of the cellular machinery by viral
proteins. The most significantly influenced pathways were type
| interferon signaling, p38% mitogen-activated protein kinase
{MAFK) signahing, and activabon ol mtertéron regulatory fac-
tor (TRF) hy cytosolic pattern recognition receptors, with P
values of 4.1 % 107" 7.6 x 1077, and 1.3 % 107* and gene
ratios of 23.3, 10,3, and 10.8% (Fig. 8D). InnateDBE analysis
largely comfirmed these observations (data not shown), The
gene list was separated into up- and downregulated gene lists
For upregulated genes. the significant gene ontology biological
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FIG. &, Heat map representation of differentially expressed probes in response to SG33-GFP infection, (A) Each column represents 4 sample,
and each row represents a gene. Levels of pene expression are indicated on a color scale with red corresponding 1o the highest level of expression
and blue corresponding to the lowest level. DCs were infected with SG33-GFP at an MOT of | and incubated for @, 3, and & h. (B) The top table
shonws 28 genes whose differential expression was confirmed by RT-gPCR, and in the bottom table are 8 penes encoding major cytokines that were

shown 1o be upregulated.

pathway (GO BP) terms were Response to virus, mRENA cat-
abolic process, and Response to IFN-y. The significant path-
wavs were RIG-I-like receptor signaling pathway, Death re-
ceptor  signaling. and  Extrinsic pathway for apoptosis,
confirming the previous results that identified programmed
cell death in the 1FA analysis (data not shown ), For downregu-
lated penes, the information on the pathways that were repu-
lated was more sparse, as protein amino acid N-linked glyco-
sylation and protein polymerization were the only GO EP
terms identified.

Transcription factor binding sites (TFBS) for IRF-8 were
significantly overrepresented within the list of upregulated

zenes, and none of these sites was found among the downregu-
lated genes (data not shown).

The transcriptome profile of DC-MYXY interactions is es-
sentially different from other DC-poxvirus interactions. Sev-
eral reports analyzing interactions of poxviruses with human
LYCs have previously been published, Hende, our gene profile
was compared with the gene profiles induced by the attenuated
forms of vaccinia virus (VACY) called MY A and NYVAC (26)
and the canarypox virs ALVAC (28) in human DCs, Com-
purisons were made with a Venn disgram to identify genes in
common between the four data sets. Surprisingly, although the
analyses revealed some commonalities, the profiles were
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FIG, 7. Comparison of diferentinl expression of 11 genes in host species {rabbit) and nonhost species {oving) by RT-qPCR. Genes invalved
in type | IFM signaling pathways arc upregulated in both specics, while tmific and #00 are regulated in different manners.

largely diferent (Fig, 9A), Indeed, 37, 15, and 22 genes were
eommon hetween the MYXVY and the MVA, NYVAC, or
ALVAC gene lists. However, few statistically significant GO
BP terms were common between these vectors (sec Tables 54,
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FIG, 8, Gene ontology analysis of the genes that were differently regulated in response to 5G33-GFP. The x axes represent the significance thresholds

55, and 56 in the supplemental material). Whereas the genes
shared by the MYXV and MV A and NYVAC data sels werne
essentially related to metabolic functions, MYXV and ALVAC
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FIG. 9, Yenn diagram comparison of genes induced by poxvirus (MYXV, MVA, NYVAC, and ALVAC) infection. {A) Each of the four circles
represents a sel of genes differentially induced by each virus. Mumbers depicted in the intersections between circles represent the numbers of genes
that are commonly upregulated in two, three, or four conditions, (B} Patheay analyas of genes common to ALVAC and MYXV,

immune résponse 1o viruses, including priming of the CDE™ T
cell response (effZak?, o, ifitm !, isgl 3, ifl, moad, mxc2, statd,
and tapl) and virus-induced cell apoptosis {eif2ak2}). IRF-7 was
central in the network of these genes, as indicated by [FA
analysis, and IRF-1-binding sites were statistically overrepre-
sented (P = 0028) within this gene list (Fig. YB).

DISCUSSION

In this report, we have investigated the response of ovine
DCs to MY XY infection as a model of the interaction between
a poxvirus and immune cells from a nonhost species. The
capacity to undergo maturation and the expression of genes
associated with priming of the adaptive immune response have
been evaluated,

We showed for the first time that MYXY has several
features related to its capacity to serve as a vaccine vector,
First, the viral replication cycle was abortive in ovine DCs,
reinforcing the notion of the safety of this platform for use
in vaccimation of sheep, Furthermore, because the locs gene
driven by a late poxvirus promoter was poorly expressed
following MY XV infection of BM-DCs, the recombinant
genes should ideally be driven by early promoters. For that
reason, the well-known p7.5 promoter is appropriate for
vaccine development (43), because it drives GFP expression
early after cellular infection and before cell machinery shut-
down due (o apoptosis,

Second, although the levels of infection achieved at the low
MO are quite high compared to those obtained with other
nonrephcative viral vectors, such as adenoviruses (6], MYAV
preferentially infects one subtype of D The heterngenenus,
receptivity of BM-DC subtypes to this virus may be linked to
their cell cycle at the time of infection. Langerhans DCs are a
main DO population found in the skin (567, and skin DCs were
shown to be receptive to infection, Therefore, the intradermal
route of vaccine delivery may be the best route of injection to

target cells that are receptive 1o this vector, The maode of virus
entry is not well known for MYXY (19). Recently, Sandgren et
al. showed that both forms of VACV enter DCs via macropi-
noeytosis (39, We have previously shown that dextran uptake
wis more efficient in LC-hike DCs, which 15 & possible expla-
nation for the higher receptivity of these cells o MYXV in-
fection (21).

We have shown that MY XV-infected BM-DCs undergo lit-
tle maturation based on the upregulation of CDEE6 and
CD40 molecules on their cell surface. However, the increased
expression of several genes associated with or involved in DC
maturation (#18, cddld, illmn | eebl, starl, nfkbib, and nf) in-
dicates that cells are undergoing some maturation due to the
infection, which may later be amplified following T cell con-
tact. thbsdf was the most downregulated gene. Thrombospon-
din-1 {THBS1} is produced not only by DCs but also by plate-
lets, monocytes, and macrophages (43). Binding of THBS] to
CD4T or CD3b prevents the production of proinflammatory
cytokines like interleukin=-12 (IL-12), tumor necrosis factor
alpha (TMF-u), IL-6, and GM-CSF by maturing DNCs without
affecting the production of 1L-8 and transforming growth fac-
tor B (TGF-R): this binding also inhibits DC maturation and
antigen presentation to T celis (43}, Hence, the downregula-
tion of thbs! in MYXV-infected DCs should lead to the pro-
duction of proinflammatory cytokines such as IL-27 or TNF-n
that were indeed upregulated in this study. THRBSI is also
known to cleave pro-TGE-3 into the biologically active form of
TGF-B. Repression of THBSI expression may also limit the
activation of TGF-B and preclude the development ol associ-
ated T helper phenotypes like Thl7 or T regulatory cells (34),
although the exact role of TGF-B in these differentiation pro-
cesses is still a matter of debate,

It has been well known that some viruses, such as dengue
and mfluenza viruses, are able o induce DC maturation, which
can efficiently prime T lymphocytes (4, 7). Conversely, other
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viruses, such as cytomegalovirus (CMV), measles, or HIV,
have an immunosuppressive effect ax a consequence of disrup-
tion of the DC functional activity (23). The effect of poxvirus
on DC maturation is a matter of controversy,

Drillien et al. have demonstrated that MVA infection in-
duces the maturation of human DCs, as characterized by the
upregulation of costimulatory molecules and the secretion of
proinflammatory cytokines (18). This result was confirmed by
Liu and colleagues (33). Moreover, it has been shown that
infection of moeiwe DCs with the recombinant camanypos
HIV wvaccine vector induced maturation in an indirect way,
medisted by TNF-oe (40). Of importance, infected DCs were
functional and induced IFN-y production by CDS T cells iso-
lated from HIV-infected individuals (40},

However, it has been reported that YACY-infected mouse
BM-DCs do not undergo increases in maturation status (71).
As a consequence, the VACY-infected DCs are not capable of
activating naive CD8" T cells. The finding that VACY infec-
tion of DCs generates antigen-presenting cells that are inca-
pable of initiating a T cell response is surprising, since a pre-
vious report showed direct antigen presemtation and the
peneration of anti-YVACY CDE™ T cell responses in mice (62).
Another study indicated that MVA was not able to induce
maturation of human monocvie-denved DOs (MoDCs), but
nevertheless, these cells were still able 1o present viral antigen
to specific human cytotoxic T lvimphocytes (CTLs) (30), sug-
gesting that maturation of DCs may happen after interaction
with T lymphocytes, UWV-treated VACY induces stronger co-
stimulatory molecule expression on mouse BM-D{Cs than
VACY itsell, suggesting that active mechanisms inhibit the
mituration process (71). In addition to the production of sup-
pressive cytokines {e.g., IL-10) that are known to block DC
maturation by orf virus (ORFY) (11, 33), the mechanism used
by poxviruses to inhibit DC matration is still poorly ander-
stood. VACY also interferes with the maturation of immature
human DCs. as indicated by the inhibition of the expression of
many proteins known to be induced during the maturation
process (20).

Drespite the low levels of DC maturation observed in our
experiments, examination of the gene profile of infected cells
indicates that nfkh is significantly upregulated; the activation of
MF-kB-dependent pathways leads (o maturation (35, 48, T2).

In addition, the upregulation of {fna and mfr was also con-
firmed by RT-gPCE. In a model using human myeloid DCs, a
culture of unstimulated DCs was found to contain low levels of
IFN-ze that are able to enhance the maturation and activation
of DCs (29).

In our experiments, when mature BM-DCs were infected
with MYXWV, they were as susceptible as immature DCs; this
possibility may overcome the limits described above. The ad-
dition of adjuvam molecules 1o the viral inoculum in order 1o
promote recruitment and mataration of DCs may help o in-
crease the efficacy of MYXV-vectored immunization, as pre-
viously descnibed (12, 35). Further work 15 under way (o eval-
uate this possibility.

Despite low levels of DO maturation, significant changes
were detected in the transeription of proinflammatory cyto-
kines, chemokines, and costimulatory molecoles, which indi-
cates that MYXY can stimulate the major functions of DCs
necessary for the priming of adaptive immune responses. We

J. ViroL.

have demonstrated that MYXY infection induces the upregu-
lation of penes involved in the antiviral response by inducing
the type I IFN signaling pathway and its associated genes,
including oasl, ifftml, mxl, mx2, ifi33, statl, tapl, iwofl, i3,
eif4e, and the interferon-inducible isgl5. These genes lead to
viral degradation and, thus, inhibit viral replication (22, 33).
However, IFN production is probably not the mechanism that
precludes viral replication in ovine DC cultures, althouwgh fsgl§
wis more highly expressed in ovine cells than in rabbit cells.
We have also shown that laie gone eapiession is delcciive in
nonhost species cells. The binding of IFN-o to its receptor
stimulates the intracellular IFN signaling cascade and induces
an antiviral response by inducing genes involved in OASL,
PER. and RIG-I-like receptor signaling (63). Of the various
MAPK pathways, the p38 signaling cascade has the most im-
portant role in the generation of IFN-mediated signals,

Depending on the nature and timing of the maturation stim-
ulus, DCs can preferentially induce different T helper cell
responses (16, 32). Our study indicates that infection with
MYXYV induces the transcription of proinflammatory cyto-
kines, such as tfa, {6, il18, {27, and excl (), which are involved
in the major DC functions, including communication between
innate and adaptive immune cells and the polarization of the
adaptive immune response (o the Thl phenotype. cecllfl, the
most upregulated gene in response o MY XY infection in both
the microarray analysis and RT-qPCR, is a chemotactic factor
for T cells and activated NK cells (13), and its regulation has
been suggested to occur via IRF-3 (28). CXCL10 is expressed
within tissues following viral infection, suggesting an important
role for this chemokine in host defense by contributing 1o
lymphocyte activation, extravasation, and accumulation of vi-
rus-specific T cells at the site of infection {58). In our experi-
ments, few cytokines were upregulated, including #27, il12p4i),
18, and do. TL-27, an immunomodulaory cytokine, can both
promote the early stages of a Thl response by inducing the
proliferation of naive CD4 T cells (50} and limit the Th2
response (1), TL-12pd0 and TL-18 both have an effect on Thl
response by inducing the production of IL-2 and 1FN-y; 1L-
12p40 in ern promotes [L-18 expression (46). IL-6, another
upregulated cvtoking, 5 known to stimulate the humoral re-
sponse by activating B lymphocytes, Altogether, the upregula-
tion of these genes indicates that the response of DO o
MYXV infection is notably oriented toward the Thl pattern of
response, which is further confirmed by the efficient induction
of inflammatory and antibody responses that was reported by
Pignolet et al, (31, 32). Similarly, the other poxviruses, MV A,
NYWVAC, and ALVAC, induce the transcription of proinflam-
matory cytokines, such as imfa, #72, excl10, and i,

During the course of infection, transcriptional profiling of
MY XV-infected BM-DCs showed that the total RNA amount
and BRNA guality decrease upon infection, indicating an active
process of RMNA degradation; this has also been observed in
MVA, NYVAC, and ALVAC infection. For VACY and
ALVAU miections, this resull may be explamed by the activalion
of 3" -alignadenylate synthetase-like messenger ((YASL) that is
responsible for RNA degradation. However, other mecha-
nisms are also present, because this enzyme was found not o
be significantly induced in our study, although RNA break-
down was obscrved. This RNA degradation may be linked to
the apoptosis that was clearly seen following infection.

1sanb Ag | L0Z ‘87 Jegquanop uo jBiowsealydiy wody papeojumoq



VoL, 85, 2011

It was clear from our studies that LC-like DCs die rapidly by
apoptosie upon MYXV infection. Indeed, apoptosis was more
profound in the LC-like DCs than in Mo-like DCs, The devel-
opment of apoptosis was also confirmed by the gene profiling
study, where a group of genes involved in cell death signaling,
including duxy, fas, casps, casps, irfl, inf, 18, and cdd0, were
upregulated. [L-15 is known to upregulate the FasL-mediated
cytotoxicity of murine natural killer cells (67, 68) and to be part
of a complex regulatory circuit involved in the causation of
apupiotic cell death, The eapression of Fas is wpegulated by
IFN- (70}, which is in turn induced by 1L-18. Apoptotic death
has also been observed in other pox-DC interactions studied 1o
date. For ALVAC infection, at an MOI of between 0.2 and 1,
apoptosis was not induced until 24 b postinfection, Under our
conditions, at an MOl of 1, apoptosis was already ongoing only
8 h after infection.

The role of DC apoptosis in the immune response is still
unclear, but antigens presented by apoptotic cells are reported
te increase immunogenicity and are likely to be more effec-
tively processed for cross-priming (17). Indeed, antipens re-
leased from dying cells can be taken up via endocytosis and
puided to alternative pathways of antigen presentation. The
delayed apoptosis observed in our study may be due to the
production of apopiosis inhibitors (64). SERP2 and M1IL are
both lacking in the SG33-GFP genome. The deletion of the
MIIL gene in the recombinant SG33-GFP virus was nol asso-
ciated with cnhanced apoptosis, although its role in the inhi-
bition of apopiosis in MYXV-infected RL-5 rabbit T cells has
previously been described (34). The few DCs that were still
alive 16 h after MYXY infection may be sufficient for T cell
priming. Indeed, DC migration to the lymph node was evident
i h after footpad injection in mouse models (47). In the lymph
node, resident DCs might take up MYXV-infected apopiotic
cells and present epitopes to T cells.

These data indicate that MY XY may be an effective vaccine
vector in nonhost species, such as ovines. Comparison of the
gene profiles induced by other posviruses with that induced by
MYXV indicated that some regulated genes were common,
notably genes belonging o the wpe T IFN and inflammatory
responses. Interestingly, these genes are also present in a list of
genes induced by the live attenuated yellow fever vaccine in
humans, a vaccine which is probahly the most effective vaccine
(YF17D) ever developed (44). This observation suggests that
some genes invelved in the imflammatory and [FN responses
miiy be predictive of protective immune responses and may be
used as a benchmark to evaluate and improve the efficacy of
novel vaccines,

In conclusion, microarray profiling of a poxwvirus-DC inter-
action helps delincate interesting features of a vector candi-
dare and paves the way for additional improvements (o a prom-
ising platform,
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INTERACTIONS MYXV/DC

C. Conclusion

Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser la souche atténué¢e SG33 du MYXYV, pour une
question de sécurité d’emploi. En effet, cette souche doit son atténuation a la perte de 15 kb
dans son génome (285). Cette délétion est située au niveau des RIT avec notamment la
disparition de 3 génes (Serp2, Serp3 et MV-LAP) codant pour des facteurs de pathogénicité
(48), rendant ainsi la pathogénicité résiduelle du virus dans 1’espéce cible trés faible. Cette
sécurité d’emploi, nous 1’avons aussi mise en évidence dans le cadre de la vaccination chez
les ruminants puisque dans un premier temps nous avons montré que le MYXV était capable
d’infecter les DC ovines mais que le cycle de réplication était abortif.

En effet, nous avons montré que I’expression du géne LacZ sous le contrdle d’un promoteur
tardif, survient a une fréquence moindre dans les DC ovines, ce qui pourrait considérablement
compromettre la formation de particules virales, conduisant par conséquent a un cycle de
réplication viral incomplet.

Parmi les DC présentes dans la culture, des DC de type Langerhans sont préférentiellement
infectées et il en est de méme pour les cellules dendritiques issues de la peau. Cela suggeére
I’utilisation de la voie d’inoculation intradermique lors de I’inoculation des vaccins MYXV,
puisque les cellules dendritiques de type Langherans sont les DC majoritairement présentes au
niveau de la peau. Toutefois, la voie intradermique n’est pas une voie d’inoculation classique
et facilement utilisable chez les ruminants, pour des raisons de sécurité et de praticabilité.

Par ailleurs, nous avons montré via la régulation des marqueurs CD80/86 et CD40, que le
MYXYV induit trés peu la maturation des DC. Leur infection par le MYXV est par ailleurs,
possible quel que soit leur état de maturation. L’étude du profil d’expression génique des DC
suite a ’infection par le MYXV a montré une surexpression de plusieurs génes (il18, c¢d40,
illrm, crebl, statl, nfkblb et tnf) impliqués dans la maturation cellulaire. Ce phénoméne

pourrait &tre amplifié suite au contact avec les lymphocytes T. Cela est aussi confirmé par la
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forte répression du gene thsbl, dont la présence est connue pour inhiber la maturation des
cellules et la présentation des antigénes aux LT et par la surexpression d’ifna et ifnb, qui eux,
sont connus pour induire la maturation et ’activation des DC. Cependant il est a noter que
I’effet des poxvirus sur la maturation des DC est sujet & controverse. Certains auteurs ont
montré que I’infection par un poxvirus induisait la maturation des DC (83, 195), permettant
I’activation des LT. A I’inverse, d’autres auteurs ont observé une absence de maturation des
DC suite a une infection par un poxvirus, que les DC aient ou non la capacité de présenter les
antigénes au LT (178, 286, 298, 358). Cela suggere que la maturation pourrait s’effectuer
aprés I’interaction avec les LT. Dans notre cas, malgré la faible maturation des DC observée,
nous avons montré¢ par une étude préliminaire in vitro, que les DC infectées par le SG33
exprimant la protéine VP2 du BTV-8 sont capables de présenter I’antigéne aux LT CD4 et de
promouvoir une réponse immune spécifique de 1’antigéne (Figure 16).

Ces réultats sont confirmés par 1’étude transcriptomique des DC, dans laquelle on a observé
que l’infection par le MYXV induit la transcription de geénes et de cytokines pro-
inflammatoires impliqués dans les fonctions majeures des DC, comme la mise en place d’une
réponse antivirale. Les principales fonctions identifiés concernent la dégradation du virus et
I’inhibition de la réplication virale via I’induction de la voie de signalisation de ’IFN de type
I (oasl, ifitm1, mx1, mx2, ifi35, statl, tapl, irfl, irf3, eifde et isgl5), la communication entre
les cellules de I’'immunité innée et adaptative, et la polarisation de la réponse immune
adaptative vers une réponse de type Thl (tnfa, il6, i112p40, il18, 1127, et cxcl10). Il en est de
méme pour d’autres virus comme le MVA, NYVAC, et ALVAC qui induisent eux aussi la

transcription de cytokines proinflammatoires comme tnfa, il112, cxcl10 et il6.
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Figure 16. Les BM-DC infectées par le SG33 sont capables de présenter les antigénes aux
lymphocytes CD4+ et d’induire leur prolifération. Trois moutons ont été vaccinés avec un
vaccin inactivé BTV-8 (BTV-8 AlSap PUR, Merial Limited SAS, Lyon, France). Les cellules
provenant des ganglions lymphatiques drainant de chaque animal ont été isolées et marquées
au CFSE. Les Lymphocytes T CD4" ont été séparés avec des anticorps anti-CD4-PE (Serotec)
et des IgG anti-souris couplés a des billes magnétiques (Miltenyi Biotec) sur les colonnes MS
selon les recommandations du fabricant. Les BM-DC ont été générées in vitro a partir du
sternum de chaque animal et stimulées pendant quatre heures avec du milieu, de la
concanavaline A (ConA), du virus semi-purifi¢ SG33-GFP ou SG33-VP2 (VP2 étant une
protéine structurale de BTV-8) (MOI del). Puis les LT CD4" marqués au CFSE ont été mis en
contact avec les BM-DC stimulées (ratio 1:10 DC:CD4) et mis en culture pendant 4 jours. La
prolifération a été déterminée en mesurant la dilution du marquage CFSE des LT CD4" par
cytométrie en flux sur au moins 5000 événements. La stimulation des BM-DC avec le virus
SG33-VP2 induit une prolifération des LT CD4 qui est significativement plus élevée que
celle induite par la stimulation avec le SG33-GFP ou juste avec du milieu (ANOVA, p-values
<0.05 est indiqué (*)). Ces résultats mettent en évidence la capacité des BM-DC infectées
avec le recombinant MYXV 4 stimuler une réponse LT CD4".
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Au cours de I’infection par le MYXYV, il a été observé que la quantité et la qualité des ARN
totaux des DC diminuaient, suggérant la mise en place d’un processus de dégradation de
I’ARN. Le méme phénomene a été observé lors d’infection avec le MVA, NYVAC et
ALVAC. Pour le VACV, I’enzyme OASL serait responsable de cette dégradation. Dans notre
étude, cette enzyme n’a pas été détectée suggérant un autre mécanisme de dégradation comme
I’apoptose. En effet, nous avons clairement démontré que les DC, mourraient rapidement par
apoptose durant I’infection par le MY XYV et que cela touchait plus particulierement les DC de
type Langherans. Ces résultats ont été confirmés par 1’étude du profil d’expression génique
des DC notamment avec la surexpression des génes impliqués dans la voie de signalisation de
la mort cellulaire (daxx, fas, casp5, casp8, ifrl, tnf, il18 et cd40).

Le role de I’apoptose dans la réponse immunitaire est encore mal connu, mais la capacité des
DC non infectées a phagocyter et a présenter par cross-présentation a leurs surfaces des
antigénes viraux libérés aprés la mort par apoptose des cellules infectées, a été démontré in
vitro (79). De plus nous avons observé qu’une fraction des DC était encore vivantes 16 heures
apres infection, laissant penser que les cellules infectées pourraient avoir le temps de migrer
jusqu’au nceud lymphatique drainant. Une fois arrivées dans les nceuds lymphatiques, les
cellules infectées pourraient mourir par apoptose, aboutissant a la formation de corps
apoptotiques qui seront a leur tour, pris en charge par les DC résidantes. Ces dernicres
pourraient alors présenter les épitopes du produit du transgéne d’intérét au LT, entrainant
ainsi leur activation et la mise en place de la réponse adaptative.

La comparaison du profil d’expression génique induit par les autres poxvirus avec celui induit
par le MYXYV indique que certains geénes régulés sont communs, comme ceux impliqués dans
la réponse IFN de type I et inflammatoire. Ces geénes sont, de fagon intéressante, présents dans
la liste de génes induits sur les cellules totales du sang, par un vaccin atténué trés efficace

dirigé contre le virus de la fievre jaune (YF17D). Les geénes impliqués dans la réponse
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inflammatoire et la réponse IFN pourraient étre prédictif d’une réponse immune protective et
étre potentiellement utilisés dans des modeles d’évaluation de 1’efficacit¢ de nouveaux

candidats vaccins.
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Il. MYXYV, application a la vaccination contre la fievre catarrhale ovine

Nous avons précédemment montré que le MYXV était sir d’emploi, non réplicatif chez les
ruminants et immunogéne puisqu’il est capable d’induire une réponse humorale efficace
contre une protéine recombinante (252, 264, 265). De plus 1’étude des interactions
MYXV/DC a montré que ce virus est capable d’exprimer un transgeéne, pouvant étre présenté
de facon efficace par les DC au LT, entrainant ainsi la mise en place d’une réponse
immunitaire spécifique du trangéne. Ces données ont été confirmées par 1’analyse
transcriptomique des DC, avec la surexpression de geénes impliqués dans la réponse IFN de
type I mais aussi dans la réponse inflammatoire. Ces résultats suggérent la mise en place
d’une réponse immune adaptative efficace, de phénotype plutét Thl, et qui est similaire a
celles induite par le YF17D, un des vaccins les plus efficaces chez I’homme (331).

Toutes ces données confortent I’idée que le vecteur MY XV pourrait étre un vecteur vaccinal
prometteur chez les ruminants. Dans ce but, nous avons évalué le pouvoir protecteur du
MYXV en tant que vecteur vaccinal dans le cadre de la vaccination contre la bluetongue. Le
choix de cette maladie reposait sur des données scientifiques (Cf infra) mais aussi sur
I’actualité en matiére d’émergence virale. Lorsque notre projet a débuté, 1’Union Européenne
connaissait en effet de graves épizooties de FCO. Le sérotype 8 ¢était apparu en 2006 en
Europe du nord, puis avait envahi les 2/3 du territoire francais en une année. L’impact
¢conomique de la maladie sur les cheptels ovins et bovins était donc trés important et le
moyen de lutte le plus efficace reposait sur la vaccination. Ainsi développer un vaccin alliant
a la fois innocuité et efficacité vis-a-vis de la FCO était un objectif majeur en santé animale.
Deux études ont été réalisées afin d’évaluer 1’efficacité vaccinale de MY XV recombinants,

exprimant les protéines VP2 et/ou VPS5 pour la premiére étude et VP7 pour la seconde.
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POUVOIR PROTECTEUR DU SG33-VP2 ET DU SG33-VP2/5

A. Evaluation du pouvoir protecteur des recombinants SG33
exprimant les proteines structurales VP2 et VP5

1. Introduction

Compte tenu de ’actualité épidémiologique, nous nous sommes intéressés a la vaccination
contre le sérotype 8 du BTV. Le choix des geénes a exprimer s’est porté dans un premier temps
sur les protéines VP2 et VP5. La protéine VP2 porte a la fois des épitopes majeurs
responsables de la réponse neutralisante protectrice et des déterminants immunogeénes majeurs
des CTL et des LT helper. De plus, il a ét¢é montré que la présence de VPS5 semblait
augmenter la réponse en anticorps neutralisants, induite par la protéine VP2 (197, 266, 278).
Nous avons donc construit des MYXV SG33 recombinés exprimant la protéine de la capside
externe VP2 (SG33-VP2) seule ou en association avec la protéine de la capside externe VPS5
(SG33-VP2/5) de sérotype 8 du BTV et nous avons évalué la réponse immune et le pouvoir
protecteur induit par ces recombinants chez des moutons vis-a-vis d’une inoculation

d’épreuve avec un isolat hyper-virulent du BTV-8.

2. Article 11
Myxomavirus as a vector for immunisation of sheep protection study against challenge
with bluetongue virus.
Sokunthea Top®, Gilles Foucrasa’b, Martine Deplanche”, Germain Rivesb, Jérome Calvalidob,

Philippe Pourquier®, Stephane Bertagnoli*®, Gilles Meyer™™"

Accepté pour publication dans Vaccine

118



GMadel
IVAC-12772;  No.of Pagesg

journal homepage: www.elsevier.com/locate/vaccing

Vaccine xux (2072 xxx-xxx

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Vaccine

Myxomavirus as a vector for the immunisation of sheep: Protection study against
challenge with bluetongue virus

Sokunthea Top?, Gilles Foucras™?, Martine Deplanche?, Germain Rives®, Jérome Calvalido®,
Loic Comtet®, Stéphane Bertagnoli™?, Gilles Meyer?2:

A [NRA, UMRI2235, IHAP, F-31076 Toalowse, France

B irndversitd de Tewloise, INF, ENVT, UMR 1225, THAP, F-31076 Toulouse, Franee
© I VET, 167 rue Mehdi Ben Barke - Zone Garaswd, F- 34070 Monipellier, Fronce

ARTICLE INFO

Article history:

Received 28 October 2011
Received in revised form

15 December 2011
Accepted 22 December 2011
Available online xxx

Keywirds;
Myxomavirus
Sheep
Immunisation
Bluetongue

ABSTRACT

Recombinant poxviruses are well suited for the development of new vaccine vectors. Our previous data
supported the idea that Myxomovirus (MYXV) is efficient at priming antibody responses in sheep, To
provide definitive evidence on the potential of MYXV for vaccination against infectious diseases in rumi-
nants, we investigated the immune protection provided by recombinant MYXY against bluetongue, a
devastating disease in sheep. To test this concept, sheep were injected twice with an MYXV express-
ing the immunodominant VP2 protein (SG33-VP2). The 5G33-VP2 vector promoted the production of
neutralising antibedies and partially protected sheep against disease after challenge with a highly viru-
lemt strain of serotype-8 bluetongue virus (BTV-8), In contrast, an MYXV expressing both VP2 and VPS5
proteins (SG33-VP2/5] elicited very little protection. The expression levels of the YP2 and VP5 proteins
suggested that, greaver than the co-expression of the VPS protein which was previously thought to favour
anti-VP2 antibody response, the high expression of VP2 may be critical in the MYXV context to stimu-
late a protective response in sheep. This highlights the requirement for a careful examination of antigen
expression before any conclusion can be drawn on the respective role of the protective antigens. As a

proof of principle, our study shows that an MYXV vaccine vector is possible in ruminants.

1. Introduction

The development of new wvaccines using recombinant
poxviruses has been well documented [1,2] as these viruses
combine both safety and strong immunogenicity |3]. Several
poxvirus vectors are currently under evaluation for wvaccine
development against infectious diseases |4-8|. Vaccinia virus
(VACY) has been the most extensively studied poxvirus vector;
however, concern over broad host-range specihoty and risks to
immuno-compromised persons has led to the search for alterna-
tive poxviruses. In ruminants, both replicative capripoxvirus and
non-replicative modified vaccine Ankara (MVA) or avipoxvirus
vectors have been used with some success for immunisation
against livestock diseases [9,10]. One advantage of these vectors is
that they make it possible to distinguish naturally infected animals
from vaccinated animals (DIVA strategy] in control programmes.

* Corresponding author at: Université de Toulouse, INF, ENVT, UMR1225, [HAP,
F-31076 Toulouse, France. Tel.: +33 561 193 208; fax: «33 561 193 34,

E-mmil address: g.meyer@envyic (G, Meyer),

(264-410X% - see front matter © 2011 Elsevier Lvd, All rights reserved.
doi: 10.1016/j.vaccine 20111 2.108

€ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.

During the last few years, we investigated the potential of
Myxomavirus (MYXV) to be used as a non-replicative vector for
ruminant immunisation. We have previously shown that MYXW
can abortively infect several ruminant cell types, such as peripheral
blood mononuclear cells (PEMCs) [11] and bone marrow-derived
dendritic cells (BoM-DCs) [12], and that it permits recombinant
antigen expression. Gene expression arrays of MYXV-infected
ovine BoM-DCs indicated a strong up-regulation of type | IFN-
related genes and expression ol a set ol genes regulated by IKFY
that were previously shown to be predictive for vaccine efficacy
[12]. In parallel, in vivo studies showed that MYXV is safe in sheep
and that it can induce a humoral immune response against a recom-
binant protein with biological relevance [11,13]. Collectively, these
data support the idea that MYXV should be considered a promising
veCctor amongst poxviruses.

To provide definitive evidence on the potential of MYXV for vac-
cination in ruminants, in this study, we investigated the capacity
of the MYXV SG33 vaccine strain to provide immune protection
against a major infectious disease in sheep. To this end, we used
a challenge with a highly virulent bluetongue serotype 8 (BTV-8)
isolate. Several poxvirus-based recombinant vaccines have previ-
ously been tested in a BTV challenge [ 10,14, 15]. These studies used

bluetongue virus. Vaccine (2012), doi:10.1016/j.vaccine.2011.12.108
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poxviruses that expressed at least the highly variable VP2 protein,
which has been shown to be the basis of the neutralising activ-
ity [16,17], a major CTL immunogen | 18-20], and a determinant of
the lymphocyte T helper response [21 ). Moreover, co-expression of
VP2 and VP5 was suggested to enhance the neutralising antibody
response against BTV |22]. Therefore, we engineered two MYXY
vectors, one that expressed VP2 alone and one that expressed a
combination of the VP2 and VP35 proteins of BTV-8, and evaluated
the immune response and protection provided by these recom-
binant vectors after homologous challenge with a highly virulent
BTV-8 strain.

2. Materials and methods
2.1, Construction of recombinant MYXV expressing BTV profeins

Recombinants were obtained by homologous recombination of
the MO09L and MO12L genes of the SCG33 MYXV strain [23] and
pAT-GPT donor plasmids containing the Ecogpt selection cassette
[13] (supplementary data 1) The recombinant 5G33-VP2, 5G33-
VPS5 and 5G33-VP2(5 contained the synthetic BTV-8 L2 and/or M5
genes under the control of the vaccinia virus early-late HG [24]
and the entomopoxvirus early 42k [25] promoters, respectively
(supplementary data 2). The 5G33-del recombinant contained the
Ecogpt selection cassette without the BTV genes. Recombinant
viruses were selected by resistance to mycophenolic acid [26],
sequentially purified from parental viruses and confirmed for
absence of mutations or abnormalities (supplementary data 3).

2.2, Quantification of transcripts by BT-gPCR

The V2 and VP5S RNA transcripts were quantified by RT-gPCR in
triplicate. After total RNA isolation (Mucleospin RNA I, Macherey-
Magel) and DNasel treatment, reverse transcription was performed
with superseript 11 Reverse Transeriptase. qPCR was performed
on cDMA using primer sets specific for L2, M5, MO71L or GAPDH
housekeeping genes (supplementary data 4) on a 5700 sequence
detection system {Applied biosystems). A standard plasmid curve
was obtained by serial dilutions of plasmid pAT-VPZ, pAT-VPS,
pVP2-MOT1L and pGAPDH.,

2.3. Protein expression

Rabbit kidney cells (RK13, ATCC CCL-37) were infected with
recombinant viruses at an m.od. of 1 [13] and were then fixed
at 24h pi with 4% (wjv) paraformaldehyde in PBS and per-
meabilised with 0.1% {v/v) Triton X-100 in PBS. Staining was
performed using a rabbit polyclonal anti-MYXV hyperimmune
serum [ 1/500), anti-VP2 (1/1000; 10 VET, Montpellier, France)
or anti-WP5 (1/100; Ingenasa, Madrid, Spain] mouse monoclonal
antibodies. FITC-coupled swine anti-rabbit [gG (1/200; Dako) and
rhodamine RX-coupled anti-mowse 1gG(1/200; Jackson Immunore-
search) were used for secondary staining. Muclear staining was
achieved using Topre-3 iodide (Invitrogen). The multistaining
experiments were performed using the sequential mode {confocal
L5M Olympus microscope),

The level of protein expression was measured by flow cytome-
try. RK13 cells were infected, fixed and permeabilised as described
above. Cells were stained for MYXV or VP2 as described above,
except that RPE-coupled goat anti-mouse lgG (1/200, BD Bio-
sciences) was used for secondary staining. Acquisition was
performed on 20,000 events using a FACScalibur cytometer (BD
Biosciences) and the data were analysed with Flow]o software.

24, Design of the experimental challenge

Experimentation was conducted as prescribed by the guidelines
of the UE Council on Animal Care [86/609/CEE) and approved by the
ethical committee of the Veterinary College. Twenty-four healthy
Lacaune male lambs were purchased from a BTV-free farm that did
not practice vaccination against BT, They were housed in biosafety
level 3 units and periodically tested for the absence of BTV infec-
tion by RT-gPCR (Tagvet Lsi, France ). ELISA (ld-screen VP7, ID VET,
France) and seroneutralisation. Three groups of five sheep were
immunised twice, at day 0 (D0} and D24, subcutaneously with
6 = 10% PFU/animal of either 5G33-del, SG33-VP2 or SG313-VP2/5.
The fourth group { Inac-BTVE) of five sheep was used as a gold stan-
dard: sheep were immunised once at D17 with a BTV-8 inactivated
vaccine (BTVpur Alsap 8, lot numbser L25-4569, conserved at 4°C,
Merial SAS, Lyon, France) by subcutaneous injection (20 G needle)
in the neck according to the manufacturer’s recommendations. The
last control group of four sheep was not immunised.

All of the sheep, except for those in the control group,
were challenged at D45 by intravenous (2 mL) and subcutaneous
(10ml) injections of a highly virulent BTV-8 blood inoculum
(8.1 = 10% dsRNA copies/mL of blood). The inoculum was prepared
by 5 passages of BTV-8 WI1E1 (kindly provided by Dr E. Breard,
AMSES-LERPAZ, Maison-Alfort, France) in baby hamster kidney
cells (BHK-21, ATCC-CCL10) and then by two successive ampli-
fications in sheep, as previously described [12.27]. All animals
were euthanised through anaesthesia overdose (5 mg/kg ketamine
followed by 15mg/ke pentobarbital sodium) for ethical reasons
during experimentation or at the end of the experiment (D66].

Clinical examinations were conducted daily, by the same inves-
tigator, beginning three days before challenge (D42 ) and continuing
to the end of the experiment. A clinical score was calculated as pre-
viously described [15], except that clinical signs were expressed for
each day post challenge.

2.5, Viral RNA quantification

EDTA whole blood was collected at D42, D45 of challenge and
every two days post challenge until euthanasia. RNA extraction
from 100 il of blood was carried out using the Mucleospin RNA
virus kit (Macherey-Magel), BTV detection was performed by RT-
gqPCR on the L1 BTV gene using one-step protocol (Tagvet all
genotypes, L51). A standard plasmid curve for quantification was
determined using dilutions of the pETVM plasmid containing the
L1 gene replicon.

2.0, Evailuation of the immune response

Sera were collected at DO, D24, D45 (challenge), D48, D51,
D54, D58 and DGR for the evaluation of the antibody response
against MYXV and BTV, MYXV ELISA was performed as previously
described [15]. Serum neutralising antibodies were titrated in Vero
cells [ATCC CCL-B1) using the BTV-8 W1B1 wirus, as previously
described [27]. The detection of VP7-specific lgG was carried out
using a competitive ELISA {10 Screen™ Bluetongue Competition
ELISA Kit, 1D VET, Montpellier, France). For IgM, 96-well plates
were coated with anti-Igh antibodies. Sera (1/10 dilution) were
then added for 3 b at 37 °C. Alter washing, peroxidase-coupled VP7
protein was added for 1h at room temperature, Twenty minutes
after the additlon of the substrate solutlon (terramethylbenzidine
at 2.4 mg/mL}) {Sigma, France), the reaction was stopped with sul-
phuric acid {1 M), The detection of anti-¥P7 [gM was expressed as
the optical density (0D}, measured at 450 nm.

The T helper response was assessed using a carboxyflu-
orescein succinilidyl ester (CFSE) labelling assay [28]. Briefly,
PBMCs were isolated at DE5, After staining with CFSE (Invitrogen,
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Fig. 1. The MYXV antibody response, Mean titres of antibodies against MYXV in the
5G33-del, SGIZ-VPL, 5GI3-VPL/5 and Inac-BTV-8 groups were determined using
MYXV ELISA. Mone of the sheep in the SG33-VP5 group were tested because VPS
alone was previously shown not to be sufficient for protection against bluetongue
| 16,28]. The results are expressed as arbitrary units,

Cergy-Pontoise, France), cells were seeded into 24-well plates at
a density of 4 = 106 cells/well in the presence of either medium
only ar recombinant virus SG33-del or 5G33-VP2 at an m.od, of
1. After four days, the cells were labelled with PE- anti-CD4-and
ABAT-ant-C0O2 antibodies [Abd Serotec, Diisseldor!, Germany |, and
viability was determined using propidium iodide (BD Biosciences
Pharmingen, Le Pont de Claix, France) at 1 pg/mL. Acquisition was
performed using a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson),
and the data were analysed with Flow]o software.

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using Graphpad software
(La Jolla, OSA)L A two-way ANOVA without repeated measures was
used for comparison of the clinical, virological and seroneutralisa-
tion results. When the effects of the ‘day” and ‘treatment’ factors
were significant amongst interactions, a Bonferroni test amongst
contrasts was used to compare the treatments on each day. A one-
way ANOVA without repeated measures was used for comparison
of the flow cytometry results. When the effect of the “treatment”
factor was significant, a Newman-Keuls test was used to compare
the treatment effects on each time point.

3. Results

3.1, Assessment of the immune response induced by recombinant
MYXV

Recombinant expression of VP2 and VPS proteins was confirmed
by immunofluorescence in RK13 cells. After being injected into
sheep, all recombinant 5G33 MYXY viruses Induced an antbody
response against MYXY (Fig. 1). At D24 (second injection), only
the SG33-VP2/5 group showed a seroconversion against MYXV
(AL =&00), with significant differences (p = 0.05) when compared
to the control group. Twenty-one days after the second injection
{ D45}, the antibody response against MYXY was highly comparable
amongst the MYXV-injected groups [Fig, 1). whereas no antibody

response against MYXV was detected in the control and Inac-ETVE
Eroups,

The BTV-specific antibody response was assessed by seroneu-
tralisation. Just before challenge (D45), neutralising antibodies
against BTV-8 were detected in all sheep in the Inac-BTVE group
and in three out of five sheep in the SG33-VP2 group, with titres
ranging from 68 to 180 EDsy/mL and 40 to 120 EDsp/mL, respec-
tively (Table 1). Surprisingly, no neutralising antibody response was
detected in sheep immunised with SC33-VP2/5 at the same date.

3.2. Protection studies in sheep after BTV-8 challenge

31.2.1. Clinical protection

The BTV-8 challenge was efficient, as all of the sheepin the SG33-
del group became febrile four days post-challenge and developed
moderate to severe disease by D51 to D65, Clinical signs included
fever, prostration, nasal discharge, conjunctivitis, facial oedema
and congestion, haemorrhaging and ulceration of the oral cavity.
For three animals, increasing respiratory distress and rapid loss of
hody weight were observed, Two lambs were euthanised for eth-
ical reasons at D56 and DGO because of prostration and coma. In
contrast, sheep in the Inac-BTV-8 group remained healthy during
the course of the experiment, as did three out of five sheep immu-
nised with 5G33-VP2. The two other 5G33-VP2-immunised sheep
developed only mild congestion of the head for three days and then
recovered rapidly. The clinical findings were much more diverse for
the SG33-VP2/(5 group. One animal did not show any clinical signs,
another developed severe disease and the remaining three showed
moderate symptoms for three to five days post-challenge.

The peaks of the mean clinical score were 11.2 (D535, 6.7 (D53},
2(D51) and 1.3 (D49) for the 5G33-del, 5G33-VP2/5, SG33-VP2
and Inac-BTVE groups, respectively (Fig. 2A). Significant difTer-
ences (p=0.01) were observed between the SG33-del zroup and the
SG3I3-VP2 or Inac-BTVE groups from D51 to DGO and between the
SG33-del and SG33-VP2/5 groups from D53 to D59, No significant
differences were observed between the SC33-VP2 and Inac-BTV-8
BN

The mean rectal temperatures are shown in Fig, 2B, Hyperther-
mia (>40.5°C) was detected in all animals of the 5G33-del group
from D49 to D53. Only moderate hyperthermia {between 40 and
40.5°C) was observed for one to two days in three sheep of the
SG33-VP2 group and two sheep of the Inac-BTVE group. In the
SG33-VPZ/5 group, two sheep developed hyperthermia >40.5C
for 3 days, two others presented hyperthermia between 40°C
and 40.5°C for four days, and one sheep remained under 40°C.
The mean peaks of temperature were 39.4°C (D47), 39.9°C{D51),
40,7 " C{D533 ) and 41.4°C{D533) for the Inac-BTVE, 3G33-VP2, 5G33-
WP2 /(5 and 5G33-del groups, respectively.

1.2.2. Virological prorection

BTV-8 mRNA copics were detected in large quantities, between
4.8 and 7 log;p RNAcopies/mL of blood, from D49 to the end of
the experiment in all sheep of the SG33-del and SC33-VP2(5
mroups (Fig. 3). In contrast, very low numbers of BTV-8 RNA
copies (<1.3 logp RNA copies/mL) were detected in only two sheep
of the Inac-BTVE zroup between D49 and D59, The average
BTV RNA load of the 5G33-VP2 group was between 2.2 and
A4.2 log g of RNA copies/mL lower than in the SG33-del group. Two
SG33-VP2 sheep expressed very low quantities of BTV ENA copies
(=3.9log g coples/mL) at D39, one sheep expressed gquantites
lower than 4.9 log,p copies/mL for six days, and the remaining two
SG33-VP2 animals were positive from D47 to D0, with RNA copy
amounts varying between 4.1 log,g/mL and 7.2 log;p/mL of blood.

Mo significant differences were observed between the 5G33-
del and SG33VP2|5 groups. Significant differences (p<0.01) were
observed between the SG33-del and SG33-VP2 (D51 to D55)

bluetongue virus. Vaccine (2012), doi:10.1016/j.vaccine.2011.12.108
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Fig. 2. Clinical examination, {A] Mean dinical scores of unvaccinated sheep (conirol group) and SG33-del, SC33-VP2, SCIIAPRS or imactivated BTV -8 vaccinated sheep,
after challenge {D45) with BTV-8. Clinical signs were scored for the five groups during 20 days from D45 to DG5. (B) Mean rectal temperature of the five groups during the
coarrse of the challenge (D45 to D65 ], NB: limmunisation of sheep with 563 3-del was praviously shivem to have no effect on clinical signs and viraemia observed after BTV-E

challenge [ Meyer. non published data).

or Inac-BTVE (D45 to DES) groups. The difference between the
SC33-VP2 and Inac-BTVE groups from D47 to D53 was significant
(p<0.05)

3.3. Immune response after challenge

For the five Inac-BTVE sheep and the three SG33-VP2 sheep that
possessed BTV-8 neutralising antibodies just before challenge, a
rise in the antibedy response was observed from D51 (Table 1),
The two other SG33-VP2 sheep developed a neutralising antibody
response starting at D51, three days before the animals of the SG33-
del group. In the 5G33-del and 5G33-VP2/5 groups, neutralising
antibodies were detected at the same time (D34) but the titres were

Table 1

higher in the 5G33-VP2/5 group. Finally, high antibody titres found
at D65 indicated that the BTV-8 challenge induced a high neutral-
ising immune response in all naive sheep and a strong and more
rapid seroconversion in the VP2 or VP2/5-immunised sheep.

The IgM response against VP7 protein was detected at D51 in
the Inac-BTVE group and D53 in the SG33-VP2, SG33-VP2/5 and
SG33-del groups (Fig. 4B). Titres of anti-VP7 1gM of the 5G33-del
group were significantly higher than those of the SG33-VP2 group
between D58 and D65 (p<0.001 ). Before challenge, only the sheep
vaccinated with the inactivated vaccine possessed anti-VP? 1gG
i Fig. 4A). These animals showed a boost of the |gG response at two
days post-challenge. All the other sheep seroconverted after BTV-8
challenge between D49 and D53,

Individual BTV-B-neuiralising antibody titres of sheep after vaccination (day 0} and during the course of the challenge, Titres are expressed as the log,g of the recipracal ol the
highest final dilution serum that provided at least S04 protection in Vera cell monolayers and expressed as the effective dose SO8 (EDsg ) calculated by the Spearman-Kirber

method [31]. The data for individual sheep are presented.

Titres nf RTV-A nentralisimg antihodies

Treatment/sheep Days after primary vaccination

Challenge
1} 24 45 48 5l 54 58 65

5G13-del

518 =10 10 =10 =10 =10 56 760 2140
568 =10 =10 =10 =10 =10 4 632 -
GG =10 =10 =10 =10 =10 - - -
742 =10 =10 =10 =10 =10 a0 270 400
GaG =10 =10 =10 =10 =10 A 1516 1070
SG33-VP2

597 =10 =10 =10 =10 40 TG0 1780 3556
627 <10 =10 =10 =10 136 280 BO4 2418
G27h =10 ~10 100 28 16 SO0 2140 12706
G54 <16 10 120 48 316 2143 1780 3500
769 =10 =10 40 =10 160 2140 1516 3020
SGI3-VP25

427 =10 =10 =10 =10 =10 120 116 2518
457 =10 =10 =10 =10 =10 140 1074 3036
659 =10 =10 =10 =10 =10 106 1516 4276
778 <10 =10 =10 =10 <1l ana RN4N IRIR
728b =10 =10 =10 =10 =10 120 020 TO96
Inac-BTVE

111 <10 =10 100 32 56 320 1520 1262
273 =10 =10 180 6B 386 1780 4274 IR
614 =10 =10 6B 40 2140 5020 B530 6038
G2 =10 =10 GE B0 260 1080 3027 3516
632 <10 <10 100 268 1074 5020 7086 5024
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Fig. 3. Quantification of blood YP1-encoding mRNA by RT-gPCR during the course
af the challenge (D45 of challenge to DES). mRNA copies were measured using a
plasmid external reference, and the resulrs were expressed a3 log,; BMA copies/ml
af hlnod

We also tested the CD4 T cell response twenty days post-

O e challenge (D6%) in the three sheep per group that developed the
=i GSGINYFR . P . - i

& somvme  Dighest neutralising antibody responses. No CD4 proliferation was
= buc BTVE detected in the contral group and in the culture with medium only.

In the presence of SG33-del, CD4 proliferation was observed in the
SG33-del, 5G33-VP2(5, and 5G33-VP2 groups (Fig. 4C). Similarly,
when PEMCs were stimulated in the presence of SG33-VP2, the per-
centage of dividing CD4 T cells was higher in the SG33-VP2 group
(1.7%) than in the 5G33-VP2/5 (0.7%), Inac BTV-8 (0.6%) and SG33-
del {0.5%) groups. These results suggest that priming of the CD4 T
cell response against VP2 antigen was induced by immunisation
with SG33-VP2

3.4, Difference of VP2 expression between 5G33-VIP2 and
SG33-VP3J5

To further explain the differences in protection observed
between SG33-VP2 and 5G33-VP2/5, we investigated the VP2 and
VIS transcription and expression for each recombinant construct,
After 6 or 24 h of infection, the number of VP5 RNA copies was
4-fold higher in 5G33-VP2/5-infected RK13 cells than in 5G33-¥D5-
infected cells (Fig. 5A, p<0.05), The number of YP2 RNA copies
was 4-fold higher with SG33-VP2 than with SC33-VP2/5 (p<0.05).
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Fig. 4. Antl-VPT antibody response during the course of the challenge: [A) Amounts of antibodies specific for VPT were determined using competitive ELISA. The results
are expressed as percentages of competition with an anti-VP7? conjugated monoclonal antibody. (B) Anti-VPT 1gM response: mean titres of lgM antibodies against VIFY in
the five groups were determined using a capture ELISA, The results are expressed as optical densities, (C) Assessment of C04 T cell response after BTV-8 challenge, PRMCs
(3 animals/group) were stained with CFSE and stimulated with S5633-del or SG33-VP2 crude virus preparation for 4 days. The resulting proliferation was determined by CFSE
dilution on CD2 and CD4 double positive cells after acquisition by FACS on at least 5000 events.
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cycles [95°C, 155 and 60°C, 45s), (B} RK13 cells were infected (muol of 1) with 5G33-del, SG33-YP2, SG33-WP5, 5G33-VP2/5. At 24 h pi, cells were stained for intracellular
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24 h pi, cells were fixed, treated with an anti-MYXV rabbit hyper-immune serum (green), with mouse polyclonal anti-VP5S [a red ) or ant-VP2 [b red). followed by Topro for

DA staiming (blue], and analysed by confocal microscopy with a 60= ohjective

When the results were normalised to the number of SG33 MO71L
transcripts inm cach condition, the number of VP2 RMNA copics was
2.5-fold higher for 5G33-VP2 than for 5G33-VP2/5, whereas the
number of ¥P5 RNA copies was similar between the two vectors
{data nnt showwn]

At the protein level, a similar amount of VP5 protein (Fig. 50-3
and D-11) was detected at 24 h pi between the two recombinants,
and the protein was essentially localised in the nucleus. Cells pos-
itive for SG33 were all positive for VP5, regardless of whether the
SG33-VP5 or SG33-VP2/5 vector was used. In contrast, the VP2 pro-
tein was shown to be mainly located in the cytoplasm, and its
expression seemed to be lower when expressed by SG33-VP2/5
than by 5G33-VP2 (Fig. 5C-7 and C-11). Indeed, part of the cells
positive for 5G33 staining were found to be negative for VP2 upon
SG33-VP2/5 infection, which was not the case for the 5G33-VP2
infection. VP2 expression was then assessed by Mow cytometry
under the same conditions (Fig. 5B). The percentage of VIP2-
positive cells was significantly higher for SG33-VP2 (80%) than for
SGII-VP2/5 (50%) (p<0.05). Furthermore, in the VP2-positive cell
population, the mean fluorescence intensity was 2.6-fold higher
for SG33-VP2 (MFl=66) than for SG33-VP2/5 (MFl =25.5) (p < 0.05).

Taken together, these data suggest thar a 4- to 6-fold increase in VP2
cxpression was achicved by 5G33-VP2,

4. Discussion

In this study, we confirmed that MYXV is able to stimulate a
protective immune response against a major disease in sheep. In
addition, MYXV was shown to be compatible with a DIVA strategy,
as VPT antibody responses were detected only after challenge in
SG33-immunised sheep. Using a highly virulent BTV-8 challenge,
we showed that MYXV-5G33 expressing the major neutralising VP2
antigen induced significant clinical protection, albeit less than that
provided by the inactivated vaccine, Indeed, only partial virological
protection was observed in the SG33-VP2 group after challenge. The
correlation berween the minimal levels of RNA coples assoclared
with the minimal number of infectious viral particles capable of
being transmitted has not been determined to date. Hamers et al.
reported that BTV could not be isolated in cell culture when the
quantity of BTV RMNA was less than 3.14 log10copies [29]. Using
this threshold, it is clear that the blood of the two 5G33-VP2 sheep
that showed minor clinical signs was infectious for biting insects,
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Therefore, the present protocol of immunisation with SG33-VP2
would not completely block BTV-8 transmission and virus spread
in the environment,

Fully protected sheep in the Inac-BTV-8 {r=5) and SG33-VP2
groups (n=3) all possessed neutralising antibodies ar D45 of chal-
lenge, sugoesting that the presence of neutralising antibodies is
likely to protect against a challenge with the same serotype. The fact
that, after BTV-8 challenge, the two other SG33-VP2 sheep devel-
oped neutralising antibodies three days earlier than the control
animals suggests that 5G33-VP2 already primed the neutralising
antibody response and offered the partial clinical protection that
was observed. We also showed that immunisation with 5G33-
VP2 was able to induce an immune T helper (Th) cell response
against both the vector and the recombinant antigen, However, the
role of the Th response in protection against bluetongue disease
is controversial and needs to be more clearly defined; Inac-BTV-8
sheep were fully protected despite the absence of a detectable Th
response.

Twao other recombinant poxviruses were assessed for protection
against bluetongue disease, A canarypoxvirus expressing both ViF2
and VP53 conferred full protection against a BTW-17 challenge after
two injections [10], whilst a mixture of capripoxviruses express-
ing VP2, VP7, N51 and M53 proteins conferred limited protection
against a BTV-2 challenge after a single immunisation [15]. SG33-
VP2 seems to provide intermediate protection between these two
candidates. However, a comparison is not straightforward because
of major differences in the immunisation protocols, including the
tvpe of BTV antigens used, the poxvirus constructs and the BTV
challenge, amongst these studies. In addition, vaccination with an
inactivated vaccine was not included as a positive control. Cur
immunisation protocol was most similar to that of Boone et al. [10]
in that a non-replicative vectar and the VP2 or VP5 genes under the
control of the very same promaoters were used, Boone et al, obtained
full protection with the canarypoxvirus system, but the absence of
a precise description of the clinical signs in the control group ren-
dered the comparison of the protection very difficult. In our study,
twin ot af five sheenin the control gronp died from blustongne dis-
ease, which was not the case in the five highly susceptible Polled
Dorset control sheep in the canarypoxvirus study [ 10]. On the other
hand. Boone et al. [ 10] showed full viral protection in immunised
animals, which was not the case in this study.

In regards to the two VP2 and VP25 constructs, the very lim-
ited protection observed after immunisation with SG33-VP2/5 was
unexpected. We therefore examined the level of protein expression
in more detail and observed a 4- to 6-fold lower level of VP2 pro-
duction by 5G33-VP2(5 in RE13 cells. It is unknown whether this
difference in YP2 expression is sufficient to explain the differences
in protection against BTV-8. However, it has been shown that a two-
fold difference in the amount of VP2 [ produced with a baculovirus)
influenced the development of the immune respense upan immu-
nisation and protection against BTV challenge [22]. We hypothesise
that for the 5G33-VP2 immunisation, the level of VP2 expression
was very close to the expression level necessary to induce pro-
tection, whereas the expression of VP2 by 5G33-VP2/5 was lower
and not sufficient to prime a protective response. Mew experiments
using different doses of the VP2 antigen will be necessary to test
this hypothesis,

The reason for the lower VP2 production in SG33-YP2/5 could
not precisely be determined. Similar levels of infection were
observed In RK13 cells berween the two recombinant viruses (data
not shown ). In sheep, both vectors had achieved levels of expres-
sion that primed a similar anti-MYXV antibody response at the day
of challenge. The differential L2 mRNA transcription between 5G33-
VP2 and 5G33-VP2/5was 2.5, which was lower than the differential
4-G-range of VP2 expression. This suggests that factors other than
transcription may have influenced the VP2 expression level, The

two BTV L2 and M5 genes were cloned in the reverse complemen-
tary arientation in the SG33-VP2(5 construct. Therefore, abnormal
transcriptional elongation cannot be excluded, which would
indicate a possible interaction between the L5 and L2 mRENAs and
an impaired translation of the VP2 protein.

We could not determine from our study whether VPS influences
[ positively or negatively) the immunogenicity of VP2 because the
level of VP2 production was different between the two vectors,
On the other hand, VP53 co-expression was unable to compensate
for the lower VP2 expression in protecting sheep from BTV chal-
lenge. A canarypoxvirus expressing VP2 and VP5 was shown to
protect sheep against homologous challenge, but no comparative
VP2 group was present in the study [10]. Lobato et al. [ 14] showed
that three immunisations with a VACY encoding VP2 alone indoced
significant newtralising titres and protected all sheep against a
BTV-1 challenge, whilst immunisation with VACY encoding VP2
plus VPS5 protected only four out of six sheep. Unfortunately, there
was no explanation of the differences, and the levels of BTV pro-
tein expression were not assessed in this study [14] or in other
studies using poxviruses as vaccine vectors [10,15,30]. In the bac-
ulowvirus expression, the presence of VP5S in combination with VP2
was shown to enhance the neutralising antibody response during
protection in vaccinated sheep [22]. The differences between the
two expression systems may be explained by the total or respec-
tive amounts of VP2 and VP5, the two protein conformations or
localisation and further presentation to the immune system. In
our study, the two proteins did not colocalise in RK13 cells. The
presence of VIS in the nucleus was surprising, considering the cyto-
plasmic cycle of MYXV and the absence of detectable WVPS in the
nucleus after BTV infection { data not shown ). Interaction of the VIS
protein with a MYXV andfor a cellular protein may induce translo-
cation to the nucleus. Unfortunately, no data are available regarding
VIS cellular localisation when expressed by other poxviruses
[10,14].

Taken together, our results suggest that careful examination of
recombinant gene expression mediated by viral vectors must be
comnducted prior fo discnssing the role of each antigen in protectinn
against a disease. Many parameters may influence the efficacy of a
poxvirus vector in vivo, At least a minimal amount of VP2 seems to
be required in the poxvirus system to stimulate a strong and protec-
tive immune response, Finally, we provided in vivo evidence on the
suitability of MYXV as a recombinant vector for sheep vaccination.
However, further experiments are necessary to improve the effi-
cacy of MYXV vectorisation in sheep, and these experiments will
be important for designing immunisation studies against highly
virulent diseases such as bluetongue.
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3. Conclusion

Dans cette étude, nous avons confirmé in vivo le concept d’utilisation du MYXV comme
vecteur vaccinal chez les ruminants. L’immunisation de moutons, par deux injections
successives du recombinant SG33-VP2, a permis d’induire la production d’anticorps
neutralisants et de protéger cliniquement les moutons contre une inoculation d’épreuve a
BTV-8. Ces données sont validées par la sévérité des signes cliniques et la mortalité,
observées chez les animaux contréles non vaccinés. Par ailleurs I'utilisation de ce vecteur est
compatible avec une stratégic DIVA, puisque tous les moutons immunisés avec les
recombinants SG33 ont produit une réponse anticorps anti-VP7 uniquement apres
I’inoculation du BTV-8.

Toutefois des études supplémentaires apparaissent nécessaires pour augmenter I’efficacité du
candidat SG33-VP2. En effet la protection induite s’est révélée plus faible que celle produite
par le vaccin inactivé Alsap-8. La différence de protection clinique n’est pas significative. Par
contre il est clair que la protection virologique apportée par le SG33-VP2, contrairement a
celle du vaccin inactivé, n’est que partielle. Les résultats de RT-qPCR chez au moins 2
moutons vaccinés SG33-VP2, suggerent trés fortement que ces animaux étaient infectieux
aprés inoculation d’épreuve. Le candidat SG33-VP2, dans la formulation utilisée, n’empéche
donc pas la transmission du BTV-8.

D’autres poxvirus ont été testés chez les petits ruminants pour leur capacité a protéger contre
la FCO. Un Canaripoxvirus exprimant a la fois les protéines VP2 et VPS5, a permis une
protection clinique et virologique homologue contre le BTV-17 aprés 2 injections (Boone,
2007) alors qu’un mélange de Capripoxvirus recombinants, exprimant respectivement les
protéines VP2, VP7, NS1 et NS3, n’a induit, aprés une seule immunisation, qu’une protection

limitée contre une inoculation homologue a BTV-2 (262). La protection induite par le SG33-

127



POUVOIR PROTECTEUR DU SG33-VP2 ET DU SG33-VP2/5

VP2 semble intermédiaire comparée aux recombinants Canaripoxvirus et Capripoxvirus.
Cependant, il est difficile de faire des comparaisons précises car les expériences différaient les
unes des autres par le protocole d’immunisation, la nature des antigénes du BTV, Ia
construction des poxvirus ainsi que le modéle d’inoculation d’épreuve du BTV. Plus
particuliérement il n’est possible de comparer une efficacité clinique, que si les animaux des
groupes controles de chaque étude présentent des degrés de sévérité similaires de la maladie,
ce qui n’est pas le cas avec le canaripoxvirus. De plus, les deux expériences décrites ci-dessus
n’utilisaient pas de vaccins inactivés comme étalon de référence. Dans une des deux études au
moins, ce vaccin n’était pas disponible.

La protection contre le BTV est en partie corrélée a la présence d’anticorps neutralisants la
protéine VP2 au jour de I’inoculation d’épreuve, comme le suggere notre étude. Ce résultat
confirme ceux déja obtenus avec des vaccins inactivés (251) et souligne I’importance de la
réponse humorale dans la protection vaccinale. Toutefois il a été décrit la possibilité d’une
protection totale chez des moutons, en I’absence d’anticorps neutralisants détectables (293).
Dans notre étude, les deux moutons immunisés avec du SG33-VP2 ne possédant pas
d’anticorps neutralisants au jour de l’inoculation, ont développé une réponse anticorps
neutralisante trois jours plus tot que les moutons contrdles, suggérant la mise en place d’une
réponse immunitaire mémoire. Nous avons aussi montré que I’immunisation des moutons
avec le recombinant SG33-VP2 était capable d’induire une réponse cellulaire T helper a la
fois contre le vecteur mais aussi contre I’antigéne recombinant. Dans notre premicre ¢étude,
I’infection des DCs par le MYXV est associée a la transcription de cytokines pro-
inflammatoires impliquées dans la communication entre cellules de la réponse innée et de la
réponse adaptative et dans la polarisation Thl de la réponse immune adaptative. La réponse
cellulaire CD4 pourrait ainsi permettre le développement d’une réponse cytotoxique contre

VP2, similaire a celle décrite lors d’infection naturelle (162). Toutefois, ces résultats restent
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préliminaires et 1’importance de la réponse cellulaire dans la protection contre le BTV est
quasi inconnue dans le cadre de 1’utilisation de vecteurs poxviraux. Dans notre étude, le role
de la réponse T helper dans I’induction de la protection contre la maladie reste discutable
puisque les moutons vaccinés avec le vaccin Alsap-8, n’ont pas développé de réponse
cellulaire T helper tout en étant parfaitement protégés contre la maladie.

Contrairement a ce qui était attendu, il n’a pas été observé de protection des moutons avec le
vecteur SG33-VP2/5. Les raisons ne sont pas clairement établies mais, au vu des résultats, il
est probable que le niveau d’expression de VP2 joue un réle. Nous avons en effet montré in
vitro que le recombinant SG33-VP2/5 exprimait 4 a 6 fois moins de VP2 que le SG33-VP2.
Roy et al, en 1990, ont montré que trois injections successives de 50ug de VP2 produite en
baculovirus, étaient insuffisantes pour induire une protection compléte contre la FCO, alors
que deux injections successives de 100pg de la méme protéine VP2, conférait une protection
complete (282). Cela suggere qu’une différence d’un facteur deux de la quantité de la protéine
VP2 peut influencer I’efficacité de la réponse immune protectrice. Par ailleurs dans d’autres
systemes poxvirus, il a été montré chez la souris que le niveau d’épitopes exprimés a la
surface des cellules pouvait influencer la taille de la population de LT in vivo, mais aussi
I’induction a la fois des réponses humorale et cellulaire spécifiques. Nous pouvons ainsi
formuler 1’hypothése que le niveau d’expression de VP2 produite par SG33-VP2 est a la
limite du niveau minimal nécessaire a 1’induction d’une réponse protectrice (expliquant la
protection non totale) et que le niveau de VP2 produit par SG33-VP2/5 n’est, par conséquent,
pas suffisant pour induire une réponse immune protectrice. De nouvelles expériences avec des
doses différentes d’antigéne VP2 sont nécessaires pour vérifier cette hypothése.

Dans un contexte poxvirus, il semble que le niveau minimal de production de VP2 soit un
critere d’efficacité plus important que la présence ou non de la protéine VP5. Dans notre

¢tude, nous ne pouvons conclure si VPS5 agit positivement ou négativement sur
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I’immunogénicité de la protéine VP2, puisque le niveau d’expression de VP2 est déja
différent entre les deux vecteurs. Ce que nous pouvons en déduire, c’est que la présence de
VPS5 n’a pas été capable de compenser le faible niveau d’expression de VP2. Le réle de VPS5
dans I’immunogénicité de la protéine VP2 n’a été que trés peu étudié et les données
disponibles sont différentes si les protéines sont exprimées en systéme baculovirus ou
poxvirus (30, 197, 262, 278). Cette différence peut s’expliquer en partie par la différence de
niveau d’expression de VP2 et VP35, du ratio ente VP2 et VP5 dans chaque systéme, de la
possibilit¢ de la formation d’un complexe conformationnel entre VP2 et VPS5, de Ia
localisation des protéines et de leur présentation au systéme immunitaire. Dans notre étude,
les protéines VP2 et VPS5, ne colocalisent pas dans les cellules RK13, puisque la protéine VP5
est principalement localisée dans le noyau alors que la protéine VP2 est exclusivement
cytoplasmique. De plus, aprés infection de cellules BHK21 par du BTV-8, VPS5 est localisée
dans le cytoplasme (données non montrées). Aucun signal de localisation nucléaire n’a été
trouvé sur la séquence de VP5. Il est possible que la protéine VPS5 puisse s’associer a une
protéine du MYXYV et/ou cellulaire pour la translocation dans le noyau.

En conclusion les résultats présentés dans cette partie suggerent que de multiples parametres
peuvent influencer ’efficacité d’un vecteur poxvirus, in vivo. Par conséquent il apparait
primordial de définir précisément les modalités de production des antigénes par les vecteurs
recombinants avant de conclure a la supériorité d’un systeme sur un autre. En effet, une
quantit¢ minimale d’antigéne VP2 semble étre requise pour stimuler une réponse immune
suffisamment forte pour induire une protection.

Enfin, les résultats obtenus avec le SG33-VP2 soulignent I'intérét de ce vecteur pour la
vaccination des ruminants. Des expériences supplémentaires apparaissent cependant

nécessaires pour améliorer ’efficacité de la vectorisation du MYXV chez les moutons dans le
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cadre de la vaccination contre la bluetongue, comme déterminer la dose minimale de VP2

pour induire une protection compléte contre une épreuve virulente.
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B. Evaluation du pouvoir protecteur du recombinant SG33 exprimant

la protéine structurale VP7

1. Introduction

Nous avons précédemment montré que I’immunisation par un recombinant MY XV exprimant
la protéine sérotype spécifique VP2, était capable d’induire une réponse immune a la fois
humorale et cellulaire pouvant conférer une protection partielle mais significative contre une
épreuve homologue hyper-virulente de BTV-8. Cela confirme la pertinence de 1’utilisation du
MYXYV en tant que vecteur vaccinal chez les ovins. Dans cette continuité nous avons évalué
la capacit¢ d’un recombinant SG33 exprimant la protéine structurale VP7 a induire une
réponse immune cellulaire, permettant une protection hétérologue.

La protéine VP7 étant relativement conservée entre les sérotypes du BTV, elle porte la
spécificité de groupe. Par ailleurs VP7 est impliquée dans la réponse LTh contre le virus BTV
(158). Sur la base de ces connaissances, il a ét¢ proposé que VP7 puisse participer a
I’induction d’une réponse protectrice contre plusieurs sérotypes du BTV.

A ce jour, deux études ont permis de démontrer le role de la protéine VP7 dans la protection
contre une épreuve virulente, I’une utilisant un systéme d’expression baculovirus et I’autre
poxvirus. Pearson et Roy, en 1993 ont montré que les moutons immunisés avec des CLP
contenant uniquement les protéines VP7 et VP3 du BTV-10 étaient partiellement protégés
contre une inoculation d’épreuve homologue (BTV-10), mais aussi contre plusieurs
inoculations d’épreuve hétérologue (BTV-2, -4, -11, -20 et -23), sans présence d’anticorps
neutralisants. De plus des souris immunisées avec ces mémes CLP, développent des CTL
capables de lyser les cellules infectées par un recombinant exprimant les protéines VP7 et
VP3 (260). Une autre ¢tude a permis de démontrer qu’une immunisation avec un vaccin

recombinant capripoxvirus exprimant la protéine VP7 du BTV-1, pouvait induire une
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protection partielle contre a la fois une inoculation d’épreuve homologue (BTV-1) et
hétérologue (BTV-3), en I’absence totale d’anticorps neutralisants, suggérant 1’implication
d’une réponse cellulaire dans la protection contre la maladie (346). Dans cette étude, les
animaux témoins et vaccinés ont développés des signes cliniques lors de I’infection avec le
BT-3, mais seuls les animaux vaccinés a I’aide du recombinant Capripoxvirus exprimant la
protéine VP7 ont survécu.

Pour confirmer et affiner ces études, nous avons utilisé un vecteur SG33 exprimant la VP7
(SG33-VP7) du BTV-2. Par ailleurs, dans le but d’augmenter I’immunogénicité¢ du vecteur
SG33-VP7, I'utilisation de molécules immunomodulatrices comme le GM-CSF et I'IFNa, en
tant qu’adjuvant a été envisagée. Les propriétés du GM-CSF en tant qu’adjuvant reposent
notamment sur sa capacité a stimuler localement la prolifération et la maturation des CPA,
comme les cellules de Langherans et les cellules dendritiques présentes au niveau du site
d’injection, a activer les macrophages et a augmenter I’expression des antigénes du CMH 11
(64, 359). De plus, I’injection de GM-CSF augmenterait le nombre de DC activées au niveau
des nceuds lymphatiques, ce qui permettrait d’amplifier la réponse immune a médiation
cellulaire et humorale (267). Quand aux IFN de type I, parmi lesquels les IFNa, ils activent
les cellules dendritiques et délivrent des signaux qui permettent I’activation des LT. Ils
amplifient a la fois la réponse cytotoxique et la réponse humorale et constituent des adjuvants

potentiellement trés efficaces contre les infections virales (55, 333).
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2. Matériels et méthodes

2.1.Cellules et virus

Les cellules rénales de lapin 13 (RK13, ATCC CCL-37) et les cellules Vero (ATCC CCL-81)
sont maintenues dans du milieu DMEM additionné de pénicilline a 100UI/ml final et
streptomycine a 100pg/ml, supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (SVF).

Les PBMC sont maintenues dans du milieu RPMI 1640 Glutamax, 25mM Hepes (Glbco-
BRL) supplémenté avec 10% de SVF, 1% de pyruvate de sodium (Gibco-BRL), 1% d’acides
aminés non essentiels, 1% de PB-mercapto-ethanol, de pénicilline a 100UI/ml final et
streptomycine a 100ug/ml.

Le virus recombinant SG33-VP7 était déja disponible (263). Brievement, le plasmide de
transfert pVP7 a été obtenu par insertion du geéne codant pour la protéine VP7 du BTV-2 sous
la dépendance d’un promoteur précoce-tardif p7.5 dans le plasmide pAT-GPT, qui lui-méme
contenait les séquences homologues du MYXV, MOO9L et MO12L ainsi que la cassette de
sélection E co-GPT. Le SG33-VP7 a été obtenu par recombinaison homologue aprées infection
des cellules RK 13 par la souche SG33 du MYXYV et apres transfection avec le plasmide pVP7
(Figure 17). Les virus SG33 recombinés sont propagés sur cellules RK13 en milieu DMEM
(Dubelcco's Minimal Eagle Medium, Gibco ®) additionné de pénicilline a 100 UIl/ml final et
streptomycine a 100 pg/ml, supplémenté avec 2% de SVF. La sélection des virus recombinés
gpt+ a été réalisée dans le milieu de sélection MX-HAT constitué de DMEM 5 % SVF
supplémenté en acide Mycophénolique 25 pg/mL (Sigma), en Xanthine 250 pg/mL (Sigma),
en Hypoxanthine 15 pg/mL, en Aminoptérine 0,176 pg/mL et en Thymidine 4 pg/mL.
L’expression de VP7 a été au préalable validée dans les cellules RK13 infectées par le SG33-

GFP.
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Figure 17. Construction du virus recombiné¢ SG33-VP7
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2.2. Protocole expérimental (Figure 18)

Les moutons obtenus sont issus de croisements de brebis de race Lacaune et de béliers basco-
bernais. Ils étaient indemnes de FCO, comme 1’ont confirmé les résultats négatifs obtenus par
RT-PCRq (taqvet, Lsi, France), par ELISA (Id-Vet VP7, France) et par test de
séroneutralisation. IIs ont été divisés en quatre groupes de quatre moutons. Les moutons du
groupe 1 n’ont pas ét¢ immunisés. Dans les groupes 2, 3 et 4, les moutons ont ét¢ immunisés

trois fois par voie intradermique a JO, J24 et J90 avec du SG33-GFP purifi¢ seul
(2.10’'UFP/mouton, groupe 2), ou en présence de GM-CSF (5pg/moutons, groupe 3) ou
d’IFNa (2pg/moutons, groupe 4), (Figure 18). Par la suite 9 moutons immunisés ont été
sélectionnés, sur base des résultats obtenus : les quatre meilleurs répondeurs parmi lesquels
deux moutons immunisés avec le SG33-VP7 non adjuvé, un mouton immunisé avec SG33-
VP7 adjuvé avec du GM-CSF et un mouton immunis¢ avec SG33-VP7 adjuvé avec I'IFNa, et
cinqg moutons contrdles, non immunisés. Ces neuf moutons ont été éprouvés avec la souche
BTV-8 (W1B2, Allemagne, 2007), dix mois aprés la premieére immunisation a J310.
L’inoculation d’épreuve a été réalisée par injection sous-cutanée de 10ml de sang infectieux
(charge virale = 2,7 x 10° dsRNA copies/mL) et par trois injections intradermiques de 1 mL
(1mL/injection), d’un surnageant de culture BHK infectées par la méme souche virale (titre de
5.10°UFP/ml). Le sang infectieux a été prélevé sur un mouton au pic de la virémie, infecté 6
jours auparavant avec la souche W1B2 du BTV-8. Suite a I’inoculation d’épreuve, un suivi
clinique a été réalisé¢ par le méme opérateur, tous les jours pendant 17 jours. L’examen
clinique comprenait une mesure de la température rectale et la notation de signes cliniques
selon un systéme de score indiqué dans I’étude précédente. Vingt-deux jours apres
I’inoculation d’épreuve, les animaux ont été euthanasiés sous anesthésie générale par injection

de 5 mg/kg de kétamine et de 15 mg/kg de pentobarbital sodique, puis autopsiés.
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Figure 18. Protocole expérimental
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2.3. Evaluation de la réponse immunitaire

2.3.1. Reponse cellulaire

Apres isolement, les PBMCs sont marquées au CFSE (Molecular Probes), et analysées selon
le protocole décrit lors de la deuxiéme étude. Elles sont stimulées en présence de milieu, soit
de Concanavaline A (ConA, activateur non spécifique des LT, 1pg/ml final), de SG33-VP7
purifi¢ (MOI=1) ou de la protéine VP7 purifié¢e (1png/mL final). L’acquisition est réalisée avec

un FACScalibur (Becton Dickinson). L analyse est réalisée avec le logiciel Flowjo.

2.3.2. Réponse humorale

Le sang des moutons a été prélevé dans des tubes secs a JO, J24, 154, J90 et J154. La réponse
sérologique contre le MYXV et la protéine VP7 est évaluée en utilisant un ELISA indirect.
Brievement, les plaques ELISA sont coatées avec 1ug de virus purifié SG33-VP7 ou de
protéines VP7 pendant toute une nuit a 4°C. Les plaques sont ensuite lavées trois fois en PBS-
Tween-BSA et mises en présence des sérums a tester a différentes concentrations. La liaison
des anticorps anti-MY XV ou anti-VP7 est visualisée par I’incubation de sérum de cheval anti-
IgG de mouton conjuguée a la HRP (horse Raddish peroxydase) (Serotec). Trente cing
minutes apres I’ajout de substrat (2,4mg/mL de tétramethylbenzidine) (Sigma), la réaction est
stoppée avec de 1’acide sulfurique (1N). La densité optique de chaque échantillon est mesurée
a une longueur d’onde A4sonm.

La détection des anticorps anti-VP7 apres inoculation d’épreuve a aussi €té effectuée a I’aide
d’un ELISA par compétition de liaison (ID Screen Bluetongue Competition, ID-VET,
Montpellier, France).

La séroneutralisation du vecteur vaccinal SG33, est réalisée en effectuant des dilutions en

série de sérums, d’un facteur 4, du 1/6 jusqu’au 1/32, puis mettant les sérums en contact avec
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150 UFP de virus SG33 par puits. Apres une heure d’incubation a 37°C, le mélange SG33-
sérums dilués est ajouté aux cellules RK13, les plaques sont incubées pendant 2 heures a
37°C sous 5% de CO,, le milieu est changé et les plaques sont incubées pendant 48h a 37°C
sous 5% de CO,. Les résultats obtenus sont exprimés en titre viral de la derniére dilution sans
effet cytopathique. Les sérums avec des titres supérieurs a 10 sont considérés comme positifs.
La séroneutralisation du BTV est réalisée en effectuant des dilutions de sérums de 2 en 2, du
Y% jusqu’au 1/5664°. Les dilutions sont mises en présence de 100-200 TCID50 de BTV-8
WI1B2 dans des plaques 96 puits. Aprés 2 heures d’incubation a 37°C, le mélange FCO et
sérum est ajouté aux cellules Vero, le milieu est changé et les plaques sont incubées a 37°C,
sous 5% de CO,, pendant 5 a 6 jours. Les résultats obtenus correspondent a I’inverse de la
dilution la plus haute qui permet la protection de 50 % des cellules Vero. Ils sont exprimés en

DEj5 (dose efficace 50%), calculés selon la méthode de Spearman-Kirber (329).

2.4. Quantification de I’ARN viral

La virémie a été mesurée quotidiennement pendant 8 jours aprés 1’inoculation d’épreuve, sur
I’ensemble des moutons. Le sang des moutons est prélevé dans des tubes EDTA. L’extraction
d’ARN de 100ul de sang est effectuée a 1’aide du kit d’extraction nucleospin RNA virus
(Machery-Nagel). La détection du BTV est réalisée par RT-qPCR sur le gene L1 du BTV
avec le kit Taqvet all genotypes (LSI, Lissieu, France). Pour la quantification, une courbe
¢talon du plasmide est obtenue par dilutions du plasmide pBTVM contenant le réplicon L1

(aimablement fourni par le Dr Sellal, LSI).
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3. Résultats

3.1. Réponse immune induite par le recombinant SG33-VP7

3.1.1. Réponse cellulaire

Pour évaluer la capacité du vecteur SGG33-VP7 a induire une réponse immune cellulaire chez
les ovins aprés immunisation, nous avons testé la réponse cellulaire LT CD4" dirigée contre le
virus recombiné et contre la protéine VP7 sur les PBMC de tous les animaux a J90, a I’aide du
test de prolifération des lymphocytes marqués au CFSE.

Les résultats de la lymphoprolifération indiquent que, par rapport aux cellules non stimulées
(milieu), la stimulation des lymphocytes en présence de la conA, active bien les LT CD4",
suggérant que les LT CD4" de tous les animaux sont activables (Figure 19). Lorsque I’on
compare les groupes de moutons immunisés avec le SG33-VP7, en présence ou non
d’adjuvant, avec le groupe de moutons non immunisés, aucune différence significative n’a été
observée (Mann-Whitney). Cependant il est a noter une grande hétérogénéité des réponses
cellulaires LT CD4" individuelles des animaux au sein d’un méme groupe. Ainsi, il semblerait
que stimulés en présence de SG33-VP7, I’activation des lymphocytes soit plus grande chez
les animaux immunisés avec le SG33-VP7 adjuvé avec du GM-CSF, suggérant que I’adjuvant
GM-CSF augmenterait I’'immunogénicit¢ du vecteur recombinant. Par ailleurs nous avons
également étudié la stimulation des LT CD4" avec une protéine recombinante VP7 seule mais
a ce stade, il nous a été impossible de détecter une réponse LT CD4" vis-a-vis de la protéine

recombinante du fait de sa trop grande cytotoxicité (données non montrées).
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Figure 19. Activation des LT CD4 (J90) de I’ensemble des moutons.
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3.1.2. Réponse humorale

La réponse humorale contre SG33-VP7 (Figure 20) ou la protéine VP7 (Figure 21) a été
obtenue a partir de sérums prélevés aprés immunisation a JO, J24, J54 et J154. Les moutons
immunisés avec le vecteur SG33-VP7 non adjuvé, ne développent une réponse anticorps anti-
SG33-VP7 qu’a partir de J54. Les titres d’anticorps anti-SG33-VP7 semblent étre 1égérement
plus €levés a J154 comparés a ceux du J54.

Les moutons immunisés avec SG33-VP7 en présence de GM-CSF, développe une réponse
anticorps contre le SG33-VP7, cette production est moindre chez les moutons immunisés avec
du SG33-VP7 adjuvé avec de I'IFNa. Une réponse anticorps dirigée contre la protéine VP7 a
aussi pu €tre détectée a J54 et J154, elle semble plus importante chez les animaux immunisés
avec le SG33-VP7 non adjuvé (Figure 21) que celle observée aprés une immunisation avec le
SG33-VP7 adjuvé avec du GM-CSF ou de I'IFNa. Du fait de la grande hétérogénéité des
réponses anticorps a la fois contre le SG33-VP7 et la protéine VP7, il nous est difficile de
conclure a un effet significatif des adjuvants GM-CSF et IFNa. Par ailleurs une analyse
statistique (Mann-Whitney) montre qu’aucune différence significative n’a été observée entre
les animaux vaccinés avec le SG33-VP7 non adjuvé et les animaux vaccinés avec les SG33-
VP7 adjuvés.

L’étude de réponse anticorps spécifique du MY XV ou du BTV aprés immunisation a J154 a
été testée par séroneutralisation vis-a-vis du MYXV et du BTV-2 atténué, et a montré
qu’aucun animal ne développait d’anticorps neutralisants que ce soit vis-a-vis du MYXV ou

du BTV-2 atténué (Tableau 7).
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Figure 20. Réponse anticorps anti-SG33-VP7 de tous les moutons aux temps JO, J24, J54 et
J154 aprés la premi¢re immunisation. Les chiffres 1, 2, 3 et 4 représentent individuellement
les 4 moutons de chaque groupe. Les tirets représentent le titre moyen des 4 moutons d’un
méme groupe a un temps donné.

100000

m  Témoin NI

» SG33-VP7

v SG33-VP7 + GM-CSF

80000 +  SG33-VP7 + IFNo
< 3
2
I~ 0.
L 6000
=
c
©
(2}
e 0
S 40000 o3
©
c .
< =51
20000:
o2 ¢
2 1,34 1e . 3 i
1 4 2 #3 1,34 10
| —=iim 1004 2044 z 4 — Ty 20t

J54 J154

Figure 21. Réponse anticorps anti-VP7 de tous les moutons aux temps J54 et J154 aprés la
premiére immunisation. Les chiffres 1, 2, 3 4 représentent individuellement les 4 moutons de
chaque groupe. Les tirets représentent le titre moyen des 4 moutons d’un méme groupe a un
temps donné
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SG33-vP7 SG33-VP7+ GM-CSF SG33-VP7+IFNa

Moutons 1 2 3 4 1 z 3 4 1 2 3 4

- A -H+H+I—;-

Tableau 7. Récapitulatif de 1’essai vaccinal avec le vecteur SG33-VP7 avant inoculation
d’épreuve. ++++: réponse trés positive, +++ réponse observée, ++, réponse faiblement
positive, +/- indéterminé, -, négatif. Les moutons qui sont considérés comme meilleurs
répondeurs, ont été sélectionnés pour participer a 1’épreuve virulente et apparaissent encadrés
en rouge.
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3.2. Etudes de protection sur les mouton éprouvés avec du BTV-8

Comme nous 1’avons montré précédemment, la présence d’adjuvant qu’il soit du GM-CSF ou
de ’'IFNa, n’a aucun effet significatif sur I’immunogénicité du recombinant SG33-VP7. C’est
pourquoi, pour tester le pouvoir protecteur du recombinant SG33-VP7 contre une inoculation
d’épreuve virulente, nous avons choisi d’inoculer neuf moutons, parmi lesquels quatre
animaux non immunisés et les cinq meilleurs répondeurs, en terme de réponse cellulaire et/ou
de réponse humorale. Dix mois apres la premi¢re immunisation et 220 jours apres la derniére
immunisation ces neuf moutons ont été inoculés avec la souche W1B2 du BTV-8. La

protection clinique et virologique a été suivie durant 17 jours apres I’inoculation d’épreuve.

3.2.1. Protection clinique

Pour les groupes d’animaux immunisés et non immunisés, la température rectale moyenne
augmente a partir de J3 jusqu’a atteindre un pic a J6 (42°C), puis elle diminue pour atteindre
des valeurs physiologiques aprés J15 (Figure 22). On observe que le profil d’évolution de la
moyenne des températures de chacun des deux groupes est similaire.

Aucune différence significative n’est observée entre le groupe non immunisé et le groupe
immunisé (ANOVA, p>0.05). De méme que la température rectale, le profil des courbes de
score clinique entre les groupes non immunisés et immunisés est identique et caractérisé par
une augmentation entre le J5 et J8 (Figure 23). La encore, ’analyse statistique ne montre
aucune différence significative (ANOVA, p>0.05). Le modele d’épreuve s’est avéré
modérément virulent, comme en témoigne la valeur des scores cliniques.

Ces résultats montrent que 1I’immunisation des moutons par le SG33-VP7 n’induit pas une

protection clinique contre une infection par le BTV-8.
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Figure 22. Suivi du score clinique des moutons aprés inoculation d’épreuve par le BTV-8.

L’¢évolution de la moyenne des scores cliniques des animaux non immunisés ou immunisés
avec SG33-VP7, est représentée.
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Figure 23. Suivi de la température rectale des moutons aprés inoculation d’épreuve par le

BTV-8. Les variations des moyennes des températures des animaux non immunisés ou
immunisés avec SG33-VP7, sont représentées.
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3.2.2. Protection virologique

Les ARN du BTV-8 ont été détectés en grande quantité dans le sang des moutons de J2 a J8
pour le groupe SG33-VP7 et de J4 a J8 pour le groupe contrdle. Les cinétiques et les charges
virales sont similaires entre les deux groupes avec un maximum (> 4 log;o copies d’ARN du
BTV par mL de sang), a J6 et J8 post-infection pour les animaux non immunisés et
immunisés, respectivement (Figure 24). Aucune différence significative n’a été observée
entre les deux groupes. L’immunisation des moutons par le SG33-VP7 n’induit pas de

protection virologique contre une infection par le BTV-8.

3.3. Réponse immune induite apres I’inoculation d’épreuve

La réponse anticorps anti-VP7 a été étudi¢e apres inoculation d’épreuve, a I’aide d’un ELISA
commercial de compétition. Sur la figure 25, la réponse humorale anti-VP7 se développe plus
rapidement chez les animaux immunisés que chez les animaux non immunisés, suggérant que
la présence d’une réponse immunitaire mémoire a permis un développement plus rapide de la
réponse anticorps suite a I’inoculation d’épreuves. A J6, le pourcentage moyen de compétition
entre les groupes immunisés et non immunisés est significativement différent (ANOVA,

p<0.05).
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Figure 24. Virémie des moutons aprés inoculation d’épreuve. La virémie a été mesurée
quotidiennement de JO a J8 sur les dix moutons.
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Figure 25. Réponse anticorps anti-VP7 apreés I’inoculation d’épreuve (ANOVA, p<0.05 (¥))
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4. Discussion

Dans cette étude, nous avons montré que les animaux immunisés avec le recombinant SG33-
VP7 étaient capables de développer d’une part une réponse immune cellulaire LT CD4" et
d’autre part une réponse humorale aussi bien contre le vecteur que contre le transgéne. Par
contre suite aux immunisations, aucun anticorps neutralisant le BTV ou le MYXV n’a été
produit. La réponse cellulaire et humorale induite s’est avérée insuffisante pour conférer une
protection clinique et virologique suite a une épreuve virulente hétérologue. Cependant suite a
I’inoculation d’épreuve, une réponse humorale anti-VP7 s’est développée plus rapidement
chez les animaux immunisés par rapport aux animaux non immunisés, suggérant que le
vecteur est suffisamment immunogéne pour induire la mise en place d’une réponse
immunitaire mémoire, qui persiste dans le temps. Cette réponse mémoire est certainement liée
a la forte réponse LT CD4" ou a la présence de LB mémoires chez les animaux que I’on a
choisis. Méme si I’immunisation des animaux par le recombinant SG33-VP7, n’a pas induit
de protection virologique et clinique contre une inoculation d’épreuve virulente, les résultats
obtenus ont confirmé que le MYXV est immunogene et stir d’emploi puisque 1a encore aucun
effet secondaire, ni aucune réaction au niveau du site d’injection n’ont été observés.
Néanmoins des études complémentaires sont nécessaires pour améliorer la vaccination avec
ce vecteur. En effet au cours de I’étude, la réponse immune générée par le recombinant SG33-
VP7 était trés hétérogéne chez les animaux au sein d’un méme groupe. Cette hétérogénéité est
vraisemblablement due & une variabilité de la réceptivité entre les animaux et pourrait étre
corrigée par une augmentation de la dose vaccinale. Boone et al, 2007, ont montré que
I’immunisation d’animaux avec 6,3.10° UFP de CNPV-BTV a permis la protection de la
maladie contre une souche de BTV. La quantité que nous avons utilisée dans notre étude
(2.10" UFP) est proche de celle utilisée par Wade-Evans (1,5.10" UFP), a la différence que

dans son étude, il s’agissait d’un vecteur réplicatif. Cela signifie que la quantité de protéines
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recombinantes exprimée par le MYXV dans ces conditions est inférieure a celles des deux
autres essais.

Par ailleurs, malgré le fait que le SG33-VP7 en présence de GM-CSF soit capable d’induire
une réponse cellulaire et humorale relativement plus élevée, il semblerait que dans notre
contexte, l’utilisation d’adjuvant GM-CSF ou IFNa, n’ait pas d’effet significatif sur
I’immunogénicité du MY XV. Lorsque des cellules dendritiques sont infectées par le MYXV,
les voies de signalisation des IFN de type I sont trés fortement activées, suggérant que le virus
induit une forte production d’IFN de type 1. Ainsi I’ajout d’IFNa n’est sans doute pas utile
dans un contexte ou les voies mobilisées par cette cytokine sont déja trés fortement induites.
L’¢étude réalisée par Reali et al, 2005, a montré que I’administration sous-cutanée de GM-CSF
intégré dans un Fowlpox virus (FWPV) non réplicatif a des souris, stimule la maturation et la
prolifération des CPA et amplifie donc la réponse immunitaire de 1’hote. Cette action du GM-
CSF est d’autant meilleure lorsque le géne codant pour cette cytokine est intégrée dans le
vecteur. Ainsi dans notre cas, il faudrait sans doute envisager d’intégrer ces cytokines dans le
vecteur lui-méme afin d’avoir des résultats plus concluants, mais aussi se tourner vers
d’autres types d’adjuvants, comme le Carbopol ou I’adjuvant incomplet de Freund qui ont été
utilisés avec succes dans plusieurs vaccinations (89, 280).

Par rapport a I’étude de Wade-Evans et al. en 1996, une réponse humorale non neutralisante et
une réponse cellulaire ont été détectées dans notre étude. Mais aucune protection contre la
maladie n’a été observée, alors que le vecteur que nous avons utilisé a déja fait ses preuves
dans les expériences précédentes. Plus récemment, d’autres équipes ont réalisé¢ des
expériences en faisant exprimer la protéine VP7 par un Capripoxvirus (vecteur réplicatif chez
les ovins) ou un Adénovirus et n’ont obtenu aucune protection. Les résultats obtenus vont
dans le méme sens que ceux de 1’é¢tude de Lobato en 1997, au cours de laquelle, la protéine

VP7 produite par un virus recombiné VACV s’est révélée peu immunogene chez le mouton
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(346). 11 semble donc que 1’absence de protection soit en partie liée au choix de la protéine
VP7. Les résultats de Wade-Evans semblent étre isolés et les observations plus récentes
contredisent leurs conclusions (346). L’inefficacité de la protéine VP7 en tant qu’antigéne
vaccinal peut s’expliquer par plusieurs points. En premier lieu, il est connu que VP7 n’induit
pas de réponse en anticorps neutralisants (148). Par ailleurs, il n’existe aucune démonstration
de I’activité des anticorps anti-VP7 dans des mécanismes de protection antivirale, tels que
I’ADCC.

Dans la structure du virion, VP7 s’associe en trimere et avec VP3. Il est possible que cette
structure conformationelle soit importante pour induire une réponse immunitaire efficace.
Ainsi, afin d’optimiser les antigénes du BTV, il serait intéressant d’envisager la génération

d’un recombinant MYXV exprimant les protéines VP3 et VP7 de capside interne.
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Dans le but de réunir a la fois streté d’emploi et efficacité protectrice, les stratégies
vaccinales basées sur 1’utilisation de poxvirus recombinés ont beaucoup évolué pendant ces
derniéres années. De nouvelles pistes ont donc été explorées chez les mammiferes,
notamment 1’élaboration de souches du virus de la vaccine ayant perdu leurs capacités
réplicatives (NYVAC, MVA) ou bien I'utilisation de poxvirus aviaires non réplicatifs. Ainsi
des vaccins recombinés, issus de canaripoxvirus sont commercialisés en médecine vétérinaire
(vaccination contre la grippe équine ou la leucose féline) (253, 326).

C’est dans ce cadre que s’inscrit ce travail de thése, qui a consisté a évaluer les conditions
nécessaires au développement du MYXV en tant que vecteur vaccinal non réplicatif chez les
ruminants. Ces travaux prospectifs ont ét¢ appliqués a la vaccination contre la FCO, une
maladie virale parmi les plus sévéres dans 1’espéce ovine. Plusieurs vaccins de types atténués
ou inactivés sont disponibles mais ils sont spécifiques d’un sérotype donné. Ils sont utilisés
sous forme monovalente ou multivalente selon le contexte ¢pidémiologique de la zone a
vacciner. L’utilisation de vaccins multivalents peut étre problématique puisque la réponse
immunitaire varie en fonction du sérotype présent dans la préparation vaccinale (342). A ce
jour leur utilisation ne permet pas de différencier les animaux vaccinés des animaux infectés
(stratégie DIVA). C’est pourquoi de nouvelles stratégies vaccinales comme les vaccins a base
de VLP ou a base de poxvirus recombinés font actuellement 1’objet de recherches.
L’utilisation d’un poxvirus en tant que vecteur vaccinal a été évaluée avec plus ou moins de
succes sur des animaux éprouvés par le BTV. C’est le cas du virus de la vaccine, du
capripoxvirus et du canaripoxvirus (30, 197, 262, 346). Cependant les capripoxvirus ne
peuvent étre utilisés dans les pays indemnes de capripoxviroses comme les pays de I’'UE, et le
virus de la vaccine, quant a lui, présente une pathogénicité résiduelle non négligeable. C’est
pourquoi, I’idée de tester le potentiel du MYXV en tant que vecteur vaccinal chez une espéce

non hodte s’est imposée. Nous avons donc envisagé d’utiliser la souche SG33 atténuée du
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MYXYV, qui a perdu plusieurs facteurs de pathogénicité. En outre le MYXV a déja fait ses
preuves lors de la vaccination contre la calcivirose féline (216, 217). Par ailleurs, si plusieurs
vecteurs poxviraux étaient disponibles, cela permettrait d’envisager de nouveaux protocoles
tels que la technique du "prime-boost" (142, 212) qui consiste a utiliser des vecteurs

vaccinaux différents entre la primovaccination et les rappels ultérieurs.

Interactions MYXV/ DC

Nous avons décidé dans un premier temps de continuer 1’exploration des interactions entre le
MYXYV et les cellules de ruminants en nous focalisant sur les DC ovines, ces cellules étant
considérées comme les chefs d’orchestre de la réponse immunitaire innée et adaptative.

Nous avons montré que le MYXV est capable d’infecter les DC d’origine ovine et d’y
exprimer un transgene, tout en réalisant un cycle abortif. L’infection par le MY XV n’entraine
qu’une tres faible maturation des DC ovines. L’effet des poxvirus sur la maturation des DC et
leur capacité ou non a activer les lymphocytes T, reste sujet de controverses (83, 178, 195,
298, 358). Dans notre étude, nous avons montré que, malgré la faible maturation induite par le
MYXV, les DC infectées sont capables de présenter 1’antigéne aux LT de facon efficace,
puisqu’une réponse immune spécifique du transgéne a été observée in Vvitro mais aussi chez
I’animal, avec le développement d’une forte réponse anticorps. Nous avons aussi montré que
le MYXV infecte préférentiellement les DC de type Langerhans et induit leur mort par
apoptose. Les corps apoptotiques qui en résultent pourraient étre phagocytés par les cellules
non infectées et présentés (par présentation croisée) aux LT. Ce phénomene a déja été
démontré in vitro (79), suggérant que I’apoptose pourrait jouer un réle important dans la mise
en place d’une réponse immunitaire. Dans notre étude, une fraction des DC (non infectées et
infectées) est encore vivante 16 heures apres I’infection. On peut donc supposer que ces DC,

apres avoir quitté les tissus, vont gagner le nceud lymphatique drainant, a différents stades de
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I’infection, certaines encore vivantes et d’autres en train de mourir par apoptose. Les corps
apoptotiques dans le nceud lymphatique seraient alors pris en charge par les DC résidentes
(Figure 26) qui pourraient alors présenter les épitopes du transgéne aux LT (présentation
croisée), entrainant ainsi leur activation et la mise en place de la réponse adaptative. Cette
présentation croisée favoriserait plutot I’activation des LT CD8", via une réponse de type Th1.
Cette hypothese serait en concordance avec les résultats obtenus lors de 1’analyse du profil
d’expression génique des DC en réponse a une infection par le MYXV.

En effet, ’apparition de nouvelles technologies, comme 1’étude du profil d’expression des
genes, a permis d’explorer plus en détails les mécanismes impliqués dans la mise en place de
la réponse immunitaire, et notamment les modifications de I’expression des genes des cellules
dendritiques a la suite du contact avec un agent pathogéne. C’est ainsi qu’en 2007, Guerra et
al, ont comparé¢ le profil d’expression génique des cellules dendritiques suite a une infection
par MVA ou NYVAC. Cette analyse a été effectuée 6 heures apres infection a cause de 1’effet
cytopathique des poxvirus, qui est associ¢ a une dégradation des ARN et I’induction de
I’apoptose des cellules dendritiques a des temps plus tardifs. L’analyse du profil d’expression
génique des cellules dendritiques infectées par le MVA ou le NYVAC, a mis en évidence 544
genes distincts dont 195 sont communs aux deux virus. L’infection par le MVA, induit
I’expression de 359 geénes alors que celle avec NYVAC ne modifie I’expression que de 165
genes, parmi lesquels, on retrouve IL-12f, IFNB, TNFa (plus élevé pour MVA), NFkB. Seule
I’infection par le MVA induit I’expression de OASL, MDAS, IRIG-1, IFN de type I, IL-6 et

la surexpression de la voie de signalisation des TLR (134).
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Figure 26. (A) Scénario possible du role des cellules circulantes et résidentes dans la
présentation des antigénes aux LT suite a une infection par le MYXV (adapté de Villadangos,
nature, 2007(345)). Les cellules dendritiques types Langerhans peuvent étre infectées au
niveau du derme par le MYXYV, elles vont migrer vers les nceuds lymphatiques, ou une partie
d’entre elles va mourir par apoptose. Il en résulte la formation de corps apoptotiques qui vont
étre pris en charge par les DC résidentes CD8+, aprés transfert de I’antigéne des cellules
circulantes mortes par apoptose. Les DC résidentes vont ensuite présenter les antigénes
exogeénes soit au LT CD4" soit au LT CD8" par présentation croisée et induire ainsi leur
activation. (B) Les voies de présentation antigénique des cellules dendritiques. Toutes les DC
ont les voies de présentation antigénique par le CMH de classe I (protéines endogenes) ou
CMH de classe II (protéines exogenes et endogenes) fonctionnelles. Les DC CD8+ ont la
capacité de présenter des antigénes exogeénes par les molécules de CMH de classe I
(présentation croisée), bien que les mécanismes impliqués dans cette voie soient encore mal
compris
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Dans notre étude, 1’analyse transcriptomique des DC montre que I’infection par le MYXV
induit la transcription de génes et de cytokines pro-inflammatoires impliqués dans les
fonctions majeures des DC, comme la mise en place d’une réponse antivirale (réponse IFN de
type I), la communication entre les cellules de I'immunité innée et adaptative, et la
polarisation de la réponse immune adaptative vers une réponse de type Thl.

La comparaison du profil d’expression génique induit par le MYXV avec les profils induits
par les autres poxvirus ou par un vaccin a virus atténué contre la fievre jaune (YF17D),
indique que certains génes régulés sont communs ; il s’agit notamment des génes impliqués
dans la réponse inflammatoire et la réponse IFN de type I (233). Le vaccin YF17D a été
démontré comme 1'un des vaccins les plus efficaces chez 1’homme. Cette signature
transcriptomique, si elle est étendue a d’autres vaccins pourrait s’avérer étre un outil précieux
pour évaluer I’efficacité de nouveaux candidats vaccins. En effet, une pré-évaluation des ces
candidats vaccins, permettrait de faire une pré-sélection, réduisant ainsi les expérimentations
d’immunisation et de protection qui sont en général trés longues, lourdes a conduire et trés

colteuses.

Evaluation du pouvoir protecteur des recombinants MY XV chez des animaux éprouvés
par le BTV

Les données obtenues suite a 1’étude de I’interaction entre le MYXV et les DC, nous ont
confortés dans 1’idée d’utiliser le MY XV comme vecteur pour I’immunisation des ruminants.
Afin de valider notre systéme, il nous restait a établir in vivo la preuve de concept du pouvoir
protecteur d’un candidat vaccin MYXV contre une maladie majeure. Nous avons choisi la
FCO pour les raisons déja évoquées, a travers deux études de protection, I’une contre une

épreuve virulente homologue et 1’autre hétérologue.
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Dans le premier essai de protection, nous avons construit des recombinants MY XV exprimant
la protéine VP2 du BTV-8 seule (SG33-VP2) ou en association avec la protéine VP5 du
méme sérotype (SG33-VP2/5). Nous avons montré que deux immunisations avec le SG33-
VP2 ont permis d’induire la production d’anticorps neutralisants et de protéger cliniquement
les moutons contre une inoculation d’épreuve BTV-8. Cette protection était toutefois plus
faible que celle obtenue chez les moutons vaccinés avec le vaccin inactivé Alsap8. Par
ailleurs, de fagon surprenante, I’immunisation des moutons avec le recombinant SG33-VP2/5,
n’a pas induit de protection contre une épreuve virulente de sérotype homologue. Le
deuxieéme essai de protection a été réalis¢ avec un recombinant exprimant la protéine VP7 du
BTV-2, seul ou adjuvé avec du GM-CSF ou de I’'IFN-a, contre une inoculation d’épreuve de
sérotype hétérologue (BTV-8). Le vecteur SG33-VP7 a induit une réponse en anticorps non
neutralisants aprés deux immunisations successives et une réponse cellulaire CD4. Cependant
cette réponse immunitaire ne s’est pas révélée protectrice. Par ailleurs aucune différence n’a
¢té observée entre les groupes immunisés avec ou sans les adjuvants, suggérant que les
adjuvants n’ont pas eu d’effet sur la réponse immune.

D’autres ¢études de protection contre la FCO, utilisant d’autres poxvirus ou des baculovirus
pour exprimer ’antigéne, avaient déja ¢té publiées. Comme nous 1’avons précédemment
discuté, la comparaison avec ces ¢tudes est difficile, tant elles différent les unes des autres par
le protocole d’immunisation, la dose d’antigéne injectée, la nature des antigenes du BTV, le
mode d’administration de I’antigeéne, la construction des poxvirus ainsi que la souche de BTV
utilisée lors de I’inoculation d’épreuve. Nous avons toutefois choisi de discuter certains
facteurs qui, a notre avis, influencent soit le degré de protection soit I’interprétation des

résultats.
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e Le choix des antigénes utilisés

Le choix des antigénes a sélectionner reposait principalement sur les données de la
littérature. La protéine VP2 porte a la fois des épitopes majeurs responsables de la réponse
neutralisante protectrice et des déterminants immunogenes majeurs des CTL et des LT helper.
De plus, il a été montré que la présence de VP5 semblait augmenter la réponse en anticorps
neutralisants, induite par la protéine VP2, probablement en favorisant la reconnaissance
conformationelle des épitopes de VP2 (30, 197, 280). Dans la mesure ou VP2 induit une
réponse immunitaire spécifique du sérotype, nous avons aussi choisi de travailler avec la
protéine VP7, qui est relativement conservée entre les groupes et susceptible d’offrir une
protection hétérologue.

L’intervention de I’immunité cellulaire est encore mal connue alors que son rdéle semble étre
primordial dans la protection homologue voire hétérologue (260, 346). NS1 et VP2 sont les
plus fréquemment reconnues par les CTL (158), alors que VP7, VPS5 ou encore NS3 le sont
peu voire pas du tout (9). Par ailleurs, Pearson et Roy (1993), ont montré que des moutons
immunisés avec des CLP contenant uniquement les protéines VP7 et VP3 du BTV-10 étaient
partiellement protégés contre une inoculation d’épreuve homologue (BTV-10), mais aussi
contre une inoculation d’épreuve hétérologue (BTV-2, -4, -11, -20 et -23), et ce sans présence
d’anticorps neutralisants. De plus des souris immunisées avec ces mémes CLP, développaient
des CTL capables de lyser les cellules infectées par un recombinant exprimant les protéines
VP7 et VP3 (260). Sur la base de ces ¢études, il serait intéressant d’envisager la génération de
recombinants MY XV exprimant les protéines de capside interne VP3 et VP7, mais aussi NS1.
En fait, un recombinant SG33-NSI1 a été construit au laboratoire mais nous n’avons jamais pu
valider son expression protéique. Les seules données de la littérature sur 1’utilisation conjointe
de poxvirus exprimant plus de deux antigénes proviennent de 1’étude de Perrin et al. (2007).

L’utilisation conjointe de capripoxvirus exprimant les protéines NS1, VP2, VP7 et NS3 du
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BTV-2 a permis une immunisation partiellement protectrice lors d’une inoculation d’épreuve
homologue. Toutefois il n’y avait pas dans cette étude de comparaison avec une utilisation
individuelle des vecteurs, permettant d’évaluer le gain d’une vaccination multi-antigénique.

Outre le choix des antigénes, se posait la question de 1’utilisation simultanée de plusieurs
antigénes par le méme MY XV. Nous avons fait le choix de nous concentrer dans un premier
temps sur un MYXV exprimant VP2 et VPS5, pour les raisons déja énumérées. Dans notre
étude, les résultats obtenus avec le SG33-VP2 sont meilleurs que ceux obtenus avec le SG33-
VP2/5. Ces résultats confirment ceux présentés avec le VACV par Lobato et al (1997). Nous
ne pouvons cependant infirmer le réle de VPS5 dans la réponse en anticorps neutralisants car
nos deux recombinants n’expriment pas la méme quantit¢ de VP2. Par ailleurs, nous avons
montré que VPS5 était majoritairement nucléaire alors VP2 était exclusivement cytoplasmique
apres infection de RK13 avec les vecteurs recombinants SG33-VP2, SG33-VP5 et SG33-
VP2/5. L’absence d’interaction possible entre VP2 et VPS5 pourrait expliquer la moindre
efficacité du SG33-VP2/5. 1l est a regretter I’absence d’information sur la co-localisation des

protéines VP2 et VPS5 produites par ces poxvirus.

e Le niveau d’expression de I’antigene nécessaire pour stimuler

une réponse immunitaire

L’amplitude de la réponse immune dépend de la dose d’antigénes administrée. Au dessous
d’un certain seuil, les protéines sont incapables d’induire une réponse immunitaire. Au dessus,
I’augmentation graduelle de la réponse est proportionnelle a I’augmentation de la dose
d’antigénes jusqu’a atteindre un plateau, s’en suit une diminution lorsque les doses d’antigéne
deviennent trop ¢levées. En effet lorsque les doses sont trop €levées, la réponse immune peut
étre inhibée (159). Nos résultats suggerent, qu’au-dela d’une charge virale utilisée, il est

primordial de pouvoir quantifier I’expression du transgéne in vivo, ou a défaut in vitro, avant
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de poser toute affirmation sur la validité ou non de 1’utilisation d’un antigéne. Lors de notre
é¢tude avec les vecteurs SG33-VP2 et SG33VP2/5, nous sommes partis sur des doses
d’inoculation de 6.3x10° UFP par animal car ces doses avaient été utilisées avec succés par
Boone et al. (2007) avec le vecteur non réplicatif canarypoxvirus. Toutefois nous n’avons pas
de valeurs comparatives sur le niveau d’expression de I’antigéne entre ces deux vecteurs in
vitro et a fortiori in vivo. De méme 1’absence de protection induite par le SG33-VP7 pourrait
s’expliquer en partiec par la quantité de virus administrée (2x10° UFP/animal) et
conséquemment la dose d’antigéne inoculée. Toutefois la charge virale administrée n’est en
rien garante de la quantité de VP7 produite in vivo, méme si les données in vitro ont montré
que le SG33-VP7 exprimait tres fortement VP7 en cellules RK13 (données non montrées).

Dans ce travail nous avons essay¢ de quantifier le niveau d’expression des protéines produites
par nos deux vecteurs SG33-VP2 et SG33-VP2/5. Ces données ne sont malheureusement pas
disponibles pour les autres poxvirus utilisés, ce qui empéche toute comparaison. De notre
¢tude, il ressort que le niveau d’expression de VP2 est potentiellement responsable des
différences d’efficacité observées entre les vecteurs SG33-VP2 et SG33-VP2/5. Nous n’avons
cependant pas quantifié 1’expression différentielle de VP2 in vivo aprés inoculation des 2
vecteurs. Toutefois Roy et al (1990) ont montré qu’une différence d’un facteur 2 dans la
quantité de VP2 inoculée a des moutons était déterminante dans I’induction d’une protection
contre une épreuve virulente de BTV chez des moutons. Ainsi peut-on émettre 1’hypothese
que dans notre systéme, le niveau d’expression de VP2 produite par SG33-VP2 est a un
niveau minimal pour induire une réponse protectrice partielle, expliquant sa moindre
efficacité par rapport au vaccin inactivé. A fortiori, le niveau d’expression de VP2 dans
SG33-VP2/5 n’est pas suffisant pour stimuler une réponse immune protectrice. Pour
confirmer ou infirmer cette hypothése, il serait intéressant de procéder a des tests avec des

titres croissants de SG33-VP2, utilisés seuls ou en association avec le recombinant SG33-
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VPS5, afin de déterminer la dose minimale nécessaire pour induire une protection totale contre
une épreuve virulente. Le fait de combiner deux recombinants individuels, SG33-VP2 et
SG33-VP5, pourrait aussi nous permettre de déterminer si I’efficacité moindre du double
recombinant SG33-VP2/5 proviendrait de I’incompatibilité entre les deux génes dans notre
construction du double recombinant. Une autre solution serait d’apporter VP2 et VPS5 par le

méme vecteur mais en insérant les génes L2 et M5 dans deux sites intergéniques différents.

Dans I’hypothése d’un défaut dans le niveau d’expression de I’antigéne, plusieurs voies
pourraient étre envisagées pour optimiser I’utilisation du MYXV.
- Définir la charge virale minimale, en partant de la quantité de virus utilisée lors de la
premiére étude. La dose de 6.3x10® UFP est déja une dose importante et augmenter la
quantité de virus a injecter pourrait alors poser des problémes techniques lors de la

production du virus vaccinal.

- Augmenter le niveau d’expression des différentes protéines en jouant sur les
promoteurs poxviraux. Les promoteurs entomopoxvirus 42k (précoce), du virus de la
vaccine H6p (précoce-tardif) et p7.5 (précoce-tardif) ont été utilisés dans nos
constructions (261, 330). Le promoteur H6p, utilisé pour I’expression de VP2 dans
notre étude, semble un promoteur moins puissant que le promoteur 42k. C’est
cependant le méme promoteur qui a été utilisé pour exprimer la VP2 dans le
canarypoxvirus (30). Il est possible que dans un contexte MYXV, la “force” de ce
promoteur soit moins importante. Pour augmenter 1’expression de VP2 il serait alors
possible de placer le geéne sous le contrdle d’un promoteur fort précoce-tardif, type
p7.5, voire pIL1, qui possede une capacité d’expression dix fois plus importante que
les autres promoteurs poxviraux (196). Par ailleurs nos résultats sur les interactions

entre le MYXV et les cellules dendritiques ou les lymphocytes de ruminants montrent
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une absence probable de transcription des génes tardifs. Il est donc impératif d’utiliser
dans nos constructions un promoteur ayant une activité forte lors de la phase précoce

du cycle de réplication du MYXV.

Mieux cibler 'immunogénicit¢ du MYXV chez les ruminants. Outre le niveau
d’expression du transgeéne, de nouvelles approches peuvent étre envisagées pour
mieux cibler I'immunogénicité induite par les vecteurs poxviraux et notamment le
MYXV. L’incorporation directe d’un antigéne au sein méme du virion par fusion avec
une protéine d’enveloppe est une approche envisageable. Kwak et al. (2004), ont
montré que I’immunisation avec un virus de la vaccine recombiné contenant la
protéine Gag du HIV-1, fusionnée a la protéine BSR du virus de la vaccine, a permis
une protection partielle des souris contre une souche de Listeria exprimant cette méme
protéine Gag (186). Cette stratégie a permis d’améliorer la réponse immunitaire contre
I’antigéne étranger comparé au virus de la vaccine recombiné standard. Dans le cas du
MYXV, il a été envisagé le méme processus mais avec deux protéines d’enveloppe
représentatives de deux formes virales, MO71L et M022L. MO71L est une protéine
immunodominante homologue de la protéine H3L de la vaccine, qui est présente de
fagon majoritaire sur ’enveloppe des IMV. M022L est une protéine homologue de la
protéine F13L du virus de la vaccine, présente abondamment au niveau de 1’enveloppe
des EEV (86). Au sein du laboratoire deux recombinants comportant les protéines
GFP ou M2e du virus influenza aviaire, fusionnées au niveau N-terminal de la
protéine MO22L, ont été construits. Tous les lapins immunisés avec ces deux
recombinants ont développé des anticorps anti-GFP et anti-M2e respectivement. De
plus, bien qu’issus de la souche sauvage T1, les virus recombinés étaient atténués chez
les lapins, sans qu’il ait été observé de défaut de production virale in vitro. Compte

tenu de ces résultats encourageants, des recombinants contenant le géne de la protéine
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VP2 du BTV-8, fusionné au géne de M022L ou de MO71L ont été construits. Leur
¢valuation est en cours. Enfin, ’utilisation de protéines de fusion pourrait permettre
d’adresser plusieurs protéines recombinantes sur un méme site cellulaire, comme par

exemple VP2 et VP5.

e L’importance du modele d’épreuve

La validation d’une inoculation d’épreuve repose en tout premier lieu sur des critéres
méthodologiques. Le principal est la capacit¢ du modele d’épreuve a reproduire dans le
groupe contréle non vacciné, la symptomatologie et la physiopathologie de la maladie telles
qu’observées dans les conditions naturelles. Dans notre étude principale nous avons
développé un modele d’épreuve virulent a BTV-8, capable d’induire des signes cliniques
séveres, nécessitant I’euthanasie de 2 des 5 moutons inoculés. Pour cela nous avons pris en
compte différents paramétres tels que le statut des animaux, la virulence de la souche de BTV
utilisée et le mode d’inoculation (68). Pour la FCO, il est communément admis que certaines
races de moutons apparaissent plus sensibles que d’autres. Le choix des moutons Préalpes
dans notre étude reposait sur des expériences préalables d’infection a BTV, qui avaient permis
d’induire une symptomatologie significative chez les animaux contrdles. Plus que le sérotype,
la virulence d’une souche dépend aussi de son topotype et probablement de sa non-atténuation
par passages successifs en cultures cellulaires. Notre BTV-8 d’épreuve a été isolé a partir d’un
foyer de FCO lors de 1’épizootie de 2007 en Europe, qui s’est montrée particulierement sévere
(71, 355). L’inoculum a de plus subi un trés faible nombre de passages en cultures cellulaires
et a été réadapté a son hdte par deux passages successifs chez le mouton, avant son utilisation.
Nous avions fait I’hypothése que cette méthode de production permettrait de produire une
souche particulierement bien adaptée a son hdte. Il a en effet été décrit 1’atténuation rapide du

BTV par passages successifs en cultures cellulaires (115). Cette évolution du BTV pourrait
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s’expliquer par la sélection rapide de génomes minoritaires moins pathogénes et maintenus a
basse fréquence lors de I’infection des animaux. Plus récemment des études ont cependant
montré que du BTV-8, passé a faible nombre de passages en cultures cellulaires, était capable
d’induire des signes cliniques sévéres de niveau comparable a un inoculum récupéré
directement sur mouton infecté (68, 213). Le role de la voie d’inoculation sur I’efficacité d’un
modele d’épreuve semble plus controversé. Dans notre étude nous avons choisi les voies IV et
SC en simultané car la voie SC avait déja été utilisée avec succes par 1’équipe et la voie IV
avait récemment été utilisée dans une infection expérimentale capable d’induire des signes
cliniques séveéres de FCO (204). L’idée était d’augmenter la sévérité de notre modele
d’épreuve par rapport a nos études préalables, ce qui a été obtenu (données non montrées).

Si on compare nos résultats obtenus par rapport aux deux études récentes sur la vaccination
poxvirale contre la FCO, le SG33-VP2 semble induire une protection intermédiaire entre
celles produites par le canaripoxvirus (30) et le capripoxvirus (262). Si on compare avec
I’¢tude de Boone utilisant le canaripoxvirus exprimant VP2 et VP5 du BTV-17, leur
construction du vecteur recombinant et leur protocole d’immunisation est trés proche de notre
protocole mais leur inoculation d’épreuve differe par le sérotype et le mode d’inoculation. Les
moutons vaccinés étaient cliniquement et virologiquement protégés dans cette étude.
Toutefois, il n’y a pas de description des signes cliniques ni d’établissement d’un score
clinique sur les animaux contrdles, permettant de valider le modéle d’épreuve. Ces auteurs ont
testé¢ des moutons Mérinos, connus pour étre trés sensibles a la FCO. Aucune mortalité n’a
cependant été observée chez les 5 moutons Mérinos du groupe contrdle, contrairement a notre
modele d’épreuve. A I’inverse Boone et al., obtiennent une protection virologique compléte,
ce qui n’est pas le cas avec les vecteurs SG33. Si on compare avec I’étude de Perrin et al. et
’utilisation du capripoxvirus, le modéle d’épreuve est assez proche du notre en terme

d’efficacité clinique sur le groupe contrdle. La protection clinique obtenue est trés partielle
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avec le capripoxvirus mais la encore les comparaisons apparaissent difficiles a réaliser car les

protocoles d’immunisation différent largement entre les deux études.

Il en ressort finalement la nécessité de disposer, outre d’un controle négatif de vaccination,

d’un contrdéle positif commun entre les différentes études, en la présence d’un vaccin

commercialisé. En ce sens, le vaccin inactivé BTV-8 que nous avons utilis¢é dans cette

épreuve est un gold standard performant au vue des résultats obtenus.

En bilan de ce travail, les deux essais de protection ont apporté¢ une preuve de concept de

[’utilisation du MY XV comme vecteur vaccinal chez les ruminants. Si on évalue maintenant

nos résultats par rapport aux objectifs d’une amélioration de la vaccination contre la FCO,

trois points majeurs peuvent étre discutés.

I’efficacité du vecteur SG33 exprimant VP2, ou VP2 et VPS5 doit étre améliorée, au vu
des résultats comparatifs avec le vaccin inactivé du commerce. Outre les points
d’amélioration déja discutés, ’utilisation d’adjuvants pourrait étre envisagée. Les
fortes réponses immunes adaptatives a des antigénes protéiques nécessitent souvent
que ’antigéne soit injecté sous forme de mélange avec un adjuvant. L’utilisation des
poxvirus peut en théorie répondre a ce probléme car ils sont capables de stimuler
efficacement la réponse immunitaire contre les produits des transgenes. Cependant
pour augmenter le niveau de ces réponses, il est possible d’envisager des recombinants
MYXYV, en présence d’adjuvants tels que les cytokines immunomodulatrices (GM-
CSF, IFN-a ou FIt3L qui permettent un recrutement des cellules dendritiques au
niveau du site d’inoculation (245)), le Carbopol, 1’adjuvant incomplet de Freund, et
I’hydroxide d’aluminium (AIOH;) (89, 280). Lors de notre deuxiéme étude nous
n’avons pas pu montrer d’effets bénéfiques du GM-CSF et de I'IFN-a sur la réponse
immunitaire induite par le SG33-VP7. Cette étude reste toutefois préliminaire car une

seule dose de chaque adjuvant a été testée sur un nombre limité d’animaux. Nous
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avions aussi fait le choix dans un premier temps d’administrer 1’adjuvant sous forme
protéique dans la préparation vaccinale. Il pourrait étre plus judicieux d’insérer
directement dans le génome du MYXV, les geénes codant les cytokines
immunomodulatrices. Reali et al. (2005), ont en effet montré que 1’administration
sous-cutanée a des souris de GM-CSF intégré dans un Fowlpox virus (FWPV) non
réplicatif, stimule la maturation, la prolifération des CPA et amplifie la réponse
immunitaire de I’hote, de fagon plus efficace que lorsqu’il est administré dans la

solution vaccinale en tant qu’adjuvant.

I’utilisation du vecteur SG33 a confirmé la possibilité de faire une distinction entre
animaux vaccinés et infectés dans une stratégie de type DIVA. En effet dans notre
premicre étude, tous les moutons vaccinés SG33-VP2 et SG33-VP2/5 étaient bien
séronégatifs en anticorps anti-VP7, comme le confirme le test ELISA commercial
réalisé. Tous ces animaux ont séroconverti en anticorps anti-VP7 apres inoculation

d’épreuve.

par rapport a une vaccination contre plusieurs sérotypes, nous n’avons a ce stade que
des pistes d’orientation. La réponse neutralisante est dirigée contre des épitopes
conformationnels de VP2, qui sont spécifiques de sérotype. Compte tenu de la nature
conformationnelle des épitopes, de 1’absence d’identification de leurs séquences
amino-acide et de I’extréme diversité de la séquence d’acides aminés de VP2 des
différents sérotypes du BTV, la création d’une géne multiépitopique comprenant les
épitopes majeurs de différents sérotypes s’aveére hasardeuse. On pourrait aussi
concevoir I’insertion des génes codant VP2 de plusieurs sérotypes dans un méme
vecteur SG33. Dans la mesure ou il existe des réactions croisées entre certains
sérotypes, on pourrait envisager de cloner quatre a cinq génes VP2 représentant les

sérotypes majeurs dans un méme vecteur SG33. Enfin, dans la mesure ou la réponse
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immune cellulaire participe a la protection multisérotypique partielle, il serait
intéressant de pouvoir stimuler ce type de réponse par le MYXV. Les poxvirus sont
connus pour induire une réponse immunitaire cellulaire forte. Nous avons initié
I’étude de la réponse en LTh dans nos deux expériences. Toutefois, nous n’avons pas

analysé la réponse en CTL et nos études restent trés préliminaires.

En conclusion, ce travail de thése a conduit a la démonstration de 1’efficacité vaccinale d’un
nouveau vecteur recombinant chez les ruminants, le MYXV. Le caractere prédictif de I’étude
d’expression génique des DC suite a une infection par le MYXV, a été ainsi confirmé par les
essais vaccinaux. Cette approche et la liste de génes que partagent le MYXV avec les
poxvirus mais surtout avec un vaccin utilis¢ de fagon efficace chez I’homme, pourrait servir
de modele pour évaluer 1’efficacité de nouveaux candidats vaccin, non seulement chez les

ruminants mais aussi dans d’autres especes et contre d’autres maladies infectieuses.
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Annexe I. Amorces ovines pour la RT-qPCR.

Gene bank accession

FE030274
FES17371
EE784040
EES21767
EES63312

NM 001009191
EES840190

NP 001177319
EES51120
EF078978
FE029215
AY802984
AY375613
AF173357
AF209435

AF 149700

NM 001009263
FE028359

NM 001009458
NM 001009751
EES25317

NM 001105040
NM 001009735
NM 001009753
NM 001078652
EE769547
EES49073
FEES73219

NM 001100921
EE786194
AY38223

NM 001104930
NM 001009435
EE813724
EE770695
EE747932
DO239623
FE035310
FE030797
EES34460
CU638049
CD288271

Gene name
ADAMI19
BCL2L12
CASPS
D40
CEBPA
CXCLIo
DAXX
GAPDH
GBP2
HPRT
IFIH]
IFNa
1L10
IL12p35
IL12p40
IETS
LIS
IL27
INHBA
IRF1
IRF3
IRFF7
ISG13
MX1
MX2
0AS1
PARP 14
PARPY
PPARG
RALA
RPLI9
RTP4
526
STATI
STAT2
TAPI
THBS!
TIFA4
TNNI3
I'NFa
TNS3
UBA7

5
GGCTCTCCTTGTCT CAGT GG
CCTCTCAGCCAGTTCCTTCA
GGGT AT AAAGT TCCCACATCCA
GCGGAGAGAAGCAAT ACCC
TAACCCT GT GCCT T GGAAAC
TCTTTACTCCAGGGGCTTCA
ACGGGCAGAAGACACATACC
TGAGGACCAGGT TGTCTCCTG
CCAGGCAGGAGAGACACT GA
TCCTCATGGACT AATT ATGGACAG
AGGGT CAGCACGAGGAAT AA
TCTGCAAGAGAAGGGACACA
TTTCOCTGACTGCCCTCT AA
TCAAGCTCTGCATCCTTCTTC
TGTTCAGGT CCAGGGAAAGA
GAGGCTGGCATTCATGTCTT
AATTGCT ACAGCTT TGT GGA
TCCATTTTGAGGGT TTCTGG
GCTTCAT GT GGGAAAAGT GG
CTGACCCCCTTTGACTCCTT
CCCTTCACCTCGACCAGT AA
GGCAAGT GCAAAGT CT ACTGG
ACATCCT GGTGAGGAACGAC
TTCTGCAAATGGAGTGCTGT
GCACTATTCCTGGCTGCTTC
CAGOTCAAACAAGCCATCAA
ACTCCAGACCAGACGCAAAC
ATGATGCTCACTCCACAGCA
CATCTTCCAGGGGT GTCAGT
CTTTGGAGCAGGCAT AGGAA
CAACT CCCGCCAGCAGAT
GACCTTCGT GT GGAAGT CAAG
GTTGTGCCATT CACAGCAAG
CCACCGAACT T ACCCAGAAA
CTGTGCATCTGCCCTCCT AC
TACAGAAGGCT GTGGGCTCT
GGACTTCCT CCCAGATTTC
AGTTCACGGACACT CGAACC
TGCAAAGAGGT GGACACAG
CCCTTCCACCCCCTTGTT

GGT GGGT GAGT CCACTGTTT
ACCCTGGAGTCGTTGCT G

3
AAGGCT AAAAAGAACCGAAGG
GOGCACGGT AATGTTTGACT
GOCT AAGAGAGGAGGGT CA
GACCTCTGTGCAGTCGTTCA
GCAGGAACCCT CCAGAT AAA
TGGCTGCTTCTGTATATTTGG
CTGOAGCCAT AGAAGCCAAG
CCCCAGCATCGAAGGT AGAA
GAAGT GCATCAGCCACACC
CCACCCATCTCCTTCATCAC
CAATAGGATGGT GGGCTTTG
CCTOGCAAGTTTGT TGAGAAG
GCTCCCTGGTTTCTCTTCOCT
GCTCATCATTCTGICGATGGT
CTTGTGGCATGT GACT T TGG
CCAGTTTGCTTCTGT TTTGG
CAGGTCTTCGCCATTTTCAG
CTATGGCAACCACCAGTTGA
TCCGAGGT CTGCTCCAT AA
ATTCCTGCTTCTTTGCACCA
GOGACACT GAAT ACCAGACACA
GAAGT CAAAGAT GGGCGTGT
CTTGCACACGCTCCCTTT
ATTCACAAACCCTGGCAACT
AGAGCT TGCT GT GCCTGAGT
AACTTTGGACACCCGAACT G
AAGCGTGT AGCATCCAGT GA
GITOCTCCAAAGCAAGGTCA
ACAAAGCCGGGGATATTCTT
CAGCTATTTTCCCGAAGT GG
CCGGGAAT GGACAGT CACA
GCTOGCTCCTGGT TAT GGAAA
GTCT AAAT CGGGGT GGAGGT
CCCAATACAGGCACTCTGCT
ATGCCTCATGTCCATCCTTG
CCACTCTCTGGGCAT T T AGG
AGCACTGGCT TGTGATGGT T
TCCACATCCT CAAAACT GGA
TTAGGGGCTTCGTTTCTTCA
TGGCAGAGAGGATGT TGACCTT
CAGAGAGGAGGGT CCACAAG
TTTCCTCAGACCATCCTGCT
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Annexe Il. Amorces de lapin pour la RT-qPCR.

Gene bank accession
NC 013683
NC 013680
INC 013676

NC 013690

NC 013684
NC 013671
NC 013685

NW 003160537
NW 003160366
NW 003159681
NW 003159403
NC 013670

NC 013686

NC 013685

NM 001082263

Gene name

CXCLI10
DAXX
GAPDH
HPRT
IL10
IRF1
IRF3
IRF7
ISGI15
MIXI
OAS1
RPLI9
826
THBS1
INFo

5'
GCCACAATGAAAAAGGATGG
GAGGGAATGCAAGAACCAAA
GTAGCATCCGTCACCCAGAC
TTCTGTTCGGGCTGTCTTCT
CAGAGACCTTTCAGGGTTGG
AGCTCGTGAGAACCTGGAGA
GGGAAGAGTTCAGGGAAGG
GCAAGGTGTACTGGGAGGTG
GGACTGTTGGCGTCCTATGT
CAGATCAAGAGAACCACGA
TCCGGTTCCTCTGCATCTAC
AGCCTCAATTCTTGCCTTCA
GCCGTCAGGAACACCTCTAA
CATTGATGGGGATGGTAAGG
GAGCAGCAACTCCAGGCTAC

3'
TCTTCTGCAAGCAACAGCAA
ACCCTGGAGGACAAAGGAGT
ACCCAAATACTCGGCTTCCT
AATGTTCTGGGCTCTGATGG
TCCTGCTGCTTCTGTITCCTT
CTTCCTCTTTTCCCCCTGAC
GAAAGAGGCTGTGAGCGAGT
GGTGCTGAAGTCGAAGATGG
GGACTGGAGACTTTCGGTTTC
CACGTCAATCAGGAAGAGCA
GCCTTGAGCTGTTTCCTGAC
AAGTCCCAAACCCCACTCTT
TGAATGGCACAACTCACACA
AGCTGAAATCTGTGGGTGCT
GAGAGAGGAAGACGGCACAC
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Annexe I11. Génes régulés par le MY XYV dans les BM-DC ovines, 8 heures post-infection

(FC>1.5)
HUGO ENSEMBL TO_T8

THBS1 ENSGO0000137801 -12,104825 MYOT ENSG0O0000120729 -2,6185892
ANGPT1 ENSGO0000154188 -5,0831914 PPAPZC ENSGO0000141934 -2,5840209
DAB2 ENSGO0000153071 -4,9207306 EIF2C4 ENSGO0000134698  -2,5784724
CEBPA ENSGO0000245848 -4 5339756 SH3IPXD2B ENSGO0000174705 -2, 5666006
DLC1 ENSGO0000164741 -4 373287 TSPAN14 ENSG0O0000108219  -2,5536437
ADORA3 ENSGO0000121933 -4,339663 FMN1 ENSG00000186031 -2,54357
ADAM19 ENSG00000135074 -4,273935 RALA ENSGO0000006451 -2,5386446
SORT1 ENSGO00001 34243 -4,230629 SLC48A1 ENSG0O0000211584  -2,5062404
SLC38A9  ENSGO0000177058  -4,1419744 SRD3A1 ENSG00000145545  -2,488971
0GT ENSGOD00014T162 -4,07493 HSPA4 ENSGO0000170606  -2,4881527
SESN3 ENSGODOON149212 -4.022517 IL16 ENSGO0000172349 -2,4794524
TNS3 ENSGO0000136205 _3:949524 IDH3A ENSGO0000166411 -2,4395905
MREL15 ENSGODOON137547 -3,943624 TSPANT ENSGO0000156298 -2,429529
SLC36A1  ENSG00000123643  -3,8171687 GLsS ENSG00000115419  -2,4287565
cTsC ENSGO0000109861 -3.804367 CcD14 ENSGO0000170458 -2, 4084036
Clorfl16 ENSGO0000182795 -3,7557406 TEC1D20 ENSGO0000125875 -2,3528717
ASPH ENSGO0000198363 -3,7407455 PTDSST ENSGO00001564 71 -2,335465
TSKU ENSGO0000182704 .3,5177042 FAM4SA ENSGO0000119979 -2,3320503

RGAG4 ENSGO0000242732 -2,328735
ITGAM ENSGO0000169896 -3.470677

TBL1XR1 ENSGO0000177565 -2,306689
ZFHX3 ENSGO0000140836 -3,4066832

CDC42EP3 ENSGQO0000163171 -2,303504
CDC25B ENSGO0000101224 -3,4029765 AMDA ENSGO00000123505  -2,3029766
ADA ENSGO00000196833  -3,3638528 TCEB3 ENSGO0000011007  -2,297168
PALLD ENSGO0000129116 -3,3174713 TERT ENSGO0000164362 2,2967234
ENPP1 ENSG00000197594 -3,2763755 KANKA ENSG00000107104 -2,206562
NEGAMT2 ENSGO0000150456 -3,271776 GNAQ ENSGO0000156052  -2,2945724
GPR116 ENSG00000069122 -3,2438998 RRAGC ENSGO0000116954  -2,2658784
EDN1 ENSGO0000078401 -3,2329326 PDIAY ENSGO0D00155660  -2,2642456
TMEMZ20 ENSGO0000176273 -3,1944888 MEGEY ENSGO0000106780  -2,2641184
RRM2 ENSGO0000171848  -3,150581 TMEM109  ENSGO0000110108  -2,2527134
ADO ENSGO0000181915  -3,1262782 TMEDA4 ENSGOD000158604 -2 246437
MSRA1 ENSGO0000038945 -3,0842679 MAGED2 ENSGO0000102316 -2,236463
THNFAIPBL3 ENSGO0000183578  -3,0743045 CANX ENSGO0000127022  -2,2253578
LHFFL2 ENSGO0000145685 -3,06086 DCPSs ENSGO0000110063 -2,218266
TP53INP1 EMNSGO0000164938 -3,0683599 FAM136A ENSG00000035141 -2,1996722
RASAL3 ENSGO0000105122 -3,063362 MID11P1 ENSGO0000165175  -2,1980848
INHBA ENSGO0000122641 -3,0559092 TUBA1B ENSGO0000123416  -2,1969488
TBL2 ENSGO0000106638 -3,0461254 ASRGL1 ENSGO0000162174  -2,1752942
STBGALA ENSGO0000073849 -3,0440776 APPL2 ENSGO0000136044  -2,1743515
PPARG ENSGO0000132170 -3,0239935 SNRNP25 ENSG00000161981 -2,1721563
PDGFC ENSGO0000145431 -3,0031092 PICALM ENSGO0000073921 -2,1577106
LYL1 ENSGO0000104903 -2,9960942 GSTA4 ENSGO0000170899  -2,1515605
SMADS ENSGO0000113658 -2,9777477 RNF160 ENSGO0000198862  -2,1446543
PPP1RAC ENSG00000110938 -2 B74196 C1lorf107 ENSGO0000117597  -2,1414292
ASAH1 ENSGO00D0104763  -2,8619075 ALAD ENSG00000148218  -2,1212044
MSRB3 ENSGO0000174099  -2,8578B067 MVD ENSG00000167508  -2,1205316
CAPRIN1  ENSGO0000135387  -2,8298573 RHOT2 ENSGO0000140983 -2,11835
MARVELD1 ENSGO0000155254  -2,8245814 POLR2D  ENSG00000144231  -2,1149182
DBNDD2Z  ENSGO0000244274  -2,8128538 SYCP3 ENSG00000139351  -2,1145709
EN1 ENSGO0000115414 -2.812543 TRAF3IP3 ENSGO0000009790 -2,1025555
KIAA2013  ENSGO0000116685  -2,7889707 ABCG2 ENSG00000118777  -2,0948813
AKR1CA4 ENSGO0000198610 -2.7794404 CELF5 ENSGOD000161082 -2,0817401

NUDT4 ENSGO0000173598 -2,081032

MRC1 ENSGOD000120586  -2,7323272
AGPATS ENSGOD000155189 -2,715966
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C11orf83 ENSGO0000204922  -2,0708683 GPRB5 ENSGO0000140030 1,7234998
LIPA ENSGO0000107798 -2,068714 SVIL ENSGO0000197321 1,7715406
CBFB ENSGO0000067955  -2,0634782 ZDHHC17  ENSGO0000186908 1,7722063
MANTC ENSGO0000117643  -2,0569766 PARP10 ENSGO00000178685 1,794061
CTSK ENSGO0000143387 -2,052793 TRAM1 ENSGO0000067167 1,8010179
CADM1 ENSGO0000182985  -2,0485098 BTC ENSG00000174808 1,8218845
RPSGKBA1 ENSGO0000108443  -2,0427628 CZorfG8 ENSGOD000168887 1,8268657
TARDEP ENSGO0000120948  -2,0414119 ANKRD12  ENSGO0000101745 1,8295852
ARLSE ENSGO00D0134108  -2,0378034 MED13 ENSG00000108510 1,8347397
NUTF2 ENSGO0000102898 -2,0365696 WHSC1L1 ENSG00000147548 1,8513275
ZMYND8  ENSG00000101040  -2,0353696 TEC ENSG00000135605  1,8543788
P4HB ENSG00000185624  -2,035319 CKS2 ENSG00000123975  1,858421
COROIC  ENSGO0000110880  -2,0348504 ccs ENSG00000173992  1,8642584
GGAZ ENSGO00000103365  -2,0325046 GPR171 ENSGO00000174946 1,8654718

GEMING ENSG00000152147 1,8725157
RERE ENSG00000142599 1,8877242
NFKEIB ENSG00000104825 1,8939517
PPP4R2 ENSGO00000163605 1,8983426

ATPEV1BZ ENSGO0000147416 -2,025693
RNASET2 ENSGO0000026297  -2,0110743
MRPLZ2B ENSGO0000086504 -2,010977

AACS ENSGO0000081760  -2,00048 DNAJC7  ENSGO00D0168259 18993776
GPD2 ENSG00000115159  -1,9952009 KIN ENSGO0000151657 19016694
MANSC1 — ENSG00000111261  -1,9933172 C9orf119  ENSGO0000175854  1,9108058
CDK2AP1  ENSGO0000111328  -1,990466 DMXL1 ENSG00000172869  1,9109756
NEKG ENSG00000119408  -1,9727685 DCP2 ENSG00000172795  1,9129122
FGD3 ENSGO00000127084  -1,9653734 RNF138  ENSG00000170881 19210193
RAVERZ ENSGO0000162437  -1,8621267 GNE ENSGO0000159921 1,9601679
ST3GAL4 ENSGO0000110080  -1,9587900 ARFGEF1  ENSGOOO000BETTT 1,9631382
FAM129B ENSGO0000136830  -1,9537699 MRPL53 ENSGO0000204822 1,8645207
PON2 ENSGO0000105854  -1,9484347 MYOF ENSGO0000138119  1,9655384
TUBB2B  ENSGO0000137285  -1,9312935 PIK3AP1  ENSGO0000155629 19766542
PEPD ENSG00000124299  -1,9230673 VDR ENSG00000111424  1,8938223
NUDT16  ENSGO0000198585  -1,8099187 RIPK1 ENSGO0000137275  2,007421
TUBB3 ENSG00000198211  -1,8555485 MAF1 ENSG00000179632  2,0129426
MRPL12  ENSGO0000183093  -1,8345804 TMEMS0A  ENSGO0000183726  2,0301867
TUBB6 ENSG00000176014  -1,8309596 CCRL2 ENSGO0000121797  2,0410948
SLAMF1 ENSGO0000117090  -1,8281904 PPP1R16B ENSGO0000101445 2,0443456
EPB41L1  ENSGO0000088367  -1,8222001 FLTILG ENSG00000090554  2,0468066
MLYCD ENSGO0000103150  -1,8221816 HIVEP2 ENSGO00000010818 20677671
TUBB2C ~ ENSGO00000188229  -1,8213803 RSRC2 ENSG00000111011  2,0758033
DDOST ENSG00000244038  -1,8141043 RNF31 ENSG00000092098  2,0814247
ST8SIAT  ENSG00000111728  -1,7911078 RABSA  ENSGO0000123595  2,1037028
WIPI1 ENSGO0000070540  -1,7804538 ETNK1 ENSGO00000139163  2,1085465
STOM ENSGO0000148175  -1.763204 ZFP36 ENSGO0000128016  2,1087782
LGMN ENSGO0000100800 -1 7456642 STK38L ENSGO00000211455  2,1124582
' ESPL1 ENSGO0000135476  2,1190948

TPM1 ENSG00000140416  -1,7452528
GTF2B ENSGO0000137947  2,129361
CDIPT ENSG00000103502  -1,7203306 RIPK3 ENSGOOD00120466 21203693
RBM38 ENSG00000132819 -1.70172 IL18 ENSGO00000150782 21364162
MARS ENSG00000166986  -1,6396781 NKTR ENSG00000114857  2,1420748
SEMA3F  ENSGO00000001617  -1,6025772 NGF1 ENSGO0000158517 21428633
UNG ENSG00000076248  -1,5886773 MED30 ENSGO0000164758  2,1584494
TSR1 ENSG00000167721  -1,5302081 SP140 ENSGO0000079263  2,1627672
LDLRAD3 ENSGO0000179241 1,5830795 SLCO1AZ  ENSGO0000084453 21701431
FAM1294 ENSGO0000135842 1,6247069 TBC1D15 ENSGO0000121749 2171512

MARCKS  ENSGO0000155130  1,6830437

IL5 ENSG00000113525  1,7159733
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CCNB3 ENSG00000147082  2,1742647 MPST ENSGO0000128309  2,7042804
SLC2A1 ENSGO00000117394  2,1755373 FAM1118  ENSG00000189057  2,7156498
CCNDBP1  ENSGO0000166946  2,1773214 DCTNG ENSGO0000104671  2,7366948
CYP27B1  ENSGO0000111012  2,205285 STAM2 ENSG00000115145  2,7387898
PSME2 ENSGO00000100911 2,224962 PLEKHA3  ENSG00000116095  2,7446394
MRRF ENSGO00000148187  2,2336056 DNAJC13  ENSGO0000138246  2,7462494
FTSJD2 ENSGO00000137200  2,256079 CARD6 ENSG00000132357  2,7557282
ARHGAP17 ENSG00000140750  2,2574983 DYSF ENSG00000135636  2,7848485
USP9Y ENSGO0000114374  2,2639208 GSTZ1 ENSG00000100577  2,7880223
TTF2 ENSGO0000116830  2,2707858 KIAAD355  ENSGO0000166398  2,8032486
CYTH2 ENSGO0000105443  2,2829409 NT5C3 ENSG00000122643  2,809819
RFC1 ENSGO0000035928  2,2845933 CALCOCO2 ENSGO00000136436  2,841949
MYC ENSGO0000136997  2,2918613 CD40 ENSG00000101017  2,8550286
THOC7 ENSGO0000163634  2,2938921 CFLAR ENSG00000003402  2,8680115
FAS ENSG00000026103  2,3023403 TAP2 ENSG00000228582  2,8845665
MGEAS ENSGO00000198408  2,313069 UVRAG ENSG00000198382  2,8860555
MCL1 ENSGO00000143384  2,3177168 PSMA2 ENSG00000106588  2,898435
SNAP23  ENSG00000092531  2,3188007 PKNOX1  ENSGO0000160199  2,9062536
USPIX ENSGO0000124486  2,3339477 UBAP1 ENSGO0000165006  2,9173045
GMNN ENSGO00000112312  2,3448226 DUSP5 ENSGO0000138166  2,9447668
DNAJB2 ~ ENSGO00000135924  2,3509083 DHRS3 ENSG00000162496  2,9723318
TNFSF13B  ENSGO0000102524  2,3514838 ASCC3 ENSG00000112248  2,9731264
CASPB ENSGO0000064012 2,3591444 TES ENSGO0000135269 3,025903
PPFIBP1 ENSGO00001 10841 2,363266 CASPS ENSGO0000137757 3,0380323
H3F38 ENSGO00000132475  2,3658473 ETV3 ENSG00000117036  3,064671
ELL2 ENSG00000118885  2,3792531 ING2 ENSG00000168556  3,0668387
FAM178A ENSGO0000119906 2,3963532 GYPC ENSGO0000136732 3,075171
BCL2A1 ENSGO0000140379 24007688 CDADCA ENSGO0000102543 3,125444
RUFY1 ENSGO0000176783 2,4021955 ACADM ENSGOO000117054 3,1259866
SAV1 ENSGO0000151748 2,4064229 MIAT ENSGO0000154305 3,138651
HSD17811 ENSGO0000198189 2,441104 CREBA1 ENSGO0000118260  3,1837401
BBS4 ENSG00000140463  2,4515138 TP53INP2  ENSGO0000078804  3,2189033
KIAA1279  ENSG00000198954 2,454399 C210RF91 ENSGO0000154642  3,2876544
VAMP5 ENSG00000166899 2,459613 GABBR1 ENSG00000232632 3,30892
MORC3 ENSG00000159256 24607298 HSPAG ENSG00000173110  3,3134272
STKITA ENSGO0000164543 2,4662201 AKAP2 ENSGO0000241978 3,3445756
SERTAD1 ~ ENSG00000197019  2,489188 MARCKSL1 ENSGO00000175130  3,4088593
UBE2J1 ENSGO00000198833  2,4919767 APOBEC3H ENSG00000100298  3,443648
WRN ENSGO0000185392  2,5045085 TRIM34 ENSG00000239456  3,454298
ZFANDZB ENSGO0000158552 2,5229254 HIPK2 ENSG00000064393 3,5534098
LMO2 ENSGO0000135363  2,534591 STX11 ENSG00000135604  3,5605762
DENND5B  ENSG00000170456  2,5365021 TERF2IP  ENSGO0000166848 35630617
RASSF1 ~ ENSGO0000068028  2,5389476 CDC40 ENSGO0000168438  3,564315
PSMB9 ENSGO00000239836  2,5438397 CCDC75  ENSG00000152133 3.57107
PAPDS ENSGO00000121274  2,5520055 LMBR1 ENSG00000105983 35749056
lacc ENSG00000160051  2.5566154 MARCHS  ENSGO0000198060  3,5816321
TOP1 ENSG00000198900  2.5840333 TRAFD1 ~ ENSGO0000135148  3,5857115
BCL2L12  ENSGO00000126453  2,5957882 ZC3HAV1 ~ ENSG00000105933  3,5982642
PNRC2 ENSG00000189266  2,623417 TCF4 ENSG00000196628  3,6573148
HSPH1 ENSG00000120694  2,6547434 SLC25A28 ENSGO0000155287  3,7061744
ACOT11  ENSGO0000162390  2,6601381 \CAM?2 ENSG00000108622  3,713674
PPiL4 ENSG00000131013  2,6733134 RNF114  ENSG00000124226  3,7191832
MAD2L2  ENSGOD000116670  2,6896987 C30rf38 ENSG00000179021 3 7743452
PAPD4 ENSGO0000164329  2,6966808 SATA ENSG00000130066 3 7960975
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EIF2AK2 ENSGO0000055332 10,505376

STAT1 ENSGO0000115415  3,7966669
HSPA1B  ENSG00000232804  3,8121974 IL27 ENSGO0000197272  12,499532
FAMS2A2  ENSG00000137824 3,900797 BST2 ENSGO0000130303  12,5307665
IF135 ENSGOD000068079  3,9214535 MX2 ENSG00000183486  13,535912
PSMF1 ENSGO0000125818  3,9300168 FTSJD? ENSGO0000180917  14,284459
CNP ENSG00000173786 3 9514663 IFIH1 ENSGO00000115267  14,460508
IFI16 ENSGO00000163565  3,9519453 UBA7 ENSG00000182179  19,021008
PARPS ENSGO0000138496  4,0070376 GBP2 ENSGO00000162645 20,0146
CLEC2D ENSGO0000069493 4,082445 RTP4 ENSGO0000136514 22,764814
sDS ENSGO0000135094 4,120404 M1 ENSGO0000157601 33,9119
MAT2E ENSGO0000038274 4,1508675 EIF4E ENSG00000151247 36,850548
HSPA1A ENSGO0000204389  4,1542363 ISG15 ENSGO0000187608  40,765465
RBEPFG ENSGO0000122257 4,2005723 CXCL10 ENSGO0000169245 53,182674
NAP1LS ENSGO0000177432 4,354566

UBE2LG ENSGO0000156587 4,37435

SP100 ENSGO0000067066 4 376559

FBEXO33 ENSG00000165355 4,4099603
EXOSC8H ENSG00000123737 4,418929

AREG ENSG00000109321 4,428231
NLRX1 ENSG00000160703 4,6767616
EAF2 ENSG00000145088 4,6950493
IL1RN ENSG00000136689 47271967
TNF ENSG00000228321 4,767901
TAP1 ENSGO00000188394 4,795807
ATXNT ENSGO0000183635 4,84969
CNOT4 ENSGO0000080802 4,855399
TRIM26 ENSGO0000228881 4,919666
UsP18 ENSGO0000184879 5,0750732
VCPIP1 ENSGO0000175073 5,0930605
RICTOR ENSGO0000164327 5,1752987
XRNZ ENSG00000088930 52401114
DAXX ENSG00000204209 5,3685727
ATAD1 ENSG00000138138 5,3879194
ATXN3 ENSG00000066427 5,4419556
IRF3 ENSG00000126456 5481782
PTX3 ENSG00000163661 5,646346
SP110 ENSG00000135899 5,6771927
ATL3 ENSG00000184743 5,70579
MOW10 ENSGO00000155363 5,8222245
PKDA ENSGO00000008710 6,0390635
TCEAL1 ENSGO0000172485 6,1515317
IFITM1 EMNSGO0000185885 6,372381
PFN1 ENSGO0000108518 6,4791203
EPSTIM ENSGO0000133106 6,8992085
CPT1A ENSG0O0000110090 6,9177976
TRIME ENSG00000121236 6,9316273
COXTA1 ENSGO0000161281 7,2233644
PNPT1 ENSG00000138035 7,2327113
TIFA ENSG00000145365 7.314328
NAMPT ENSGO0000105835 7,381012
IRF1 ENSGO0000125347 7,4908304
PARF14 ENSG00000173193 7,858023
XAF1 ENSG00000132530 8,42086
OAS1 ENSG00000089127 9,321351
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Annexe IV. Fonctions des génes en commun, des DC infectées par le MYXV et ALVAC

GO term Name

response to virus

innate immune response

interspecies interaction between organisms

hematopoietin/interferon-class (D200-domain) cytokine receptor signal transducer activity

NAD+ ADP-ribosyltransferase activity
2'-phosphotransferase activity

polyribonucleotide nucleotidyltransferase activity

defense response

CD8-positive, alpha-beta T cell differentiation

protein tag

pyrimidine nucleoside metabolic process

1ISG15-protein conjugation

eukaryotic translation initiation factor 2alpha kinase activity
tyrosine phosphorylation of STAT protein

virus-infected cell apoptosis

detection of chemical stimulus involved in sensory perception of bitter taste

Pathway Name

RIG-I-like receptor signaling pathway

Hydrolysis of cytosclic nucleoside 5 -monophosphates by 5°-nuclectidase, cytosolic Il
Inhibition of PKR

IFN-gamma pathway

TF Name
IRF1

GO term Id

G0:0009615
GO:0045087
G0:0044419
G0:0005062
G0:0003950
G0:0008665
G0:0004654
G0:0006952
GO:0043374
G0:0031386
G0:0006213
G0:0032020
GO:0004694
G0:0007260
G0:0006926
G0:0001580

Pathway Id
5713
1621
1232
7964

TF Id
IRF-1
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Genes Ratio GO term p-value (corrected)
7% 5.36789160896885e-08
1% 0.000185785772702545
2% 0.000265560498842995

50% 0.000229893747032626
9% 0.0076585955654034
100% 0.0210696077402852
100% 0.0210696077402852
1% 0.0246106177165149
50% 0.0294821043674367
50% 0.0294821043674367
33% 0.0401819563761492
25% 0.0392685890142571
25% 0.0392685890142571
25% 0.0392685890142571
25% 0.0392685890142571
20% 0.0459939462668341

Genes Ratio  Pathway p-value (corrected)
4% 0.0251996780811764
100% 0.0477539882448336
100% 0.0477539882448336
5% 0.0481317457125742

Genes Ratio  TF p-value (corrected)
0% 0.0276911580908373

Gene Symbols

EIF2AK2 ; IFIH1 ; ISG15 ; MX1 ; MX2 ; STAT1 ;
IFIH1 ; IFITM1 ; IRF1; 1SG15 ; MX1 ; MX2 ; STAT1 ;
GTF2B ; IFIH1; I1SG15; SP110 ; STAT1 ;
SP110; STAT1 ;

PARP14 ; PARPY ;

NT5C3 ;

PNPT1 ;

MX1; MX2 ; TAP1 ;

IRF1;

ISG15 ;

NT5C3 ;

ISG15 ;

EIF2AK2Z ;

STAT1;

EIF2AK2 ;

RTP4 ;

Gene Symbols
CXCL10; IFIH1 ; ISG15 ;
NT5C3 ;

EIF2AK2 ;

IRF1; STAT1;

Gene Symbols

EIF2AK2 ; EPSTI1 ; IFITM1 ; MX1 ; MX2 ; RTP4 ; SP110

; USP18
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Annexe V. Fonctions des geénes en commun, des DC infectées par le MYXV et MVA

GO term Name GO term Id Genes Ratio GO term p-value (corrected) Gene Symbols
response to unfolded protein GO0:0006986 3% 0.0171830927232163 HSPA1A ; HSPA1B ; HSPA4 ; HSPAG ;
anti-apoptosis G0:0006916 2% 0.0367104494366337 BCL2A1 ; HSPA1A ; HSPA1B ; MCL1 ;
mRNA catabolic process G0:0006402 13% 0.0259775659458227 HSPA1A ; HSPA1B ;
phagocytosis G0:0006909 10% 0.0386918993398046 CD14 ; CORO1C;
chlordecone reductase activity GO:0047743 100% 0.034491728226391 AKR1C4 ;

glutamine catabolic process G0:0006543 100% 0.034491728226391 GLS;

malonyl-CoA decarboxylase activity G0:0050080 100% 0.034491728226391 MLYCD ;
methylmalonyl-CoA decarboxylase activity G0:0004492 100% 0.034491728226391 MLYCD ;

opsonin receptor activity G0:0001847 100% 0.034491728226391 CD14;

organic acid metabolic process G0:0006082 100% 0.034491728226391 ACADM ;

protein channel activity G0:0015266 100% 0.034491728226391 MCL1 ;

regulation of fatty acid beta-oxidation G0:0031998 100% 0.034491728226391 MLYCD ;
3-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase (B-specific) activity G0:0047042 50% 0.0375930816025285 AKR1C4 ;

B cell apoptosis G0:0001783 50% 0.0375930816025285 MYC ;

acetyl-CoA biosynthetic process G0:0006085 50% 0.0375930816025285 MLYCD ;

cellular chaperone-mediated protein complex assembly G0:0034619 50% 0.0375930816025285 HSPA4 ;

glutaminase activity G0:0004359 50% 0.0375930816025285 GLS;

meiosis | GO:0007127 50% 0.0375930816025285 CKS2 ;

spermine biosynthetic process G0O:0006597 50% 0.0375930816025285 AMD1 ;

sterol esterase activity G0:0004771 50% 0.0375930816025285 LIPA ;

glucose metabolic process G0:0006006 4% 0.0379368209198678 MYC ; TNF;

positive regulation of cell proliferation G0:0008284 2% 0.0491731006354514 CDC25B ; CXCL10 ; MYC ;
adenosylmethionine decarboxylase activity G0:0004014 33% 0.0427393966490342 AMD1 ;

bile acid transmembrane transporter activity G0:0015125 33% 0.0427393966490342 AKR1C4 ;

carnitine metabolic process G0:0009437 33% 0.0427393966490342 ACADM ;

peptidyl-amino acid modification G0:0018193 33% 0.0427393966490342 ASPH ;

positive regulation of heart rate G0:0010460 33% 0.0427393966490342 EDN1 ;

S phase of mitotic cell cycle G0:0000084 25% 0.0446239511458577 CDK2AP1 ;

cardiac muscle cell differentiation G0:0055007 25% 0.0446239511458577 ACADM ;

lipase activity G0:0016298 25% 0.0446239511458577 LIPA ;
lipopolysaccharide receptor complex G0:0046696 25% 0.0446239511458577 CD14;

mitochondrial outer membrane translocase complex assembly ~ GO:0070096 25% 0.0446239511458577 HSPA4 ;
peptide-aspartate beta-dioxygenase activity G0:0004597 25% 0.0446239511458577 ASPH ;

response to molecule of bacterial origin G0:0002237 25% 0.0446239511458577 CD14;

transcription from mitochondrial promoter G0:0006390 25% 0.0446239511458577 MRPL12 ;

Pathway Name Pathway Id Genes Ratio Pathway p-value (corrected) Gene Symbols
Hypoxia-inducible factor in the cardivascular system 3949 19% 0.00419072013489795 ASPH ; CREB1 ; EDN1;
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Annexe VI. Fonctions des génes en commun, des DC infectées par le MYXV et NYVAC

GO term Name

interspecies interaction between organisms
CD8-positive, alpha-beta T cell differentiation
glutaminase activity

meiosis |

glutamine catabolic process

opsonin receptor activity

positive regulation of heart rate

lipopolysaccharide receptor complex

response to molecule of bacterial origin
peptidoglycan receptor activity

regulation of systemic arterial blood pressure by endothelin
chronic inflammatory response to antigenic stimulus
cyclin-dependent protein kinase regulator activity
prostaglandin receptor activity

spindle organization

phagocytic cup

Pathway Name
Hypoxia-inducible factor in the cardivascular system
The information processing pathway at the ifn beta enhancer

GO term Id Genes Ratio GO term p-value (corrected)

G0:0044419 1% 0.0256068241139497
G0:0043374 50% 0.0265224360449774
G0:0004359 50% 0.0265224360449774
G0:0007127 50% 0.0265224360449774
G0:0006543 100% 0.0309541150762868
G0:0001847 100% 0.0309541150762868
G0:0010460 33% 0.0347980208740556
G0:0046696 25% 0.0371043734990794
G0:0002237 25% 0.0371043734990794
G0:0016019 20% 0.0386363168350099
G0:0003100 20% 0.0386363168350099
G0:0002439 14% 0.0432411743815973
G0:0016538 14% 0.0432411743815973
G0:0004955 14% 0.0432411743815973
GO0:0007051 13% 0.0463129658522267
G0:0001891 11% 0.0490194101789284
Pathway Id Genes Ratio Pathway p-value (corrected)
3949 13% 0.0263253735771522
3944 7% 0.044156883692476
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Gene Symbols
CREB1 ; GTF2B ; KIN ;
IRF1;

GLS;

CKS2;

GLS;

CD14 ;

EDNT1 ;

CD14;

CD14 ;

CD14;

EDN1 ;

TNF ;

CKSs2;

PPARG ;
CKS2 ;

TNF ;

Gene Symbols
CREB1 ; EDN1 ;
GTF2B; IRF1;
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Annexe VII. Structure des plasmides donneurs pAT (A), pAT-VP5 (B), pAT-VP2 (C), pAT-
VP2/5 (D). GPT: cassette de sélection E.co GPT (xanthine-guanine
phosphoribosyltransférase), Amp®: résistance a I’ampicilline, MOO9L et MOI2L : génes du
MYXV, H6p : promoteur du virus de la vaccine, 42k : promoteur entomopoxvirus, VP2 et
VPS5 sont des génes synthétiques du BTV-8.

MOOSL MooSL
A GPT B
AmpR AmpR 42Kp
pAT Synthetic BTV8 VPS5
MO12L 6214 bp Mo12L
C D
MOOSL MOOSL
AmpR AmpR 42Kp
pAT-VP2/5 Synthetic BTVS VP5
MO12L Mo12L 10935 bp
Hép Hép

Synthetic BTV8 VP2 Synthetic BTV8 VP2
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Résumé

Les poxvirus sont considérés comme des vecteurs vaccinaux de choix. Parmi eux le virus
myxomateux (MYXV) prototype du genre leporipoxvirus a été positivement évalué chez
différentes espéces animales, excepté les ruminants.

Dans ce travail, nous avons évalué la souche atténuée SG33 du MYXV en tant que vecteur
vaccinal non réplicatif chez les moutons. Dans un premier temps, nous avons étudié les
interactions entre le SG33 et les cellules dendritiques (DC). Nous avons montré in vitro que le
SG33 est capable d’infecter les DC, et préférentiellement la sous-population de DC de type
Langerhans. Bien que le cycle de réplication du SG33 soit abortif, I’expression du transgene
dans ces cellules a été démontrée. Aprés maturation, les DC ovines restent sensibles au SG33
mais entrent en apoptose dans les huit heures qui suivent I’infection. In fine, I’analyse du
profil d’expression génique des DC infectées, montre que la majorité des genes surexprimés
est impliquée dans la réponse inflammatoire, la réponse immune et les voies de signalisation
des interférons de type I.

Par la suite, ’efficacité du SG33 comme vecteur vaccinal chez le mouton a été démontrée en
utilisant comme modele d’épreuve une souche hypervirulente du virus de la bluetongue
(BTV). Des moutons ont été immunisés avec du SG33 exprimant la protéine VP2 associée ou
non a la protéine VP5 du BTV. Seule I'immunisation avec le SG33 exprimant VP2 a permis
d’induire une protection clinique et virologique contre une inoculation d’épreuve avec le BTV
homologue. La protection est corrélée a la présence d’anticorps neutralisants chez les moutons
avant inoculation d’épreuve. Les niveaux de VP2 produite par les 2 virus recombinants
seraient a 1’origine de la différence de protection observée. Finalement, la protéine VP7 étant
responsable d’une protection croisée partielle entre sérotypes du BTV, nous avons montré que
I’inoculation intradermique de SG33 exprimant VP7 a des moutons, induisait 1’apparition
d’une réponse humorale et cellulaire CD4" spécifique de VP7. Toutefois, cette réponse
immunitaire ne s’est pas révélée protectrice lors d’une inoculation d’épreuve hétérologue.

Ces résultats indiquent que le MYXV est capable d’induire une réponse immune adaptative
efficace, conduisant a une protection significative contre une inoculation d’épreuve sévere,
faisant de ce virus, un vecteur prometteur pour la vaccination des ruminants.
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Summary

Poxviruses are deemed as vaccine vectors of choice. Among them, the myxoma virus
(MYXYV), the prototype of the Leporipoxvirus genus has proved its efficacy in different
animal species but not in ruminants. In this work, we evaluated SG33, an attenuated strain of
MYXYV as a non-replicative vaccine vector in sheep.

In a first study, we examined interactions between SG33 and ovine dendritic cells. We
showed in vitro that SG33 infect ovine dendritic cells (DC) mainly the subpopulation of
Langerhans-type. Expression of the recombinant antigen was demonstrated although the cycle
of SG33 replication was abortive. After maturation, the ovine DC remained susceptible to
MY XV, although apoptosis occured within eight hours after infection.Finally, analysis of the
gene expression profile of infected DC highlighted that most overexpressed genes are
involved in the inflammatory and immune responses, and the signaling pathways of type I
interferon.

Subsequently, the final demonstration of the SG33 efficacy as a vaccine vector in sheep was
carried out using as challenge experiment. We used a highly virulent bluetongue virus
challenge model to test protection of sheep previously immunised with SG33 expressing the
major VP2 protein antigen of BTV, associated or not with the VP5 protein. We showed that
only two immunisations with SG33 expressing VP2 alone elicited a significant clinical and
virological protection in sheep against the homologous BTV challenge. Protection was mainly
correlated with the presence of neutralising antibodies in sheep before challenge. Differences
of VP2 expression between the two SG33 recombinant viruses may explain the differences of
protection observed in this study. Finally, since VP7 protein of BTV was suggested to induce
cross protective immunity between BTV serotypes, we showed that intradermal inoculation of
sheep with SG33 expressing the VP7 protein, can generate an humoral and a CD4" cellular
immune response specific to VP7. However, this immune response did not provide protection
against an heterologous BTV challenge.

Taken together, these results indicate that MYXV is able to induce an effective adaptive
immune response in sheep, leading to significant protection against a severe challenge,
making this virus a promising vector for vaccination of ruminants.
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Résumé

Les poxvirus sont considérés comme des vecteurs vaccinaux de choix. Parmi ecux le virus
myxomateux (MYXV) prototype du genre leporipoxvirus a €té positivement évalué chez
différentes espéces animales, excepté les ruminants.

Dans ce travail. nous avons ¢évalué la souche atténuée SG33 du MYXV en tant que vecteur
vaccinal non réplicatif chez les moutons. Dans un premier temps, nous avons étudié les
interactions entre le SG33 et les cellules dendritiques (DC). Nous avons montré in vitro que le
SG33 est capable d'infecter les DC, et prétérenticllement la sous-population de DC de type
Langerhans. Bien que le cycle de réplication du SG33 soit abortif, 1'expression du transgéne
dans ces cellules a été démontrée. Aprés maturation, les DC ovines restent sensibles an SG33
mais entrent en apoptose dans les huit heures qui suivent 'infection. fn fine, 'analyse du
profil d’expression génique des DC infectées, montre que la majorité des génes surexprimeés
est impliquée dans la réponse inflammatoire, la réponse immune et les voies de signalisation
des interférons de type |

Par la suite, "efficacité du SG33 comme vecteur vaccinal chez le mouton a ét¢ démontrée en
utilisant comme modéle d’épreuve une souche hypervirulente du virus de la bluetongue
(BTV). Des moutons ont été¢ immunisés avec du SG33 exprimant la protéine VP2 associée ou
non a la protéine VPS5 du BTV. Seule I'immunisation avec le SG33 exprimant VP2 a permis
d’induire une protection clinique et virologique contre une inoculation d’épreuve avec le BTV
homologue. La protection est corrélée a la présence d’anticorps neutralisants chez les moutons
avant inoculation d’épreuve. Les niveaux de VP2 produite par les 2 virus recombinants
seraient a I"origine de la différence de protection observée. Finalement, la protéine VP7 étant
responsable d’une protection croisée partielle entre sérotypes du BTV, nous avons montré que
I"inoculation intradermique de 5G33 exprimant VP7 4 des moutons, induisait 1"apparition
d'une réponse humorale et cellulaire CD4 spécifique de VP7. Toutefois, cette réponse
immunitaire ne s’est pas révélée protectrice lors d™une inoculation d*épreuve hétérologue.

Ces résultats indiquent que le MY XV est capable d'induire une réponse immune adaptative

efficace, conduisant 4 une protection significative contre une inoculation d’épreuve sévere,
faisant de ce virus, un vecteur prometteur pour la vaccination des ruminants.
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