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RESUME

Les adjuvants sont des composés qui peuvent augmenter et/ou moduler la réponse
immunologique contre une molécule immunogene. La protéine P97 de Mycoplasma
hyopneumoniae a été caractérisée comme étant une protéine assurant 1’adhésion de
cet organisme aux cellules ciliées des voies respiratoires chez le porc favorisant le
développement de la pneumonie enzootique. Des études précédentes ont montré que
la portion C-terminale de la P97 (P97c), lorsque couplée a d’autres protéines
immunogenes et délivrée in vivo avec des adénovecteurs, augmente la réponse en
anticorps contre ces immunogenes, ce qui suggeére un effet adjuvant de la P97c. La
protéine recombinante P97c¢ a été produite afin de déterminer son réle potentiellement
adjuvant. Dans cette optique, le géne codant la P97c a été cloné dans le vecteur pET-
21b (+). L’expression de la protéine a été réalisée dans des bactéries Rosetta Gami
transformées par le vecteur pET-21b (+) et les conditions optimales de culture pour
I’expression ont été déterminées. Peu importe les conditions utilisées, I’expression de
la protéine générait de nombreuses formes tronquées de la P97c. La séquence codant
la P97c a été alors clonée dans le vecteur pET-22b (+), permettant d’introduire une
séquence d’exportation vers le périplasme. L’expression de la P97c a été réalisée dans
les bactéries BL21 DE3 transformées par le vecteur pET-22b (+) tout en déterminant
les conditions optimales de culture pour 1’expression. Les résultats ont démontré que
deux formes de la P97c (la compléte et une tronquée) ont été retrouvées dans la
fraction périplasmique des bactéries induites. Suite a leur purification, les deux
formes de la protéine ont pu €tre séparées par chromatographie d’exclusion stérique,
ce qui a permis d’obtenir la P97¢c recombinante entié¢re seule et en quantité suffisante
pour des €tudes de caractérisation de 1’activité biologique in vitro et ultérieurement in
vivo. Ces deux formes ont été analysées par un test de dichroisme circulaire qui a
montré une structure désordonnée pour la forme compléte et une structure
partiellement hélicoidale pour la protéine tronquée. L’activité biologique de P97c a
été déterminée en exposant des cellules dendritiques de souris C57BL/6 a différentes
doses de la protéine. Puis un test d’ELISA a été effectué¢ pour la mesure des
cytokines. Le niveau de I’Interleukine-6 (IL-6) a augmenté graduellement avec
Paugmentation de la concentration de la P97c en présence et en absence de
polymyxine B. Le Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) a été aussi détecté par la
stimulation des cellules dendritiques avec la P97c en présence et en absence de

polymyxine B.

MOTS CLES : Mycoplasma hyopneumoniae, P97c, Vaccin, Adjuvant, Expression,
Chromatographie d’exclusion stérique, Dichroisme circulaire.



INTRODUCTION

La vaccination a comme but de générer une réponse immunitaire offrant une
protection a long terme contre l'infection. Méme si la vaccination a permis
d’améliorer 1’état de santé des populations humaines et animales dans le monde,
plusieurs maladies infectieuses demeurent sans vaccins. Contrairement aux vaccins
vivants atténués, les vaccins & base d’organismes entiers tués ou les vaccins sous-
unitaires nécessitent généralement l'ajout d'un adjuvant pour étre efficaces. Les
adjuvants sont des composés qui augmentent ou orientent la réponse immunitaire
contre des antigénes co-administrés (Aguilar and Rodriguez, 2007). Les vaccins
conventionnels sont & base d'organismes entiers vivants atténués ou inactivés par un
processus chimique. Cependant, la réapparition de la virulence dans les vaccins
atténués ou l'inactivation incompléte et la faible réponse immunitaire dans les vaccins
conventionnels, sont des inconvénients auxquels font face les intervenants en santé
(Gregoriadis, 1998). Ainsi, le développement de vaccins a base de protéines
recombinantes ou encore de vecteurs qui, lorsqu'administrés, peuvent produire chez
l'individu les protéines immunisantes d'intérét sont des stratégies qui permettent
d’éliminer les inconvénients des vaccins conventionnels (Liljeqvist and Stéhl, 1999).
Or, dans I’un ou l’autre cas, avec l'utilisation d'un adjuvant immunitaire de choix,
moins d'antigénes et moins d'injections sont nécessaires pour induire des réponses

immunitaires optimales (Brunner et al., 2010).

Actuellement, la majorité des adjuvants approuvés pour I’usage humain sont a
base de sels d’aluminium (Alun) (Pepponi et al., 2013). Ces derniers présentent le
désavantage d’induire une réponse immune de type Thl (cellulaire) limitée, laquelle
est essentielle pour la protection contre plusieurs pathogénes intracellulaires (Brunner
et al., 2010; Lefeber et al., 2003). Il est donc important de développer de nouveaux

adjuvants.



La protéine P97 de Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae),
I’agent étiologique de la pneumonie enzootique du porc, est impliquée dans
’adhésion microbienne au niveau des cils de I'épithélium du tractus respiratoire et de
la matrice extracellulaire via deux régions, R1 et R2, situées dans sa portion C-
terminale. Les régions R1 et R2 contiennent plusieurs répétitions des motifs
AAKPV/E et GTPNQGKKAE, respectivement. Des études précédentes ont démontré
que la partie C-terminale de P97 (P97c), lorsque fusionnée avec des protéines
d’origine virale [les protéines étant produites in vivo via des adénovecteurs (AdVs)], a
augmenté de maniére substantielle la réponse en anticorps spécifiques de ces
protéines virales dans un modéle murin, suggérant un effet adjuvant de P97c (Roques
et al., 2013). Les profils de réponses en anticorps obtenus étaient de types Th2 (IgG1)
et Thl (IgG2a, IgG2b, 1gG3), indiquant I’induction d’une réponse mixte Th1/Th2.

Dans cette étude, le géne codant la P97c a été cloné dans deux vecteurs
d’expression, pET-21b (+) et pET-22b (+), dans le but d’exprimer et de purifier la
protéine P97c. La protéine a été ensuite analysée pour sa capacité d’induire la

production de cytokines immunitaires par les cellules dendritiques (DCs).



CHAPITRE |

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Mycoplasma hyopneumoniae:

1.1.1 Généralités et impact économique

M. hyopneumoniae est I’une des plus petites bactéries retrouvée dans la
nature. Elle se caractérise par un génome trés petit (580 & 1350 kb) et est dépourvue
de paroi cellulaire (Thacker, 2004). Elle contient un ADN double brin et affiche une
faible proportion de G /C (28,56 % pour M. hyopneumoniae souche 232) (Minion et
al., 2004) et utilise le codon UGA (codon stop chez les autres organismes) pour coder
le résidu tryptophane (Hsu et al., 1997; Sirand-Pugnet et al., 2007). Elle est la plus
importante espéce qui a été identifiée dans le systéme respiratoire des porcs et est
I’agent étiologique primaire de la pneumonie chronique chez le porc (Maes et al.,
1996). La pneumonie enzootique du porc (PEP) se produit lorsqu’il y a une infection
simultanée avec le M. hyopneumoniae et d’autres bactéries opportunistes comme
Pasteurella multocida ou Bordetella bronchiseptica (Thacker, 2004). L’infection par
M. hyopneumoniae est présente dans les troupeaux de porcs et est répandue dans le
monde entier (Maes et al., 1996). Cet agent cause une perte économique importante
dans I’élevage des porcs due au cofit des traitements et 4 un retard de croissance des
porcs (Maes et al., 2008). Les pertes estimées a l'industrie porcine sont de plus de 200

millions de dollars par année (Hsu and Minion, 1998).

1.1.2  Organisme



Les Mycoplasma sont des organismes procaryotes qui différent des virus
parce qu’ils possédent de ’ADN et de I’ARN. De plus, ils sont capables de se
développer dans des milieux de culture. Par contre, M. hyopneumoniae est difficile a
cultiver en laboratoire puisqu’il a besoin d’un milieu nutritionnel trés complexe. Etant
donné que les Mycoplasma s n’ont pas de paroi cellulaire, ils sont alors polymorphes.
Leur diamétre varie entre 0.2 et 0.5 pum. Ils sont sensibles a plusieurs facteurs
environnementaux comme la pression osmotique, les détergents et sont résistants aux
antibiotiques qui interférent dans la synthése de la paroi cellulaire (Fig. 1) (Maes et
al., 1996). Le génome de la souche M. hyopneumoniae 232 a été séquencé (Minion et
al., 2004) et il a été démontré qu’il code pour 691 protéines, ce qui représente environ
92% du génome total (Minion et al., 2004; Pendarvis et al., 2014; Siqueira et al.,
2014).



M. hyopneumoniae

232
892,758 bp

Functional Assignments
[ Amino acid biosynthesis I Translation [ Cellular Processes
[E Biosynthesis of cofactors, prosthetic groups / carriers Hll Transporrt and Binding I Central Intermediary Metabolism
Fatty scid and phospholipid metabolism B RNAs Bl Energy metabolism
[ Purines, pyrmidines, ides and nucleotid 3 Biosynthesis of polyamines [ Hypothetical
[ Replication [T Biosynthesis of sugars [ Other
B Transcription B Cell envelope [ Unassigned

Figure 1. Organisation génomique de M. hyopneumoniae 232

Les fleches extérieures représentent les sens de réplication. En allant de 1’extérieur
vers ’intérieur, le cercle 1 représente les s€équences potentiellement codantes situées
sur le brin positif. Le cercle 2 représente les séquences codantes situées sur le brin
négatif. Le cercle 3 montre les séquences codantes pour les lipoprotéines. Les petites
fleches situées au niveau du cercle 4 représentent la position et la direction des
séquences codantes pour la P97 ou ses paralogues (noir) et pour la P102 et ses
paralogues (orange). Le cercle 5 montre la position des familles de paralogues
contenant au moins 3 membres. Les fléches du cercle 6 indiquent la position des



séquences codantes pour les ARNr (bleu) et les ARNt (rouge). Source (Minion et al.,
2004).

1.1.3 Mode de transmission

L’infection par M. hyopneumoniae survient chez les porcs et les sangliers de
tout 4ge (Sibila et al., 2009b). La transmission du pathogene se fait par contact direct
entre les animaux ou par les aérosols (Maes et al., 1996; Marois et al., 2007; Sibila et
al., 2009a). Des études ont démontré que la transmission de M. hyopneumoniae par
les aérosols peut se faire dans un diamétre de 4.7 km (Dee et al., 2009). D’autres
études montrent que la transmission peut se faire dans un diameétre de 9.2 km
(Desrosiers, 2011; Otake et al., 2010).

1.1.4 SymptOmes et pathogénécité

M. hyopneumoniae adhére aux cellules épithéliales ciliées du tractus
respiratoire porcin et endommage 1°épithélium (Seymour et al., 2010; Siqueira et al.,
2014). Cette adhérence provoque la réduction de l'activité ciliaire, la ciliostase ainsi
que la perte de cils, prédisposant les porcs aux infections secondaires (DeBey and
Ross, 1994). La PEP est une maladie respiratoire contagieuse chronique a faible
mortalité mais avec une morbidité élevée (Maes et al., 1996). Elle est caractérisée par
une toux chronique et séche, un retard de croissance, une hyperthermie, une anorexie
et une dyspnée (Kobisch and Marois, 2008). La sévérité des symptomes dépend de la
présence des infections secondaires, des conditions environnementales et de la
virulence de la souche de mycoplasmes (Maes et al., 1996). Les symptomes peuvent
apparaitre entre 1’4ge de 12 & 20 semaines et peuvent persister pendant 8§ 4 12
semaines puis disparaissent progressivement (Kobisch and Marois, 2008; Maes et al.,
1996). Des lésions pulmonaires microscopiques peuvent aussi apparaitre (Marois et

al., 2008; Vicca et al., 2003). Elles se caractérisent par une infiltration des cellules



inflammatoires dans les voies respiratoires et les vaisseaux sanguins (Vicca et al.,
2003).

1.1.5 Traitement

Le contr6le de Pinfection par M. hyopneumoniae est une priorité
internationale. La lutte contre cette infection peut étre accomplie par différentes
fagons, a savoir : une optimisation des pratiques de gestion et les conditions de
logement, l'utilisation des antibiotiques et la vaccination (Maes et al., 2008). Les
vaccins & base de bactéries tuées ou atténuées disponibles commercialement sont
largement utilisés et sont efficaces dans la réduction des signes cliniques, des
infections respiratoires bactériennes secondaires et des lésions pulmonaires (Thacker,
2004). Ces vaccins n’empéchent pas la colonisation du tractus respiratoire par M.
hyopneumoniae et sa transmission (Villarreal et al., 2011), mais permettent
d’améliorer le gain de poids quotidien des animaux, ce qui raccourcit le temps
nécessaire pour atteindre le poids d'abattage (Chae, 2011; Maes et al., 1999).
Cependant, les vaccins capables d’induire la production des IgA et entrainant ainsi le
blocage de la colonisation, paraissent étre plus efficaces (Chae, 2011). Des études ont
montré qu’une sécrétion d’IgA spécifiques & M. hyopneumoniae a la surface de la
muqueuse respiratoire peut former une couche protectrice afin d'éliminer les
pathogenes envahisseurs et prévenir une infection et une colonisation. Ceci suggére
que I’immunité mucosale joue un rdle dans la protection contre I’infection par M.

hyopneumoniae (Hua et al., 2014).
1.1.6 Protéines d’adhésion
Apres son inhalation, M. hyopneumoniae adhére aux composants glycosylés

et aux composants de la matrice extracellulaire pour coloniser son hote (Bogema et

al., 2012). Plusieurs protéines d’adhésion ont été identifiées jusqu’a présent.



1.1.6.1 La protéine P97

Parmi les protéines identifiées chez M. hyopneumoniae, la P97 (ou Mhp 183)
est une protéine de surface de 97 kDa (Zhang et al., 1995). Le géne codant pour la
P97 code pour un précurseur de 126 kDa. Le clivage de 1’acide aminé en position 195
génére une protéine d’adhésion fonctionnelle (P97) et une portion N-terminale (P22)
(Hsu et al., 1997; Jenkins et al., 2006). La P97 est & son tour clivée pour donner une
autre série de peptides. On distingue la portion C-terminale de la P97 contenant la
région R2 (P28) et la P97 excluant la P28 en région C-terminale (P70) (Djordjevic et
al., 2004).

La P97 joue un rdle majeur dans la fixation de pathogéne aux cellules
épithéliales porcines (Hsu et al., 1997). Une étude a montré que des anticorps
monoclonaux dirigés contre la P97 inhibent l'adhésion de M. hyopneumoniae aux
cellules ciliées porcines in vitro, ce qui permet d’identifier la P97 comme étant une

molécule d'adhésion ciliaire (Zhang et al., 1995).

La P97 est constituée de deux régions contenant des motifs répétés dans sa
partie C-terminale, les régions R1 et R2. Dans diverses souches de M.
hyopneumoniae, la région R1 de la P97 posséde un nombre variable de motifs répétés
(AAKPV/E) allant de 8 dans la souche C1735/2 a 15 dans la souche 232 (Fig. 2)
(Djordjevic et al., 2004; Jang and Kim, 2007). La variation dans le nombre de
répétitions d'acides aminés au niveau de la région R1 a été corrélée a la capacité
d'adhérence des bactéries (Pinto et al., 2009). Le site de liaison aux cils est situé dans
la séquence de répétition AAKPV/E de la région R1 de P97 (Fig. 2) (Hsu and
Minion, 1998; Jang and Kim, 2007). Il a ét¢ démontré que 8 répétitions contenues
dans la région R1 sont suffisantes pour I’attachement du pathogéne (Minion et al.,
2000).



Une seconde région de répétitions, R2, située en aval de R1, consiste en 10
acides aminés de s€équence GTPNQGKKAE dont le nombre varie de 3 4 5 dans les
souches de M. hyopneumoniae (Fig. 2) (Hsu et al., 1997; Wilton et al., 1998). La
région R2 est impliquée dans 1’adhésion de M. hyopneumoniae a la matrice
extracellulaire (MEC) de I’hdte. Les deux régions R1 et R2 sont nécessaires pour
permettre la liaison du pathogéne aux glycosaminoglycanes (GAGs) de type héparine
de la MEC (Jenkins et al., 2006).

Une étude a démontré que la portion C-terminale incluant les répétitions R1 et
R2 de P97 sont immunogéniques (Chen et al., 2001). La capacité immunogénique de

la région R1 de P97c a été démontrée chez la souris (Chen et al., 2006).

MKELDNKIKGILPQPPAAKPE/AAKPV/AAKPE/TTKPV/AAKPE/AAKPE/AAKPV/AAKPE/
AAKPV/AAKPE/AAKPV/AAKPE/AAKPV/AAKPE/AAKPVATNTGFSLTNKPKEDYFPMAF

SYKLEYTDENKLSLKTPEINVFLELVHQSEYEEQEIIKELDKTVLNLQYQFQEVKVTSDQ

YOKISHPMMTEGSSNQGKKSE/GTPNQGKKAE/GAPNQGKKAE/GTPNQGKKAEGAPSQ

QSPTTELTNYLPDLGKKIDEIIKKQGKNWKTEVELIEDNIAGDAKLLYFILRDDSKSGDPK

KSSLKVKITVKQSNNNQEPESK

Figure 2. Portion C-terminale des motifs répétés de la protéine P97 (P97c) des
régions R1 et R2

La séquence en jaune représente le motif R1 (AAKPE/V répété 15 fois) et celle en
vert le motif R2 (GSSNQGKKSE répété 4 fois) de M. hyopneumoniae, souche 232.
Les barres obliques (/) démarquent les répétitions.

La P97 a 6 paralogues de protéines de M. hyopneumoniae avec un degré
d’homologie en acides aminés supérieur a 30 % (Mhp 107, 271, 280, 385, 493 et 684)
(Fig. 3) (Minion et al., 2004). Le paralogue Mph 271 est le seul a contenir deux

régions R1 et une région R2 qui se lient a I’héparine sulfate et a la fibronectine de la
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MEC de I’héte (Deutscher et al., 2010). De méme, le Mhp 107 se lie & I’héparine, la

fibronectine et au plasminogéne in vitro (Seymour et al., 2011).

Un autre paralogue de la P97, la protéine P102 (ou Mhp 182) de M
hyopneumoniae (Fig. 3), de 102 kDa, est exprimée in vivo pendant I’infection a partir
du méme opéron mais avec un cadre de lecture (ORF) différent (Adams et al., 2005).
La P102 est clivée en P60 et P42. Les trois protéines P102, P60 et P42 se lient au
plasminogéne et les deux protéines P102 et P42 se lient au fibronectine (Seymour et
al., 2012). La P102 a aussi 6 paralogues (Adams et al., 2005). Tous ces paralogues
sont des protéines de surface (Bogema et al., 2012; Deutscher et al., 2010; Minion et

al., 2004; Seymour et al., 2011; Seymour et al., 2012).

La synthése de ces paralogues est une stratégie que Mycoplasma a développé
pour varier la topographie de sa surface et ainsi échapper & la détection et

I’élimination par le syst¢éme immunitaire de ’h6te (Browning et al., 2011).
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Figure 3. Analyse des paralogues de la P97 et 1a P102 chez M. hyopneumoniae
L’alignement de séquences de protéines paralogues montre des similitudes (noir), des
insertions (lignes verticales) et des délétions (blanc) par rapport aux séquences de
I'opéron d'adhésine P97 (Mhp 183) ou P102 (Mhp 182). Les zones hachurées
indiquent les séquences de P97 et P102. La zone grise n’indique aucune homologie.
Les numéros des ORFs sont indiqués sur la gauche; le nombre d'acides aminés sont
indiqués. Modifi¢ de : (Minion et al., 2004).

1.1.6.2 Autres protéines d’adhésion de M. hyopneumoniae

Une étude a mis en évidence le géne Mhp 494 qui code pour la pré-protéine
P159 de 159 kDa (Burnett et al.,, 2006). Cette protéine se clive pour donner les
fragments P27 (27 kDa), P52 (52 kDa) et P110 (110 kDa). La P159 se clive

rapidement et largement apres la phase de traduction vue qu’elle n’est plus détectable
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par immunobuvardage. Un autre précurseur de la P97, la P126, se clive aussi
rapidement ce qui suggére que la P159 et la P126 sont clivées via la méme voie. Cette
étude a montré aussi que la P52, la portion C-terminale de P110 et certains domaines

spécifiques de P159 sont capables de se lier a I’héparine.

1.2 Laréponse immunologique: de I’immunité innée a I’'immunité adaptative

Les réponses immunitaires sont classées en immunité innée et immunité
adaptative (Akira, 2011). L’ immunité innée est la premiére ligne de défense vis-a-vis
des agents infectieux qui nous entourent, et ceci chez tous les organismes
pluricellulaires. La réponse immunitaire innée qui arrive trés tot suite & une agression,
est une ligne de défense non-spécifique. La premilre barriére de défense est la
barriére peau-muqueuse et la deuxiéme est la phagocytose et la réponse
inflammatoire, qui mettent en jeu les macrophages, les DCs, les cellules tueuses
naturelles (NK) et les cytokines (Villasenor-Cardoso et al., 2013). La réponse
immunitaire innée peut-étre induite par un signal émis suite a I’interaction spécifique
entre des récepteurs du soi appelés PRR (pour « Pattern Recognition Receptors ») et
des molécules du non-soi appelées PAMP (pour « Pathogen-Associated Molecular

Patterns ») présentes chez les microorganismes (Akira, 2011).

La réponse immunitaire adaptative est la ligne de défense spécifique contre les
agents infectieux. Elle est caractérisée par la participation des lymphocytes de
I’immunité adaptative. 1l existe deux types de lymphocytes : les lymphocytes B (LB)
et les lymphocytes T (LT). L'immunité adaptative est divisée en immunité humorale
et cellulaire. L'immunité humorale est impliquée dans I'élimination de microbes
présents dans le sang ou les liquides biologiques par la génération d'anticorps qui sont
produits par des lymphocytes B. D'autre part, 'immunité cellulaire est responsable de
I'élimination des cellules cancéreuses et des microbes a l'intérieur des cellules, et elle

est représentée principalement par les cellules T cytotoxiques (Akira, 2011).
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L’immunité adaptative fait intervenir les récepteurs des cellules B (BCR) présents sur
les LB, et les récepteurs des cellules T (TCR) présent sur les LT ; ces récepteurs vont

reconnaitre un seul motif antigénique.

Quand un agent pathogéne envahit I’héte, les cellules T et B avec des
récepteurs correspondants sont activées, et le développement des lymphocytes T
auxiliaires et la production d'anticorps sont induits. En méme temps, des cellules T et
B mémoires sont générées, ce qui permet a I'h6te de réagir plus rapidement lorsqu’il

est réexposé au méme agent pathogene (Akira, 2011).

Les DCs font le lien entre I’immunité innée et I’immunité adaptative. Elles
jouent un rdle important dans I’activation de I’immunité adaptative, bien que cette
activation soit également possible par les autres cellules présentatrices d’antigénes.
En effet, ces cellules possedent une forte capacité de migration. Elles sont donc
recrutées au niveau des sites inflammatoires par des cytokines produites par les
macrophages et les cellules résidentes, ou elles phagocytent ’agent pathogéne. Elles
vont ensuite quitter le site d’infection et entamer leur migration vers les organes
lymphoides secondaires (Akira, 2011). Les infections virales et d’autres produits
microbiens activent les DCs pour produire des cytokines, telles que I’interleukine-12
(IL-12) et I’interféron-a (IFN-a) (Dalod et al., 2002; e Sousa et al., 1997). Les DCs
exposées a des cytokines inflammatoires activent d'autres cellules protectrices innées
telles que les NK (Fernandez et al., 1999). Les DCs matures initient la réponse de
cellules T (Inaba et al., 1993; Inaba et al., 1990), y compris une immunité protectrice
contre les infections et les tumeurs (Ludewig et al., 1998; Mayordomo et al., 1995).
En outre, les DCs sont capables de polariser la réponse immunitaire aux types Thl ou
Th2 (Maldonado-L6pez et al., 1999; Schuler-Thurner et al., 2002; Soumelis et al.,
2002) et d’améliorer la mémoire des cellules T (Dhodapkar et al., 2000). Ces
fonctions qui contr6lent 'immunité innée et adaptative exigent que les DCs subissent

une maturation. La maturation est induite par de nombreux agents y compris
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l'infection microbienne (Steinman et al., 2003). L’activation des DCs est mobilisée,

entre autre, par les récepteurs Toll-Like (TLRs) (Akira, 2011).
1.3 Les récepteurs Toll-Like (TLRs) et leurs ligands

Le systéme immunitaire reconnait les PAMP au moyen des récepteurs PRR,
qui comprennent les récepteurs Toll-like (TLRs), les récepteurs Nucleotide
oligomerization domain (NOD)-like (NLRs), et les récepteurs retinoic acid—inducible
gene I (RIG-I)-like (RLRs) (Duthie et al., 2011). Les TLRs jouent un réle important
dans I’initiation de la réponse immunitaire innée. On les trouve sur presque toutes les
cellules, mais principalement sur les macrophages et les DCs. Ils ont été les premiers
PRRs a étre identifiés, sont trés bien caractérisés et reconnaissent un large éventail de
PAMPs (Kawai and Akira, 2011). A ce jour, 12 membres de la famille TLR ont été
identifiés chez les mammiferes (Akira, 2011). Certains TLRs se trouvent sur la
membrane cytoplasmique (TLRs 1, 2, 4, 5 et 6) et d’autres se trouvent sur des
vésicules endosomales (TLRs 3, 7, 8, 9 et probablement 13) (Fig. 4) (Beutler, 2009).
Les TLRs sont caractérisés par la présence d’un domaine extracellulaire répété riche
en leucine et des régions intra-cytoplasmiques appelées Toll/Interleukine-1 receptor
(TIR). TIR est un domaine crucial pour la signalisation des TLRs (Beutler, 2009;
Kaisho and Akira, 2002).
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Figure 4. Les récepteurs Toll-like et leurs voies de signalisation

Les TLR 1 et TLR 6 reconnaissent leurs ligands en formant des hétérodiméres avec
TLR 2. Pour TLR 4, les adaptateurs MD2 et CDI14 sont obligatoires pour la
reconnaissance et la signalisation par le LPS. Les TLR 3, TLR 4, TLR 5, TLR 7 et
TLR 9 forment des homodimeres aprés interaction avec leurs ligands pour délivrer
leur signal. Les TLR 3, TLR 7/8, et TLR 9 sont intracellulaires et sont impliqués dans
la reconnaissance des acides nucléiques. La plupart des TLRs, a l'exception de TLR
3, signalent par la voie de MyD88 pour activer NF-xB et AP-1. TLR 3 et TLR 4
peuvent signaler par une voie de MyD-88 indépendante (voie de TRIF) pour activer
IFN-B. Source : (Zhao et al., 2014).

13.1 TLRs1,2,6et10

Les TLRs 1, 6 et 10 appartiennent & la sous-famille de TLR 2 (Takeda et al.,
2003). Le TLR 2 est exprimé principalement sur les DCs, les macrophages et les
lymphocytes (Steinhagen et al., 2011). Le TLR 2 a été démontré comme étant
essentiel a la reconnaissance des peptidoglycanes (PGN) des bactéries a Gram positif
ainsi que les lipoprotéines et les acides lipotéchoiques (Takeuchi et al., 1999). Le
Mycoplasma utilise le TLR 2 via son lipopeptide macrophage-activating lipopeptide-
2 (MALP-2) de 2 kDa pour la transduction du signal (Takeuchi et al., 2000). Le TLR
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2 est capable de reconnaitre une variété de PAMPs par son hétéro-dimérisation avec
d’autres TLRs. Le complexe TLR 2/TLR 6 reconnait les lipoprotéines diacylées
(Tableau 1) (Liu et al., 2007). Une inhibition du complexe TLR 2/TLR 6 induit une
inhibition de Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-0) normalement induit par les
PGNs. Une activation de TLR 2/TLR 6 induit une activation de nuclear factor xB
(NF-xB) (Tableau 1) et la production de cytokines, mais 1’activation de TLR 2 seul
n’a pas cet effet (Ozinsky et al., 2000). Le TLR 2 forme aussi un hétérodimére avec
TLR 1 et ils sont impliqués dans la reconnaissance des lipopeptides triacylés comme
le lipopeptide bactérien (BLP) (Akira, 2011; Liu et al., 2007). Le signal de TLR
2/TLR 1 et TLR 2/TLR 6 est conduit par une interaction directe avec 1’adaptateur
myeloid differentiation factor-88 (MyD-88) a travers TIR domain-containing adaptor
protein | MyD-88 adaptor like (TIRAP/Mal) induisant une activation de NF-«xB. Cette
voie de signalisation est aussi appelée MyD-88 dépendante (Tableau 1) (Liu et al.,
2007).

Peu d’informations sont trouvées pour TLR 10 (Chen et al., 2007). 1l est le
seul membre orphelin parmi les TLRs humains (Hasan et al., 2005). Le TLR 10 est
exprimé sur les cellules B et les cellules dendritiques plasmocytoides (Akira, 2003;
Bourke et al., 2003). Le signal de TLR 10 est médi€ par une interaction directe avec
MyD-88, et une délétion au niveau du domaine TIR du TLR 10 altére son potentiel de
signalisation (Amjadi et al., 2014; Hasan et al., 2005).

1.3.2 TLR4

Les lipopolysaccharides (LPS) ou endotoxines sont probablement les plus
puissants agents stimulateurs de la réponse immunitaire innée (Beutler, 2000). Le
LPS est un composant de la membrane externe des bactéries 8 Gram négatif et est le
ligand de TLR 4 (Goldman, 2007; Schletter et al., 1995). Le TLR 4 est présent sur les

cellules présentatrices d’antigeénes (CPAs) comme les macrophages et les DCs et se



17

trouve aussi sur les fibroblastes et les cellules épithéliales (Gribar et al., 2008;

Samuelsson et al., 2004; Shanmugam et al., 2012).

La voie de signalisation du TLR 4 est divisée en deux : MyD-88 dépendante
et MyD-88 indépendante (Lu et al., 2008). Dans la voie MyD-88 dépendante, TLR 4
se complexe avec une petite glycoprotéine extracellulaire myeloid differentiation
Jactor 2 (MD-2). Le complexe TLR 4/MD-2 active une cascade de signalisation par
I’intermédiaire du domaine cytoplasmique de TIR, permettant une activation
ultérieure de IL-IR associated kinase (IRAK) et Tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6 (TRAF6). Ceci conduit a I’activation des voie NF-kB et mitogen-
activated protein kinase (MAPK) ainsi qu’a [I’induction de cytokines pro-
inflammatoires telles que TNF-a, IL-6 et IL-1p (Wang et al., 2010; Wang et al.,
2014). Le TLR 4 peut également induire 1’expression d’interféron de type 1 par
I’intermédiaire de TIR containing adapter protein (TRIF). C’est la voie MyD-88
indépendante qui nécessite 1’adaptateur CD14 pour la signalisation du LPS (Jiang et
al., 2005; Takeda and Akira, 2004). Le TRIF induit ’activation de NF-xB et MAPK
ainsi que le facteur de transcription Interferon regulatory factor 3 (IRF3) par
I’intermédiaire de TRAF3 pour induire la production d’INF de type 1 (Lu et al.,,
2008). Le TRIF-related adaptor molecule (TRAM) est un autre TIR et induit
I’activation d’IRF3, IRF7 et NF-kB pour la production d’IFNs (Tableau 1)
(Fitzgerald et al., 2003).

Le monophosphoryl lipid A (MPL) est un dérivé non toxique de LPS qui
affiche des propriétés adjuvante et immunostimulante. Le MPL a été développé pour
étre utilisé dans les vaccins, mais il a été démontré que sa capacité a induire le TNF,
IL-1, IL-6, IL-12 et IFN-y in vitro et in vivo est réduite par rapport a celle du LPS
(Salkowski et al., 1997).
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¥33 TLRS

Le TLR 5 se trouve sur plusieurs cellules immunitaires, y compris les DCs,
les cellules NKs, les cellules T, les monocytes et les cellules de Langerhans (Caron et
al., 2005; Chalifour et al., 2004; Farina et al., 2004; Means et al., 2003; Peiser et al.,
2004). La flagelline des bactéries 4 Gram positif et &8 Gram négatif se lie d’une fagon
spécifique au TLR 5 (Mizel et al., 2003). La liaison de la flagelline au TLR 5 induit
P’activation de NF-xB et stimule la production de TNF-a via 1’adaptateur MyD-88
(Tableau 1) (Hayashi et al., 2001). La flagelline est aussi utilisée comme adjuvant en
la fusionnant avec des antigénes recombinants (Steinhagen et al., 2011).
Lorsqu’utilisée comme adjuvant, elle stimule les monocytes a produire de I’IL-10 et
du TNF-o (Farina et al., 2004), les cellules NKs a produire de I’IFN-y et de ’a-
défensine, et les cellules T & proliférer et produire des cytokines et chimiokines

comme IL-10, IL-8 et IFN-y (Caron et al., 2005).

134 TLR3

Le TLR 3 est exprimé principalement dans 1’endosome des DCs, des
macrophages et des cellules épithéliales (Akira et al., 2006). Le TLR 3 reconnait les
ARNSs double brin (dsARN) d’origine virale (Schmausser et al., 2004). Il reconnait
aussi I’acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I:C), un analogue synthétique de
dsARN et de ’ARNm (Kariko et al., 2004; Matsumoto and Seya, 2008). La
signalisation de TLR 3 se fait via TRIF et est MyD-88 indépendante (Schmitz et al.,
2004). L’induction de TLR 3 induit I’activation de l’adaptateur TRIF ou TIR-
containing adaptor molecule 1 (TICAM-1) (Oshiumi et al., 2003). Cette activation
permet I’induction d’IRF3, du NF-kB et de la protéine activatrice de facteur de
transcription (AP-1) conduisant a la production d’IFNs de type 1 et d’IL-8 (Tableau
1) (Alexopoulou et al., 2001; Kariko et al., 2004; Yamamoto et al., 2003). Pour

améliorer 1’activité et la sécurité des ligands de TLR 3, des produits dérivés du poly
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I:C, le poly ICLC et le poly I:C;oU ont été développés pour étre utilisés comme
adjuvants (Steinhagen et al., 2011).

1.3.5 TLR7/8

Le TLR 7/8 est exprimé par les DCs, les macrophages, les cellules NK, les
monocytes, les lymphocytes et les cellules de Langerhans (Gorden et al., 2005;
Hornung et al., 2002; Zarember and Godowski, 2002). Le TLR 7/8 reconnait I’ARN
simple brin (sSARN) et plus spécifiquement les régions riches en GU (Heil et al.,
2004). Les ligands de TLR 7/8 sont classés en composants synthétiques et
nucléosides naturels. La reconnaissance de ces nucléosides par TLR 7/8 induit
I’activation d’une voie intracellulaire résultant en I’induction des cytokines telles que
IL-10, de chimiokines, des IFNs de type 1 et de molécules co-stimulatrices. Pour ce
faire, le domaine TIR/MyD-88 est activé et recrute la molécule IRAK, ce qui induit
une activation en cascade de MAPKs et IkB kinase (IKK). Des membres de la famille
MAPK phosphorylent et activent AP-1 alors que le complexe IKK est impliqué dans
la translocation de NF-xB dans le noyau. AP-1 et NF-xB contrdlent 1’expression des
génes codant pour les cytokines pro-inflammatoires. De plus, des facteurs de
transcription de la famille des IRFs sont activés via la voie MyD-88 dépendante
résultant en I’induction d’INF de type 1 (Tableau 1) (Kawai and Akira, 2007; Smits
et al., 2008).

13.6 TLRY

Le TLR 9 est exprimé sur les cellules B humaines et les cellules dendritiques
plasmocytaires (pDC) (Bourke et al., 2003). Il reconnait les motifs C-phosphate-G
(CpGs) non-méthylés présents en grande fréquence dans I’ADN bactérien, selon des
motifs spécifiques de I’espéce, GTCGTT pour le CpG humain et GACGTT pour le
CpG murin (Bauer et al., 2001; Hemmi et al., 2000). Le TLR 9 peu aussi étre stimulé
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par un oligodeoxynucléotide synthétique contenant un motif ou plus de CpGs non-
méthylés (CpG ODN) (Krieg, 2007). Les CpGs activent la voie de signalisation TIR
via MyD-88 et TRAF6 et indépendamment de CD14 et MD-2, résultant en
’activation de IxB et c-jun NH>-terminal kinase (JNK) (Tableau 1) (Hacker et al.,
2000; Wagner, 2002). L’activation de JNK 1/2 et p38 induit ’activation de AP-1
(Wagner, 2002). Cela induit la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-
6, TNF-0, IFN-y et IL-12) et joue un role important dans I’induction de la réponse
immunitaire de type Thl et la prolifération des cellules B (Halpern et al., 1996;
Klinman et al., 1996; Kumagai et al., 2008; Takeshita et al., 2001).

13.7 TLR 11

Le TLR 11 est présent sur les DCs des souris au niveau endosomal
(Yarovinsky et al., 2005). Chez I’homme, le géne codant pour le TLR 11 est coupé
par un codon stop, de sorte que le TLR 11 n’est pas exprimé (Zhang et al., 2004). Le
ligand de TLR 11 est la profiline, une molécule produite par le Toxoplasma gondii (T.
gondii) qui est un protozoaire parasite (Yarovinsky et al., 2005). Cette profiline
montre une homologie significative avec des génes codant la profiline pour d’autres
parasites comme le Plasmodium, ce qui suggére que le TLR 11 est impliqué dans la
reconnaissance des infections parasitaires (Lauw et al., 2005). L’activation de TLR
11 par le ligand induit I’activation du domaine TIR/CD4 via la voie MyD-88, ce qui
résulte en I’activation de NF-kB et AP-1 et la production d’IL-12, de TNF-u et
d’IFN-y (Tableau 1) (Scanga et al., 2002; Zhang et al., 2004).

1.3.8 TLR 13
Le TLR 13 est un TLR endosomal qui est exprimé dans les cellules murines

comme les cellules macrophagiques RAW 264.7, les fibroblastes embryoniques, et
les fibroblastes NIH 3T3 (Shi et al.,, 2009). L’activation de TLR 13 par ’ARN



21

bactérien via la voie MyD-88 et Unc-93 homolog B (UNC93B), induit 1’activation de
NF-xB et I’expression de cytokines telles qu’IL-12 et IL-6 (Tableau 1) (Hidmark et
al., 2012). 11 a aussi été démontré que TLR 13 reconnait I’ARN ribosomal 23S (ARNr
23S) et induit la production d’IL-1p par la voie MyD-88 et UNC93B-1- dépendante

(Tableau 1) (Li and Chen, 2012).

Tableau 1. Les TLRs, leurs ligands et leurs voies de signalisation

Voi
TLRs Localisation |  Ligands e rorcinde
signalisation transcription
TERrERr | NP 1 IpURRaRtes | R Ml NF-xB
plasmique diacylés
TLR2/TLR 6 | Membrane | Lipopeptides | /o oo Mal | NF-xB
plasmique triacylés
TLR 3 Endosome | oV ‘I(Iu. c]’ )Poly TRIF IRFs, NF-xB
Membrane MyD-88, Mal
TLR 4 i LPS, MPL TRIFs, TRAM IRFs, NF-xB
TLR 5 MEmENene, | eidpiine MyD-88 NF-kB
plasmique
TLR 7/8 e MyD-88 IRFs, NF-kB
en GU
CpG non- MyD-88,
TLR 9 Endosome Hieitivids TRAF6 IRFs, NF-xB
TLR 10 Memb‘r e Inconnu MyD-88 Inconnu
plasmique
TLR 11 Endosome Profiline MyD-88 NF-«xB
D-
TLR 13 Endosome | ARN bactérien II\JIINY C 923’ NF-xB
Légende.

MyD-88: Myeloid differentiation factor-88; Mal: MyD-88 adaptor like; NF-«B:
Nuclear factor kB; TRIF: TIR containing adaptor protein; IRF: Interferon refulatory
Jactor; LPS: lipopolysaccharide; MPL: Monophosphoryl lipid A; Poly (I:C): Acide
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poluinosinique-polycytidilique; TRAM: TRIF-related adaptor molecule; TRAF:
TNFreceptor-associated factor; UNC93B: Unc-93 homolog B.

1.4 Les récepteurs NOD-like (NLRs)

Les NLRs sont un groupe spécialisé de protéines intracellulaires qui jouent
également un role essentiel dans la régulation de la réponse immunitaire innée de
I'hdte. 11 existe 23 membres de la famille NLR chez I'homme et au moins 34 génes
codant les NLRs chez la souris. Les NLRs sont exprimés dans de nombreux types de
cellules incluant les cellules immunitaires et les cellules épithéliales. Certains
membres de la famille des NLRs sont exprimés principalement dans les phagocytes, y
compris les macrophages et les neutrophiles (Franchi et al., 2009). Les NLRs sont des
protéines multimériques composées d'une région effectrice variable en N-terminal.
Cette région est constituée d’un domaine de recrutement de caspases (CARD), d’un
domaine pyrine (PYD), d’un domaine acide (DA), ou des répétitions d’inhibiteur de
baculovirus (BIR), d’un NOD (le domaine NOD est reconnu aussi par cassette
NACHT), et de répétitions en C-terminal riches en leucine (LRRs) qui détectent les
PAMPs (Franchi et al., 2006). La famille de NLRs contient le NACHT-, LRR-, PYD-
containing domain (NALP), le NOD, le major histocompatibility complex (MHC)
class II transactivator (CIITA), I’ICE-protease activating factor (IPAF) et le
neuronal apoptosis inhibitor protein (NAIP). Ces récepteurs détectent principalement
des pathogenes intracellulaires (Fig. 5) (Balamayooran et al., 2010). Les NODs les
plus caractérisés sont NOD1 et NOD2. Le NOD1 a un seul domaine CARD et NOD2
a deux domaines CARD dans leur partie N-terminale (Franchi et al., 2009). Ces deux
NODs détectent des monoméres de muropeptides provenant de PGNs bactériens
(Magalhaes et al., 2005). Le NOD1 détecte le PGN de type acide diaminopimélique
(DAP) et le NOD2 détecte le motif commun aux PGNs appelé le muramyl dipeptide
(MDP) (Tableau 2) (Girardin et al., 2003a; Girardin et al., 2003b). La stimulation de
NODI1 ou NOD2 induit l'activation de NF-kB et MAPK ce qui entraine la
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transcription de nombreux genes impliqués dans les réponses immunitaires innées et
adaptatives, résultant ainsi en la production de cytokines et de chimiokines pro-
inflammatoires telles que CXCL1, CCL2, IL-6 et TNF-a (Hayden and Ghosh, 2004;
Park et al., 2007a; Park et al., 2007b).

Outre NODs, il y a d'autre NLRs qui jouent un role important dans la défense
antimicrobienne de 1'héte. La sous-famille NALP a un domaine pyrine au lieu de
CARD dans DI’extrémité N-terminale et est composée de 14 membres. NALPI,
NALP2 et NALP3 forment un complexe multiprotéique appelé «inflammasome»
comprenant 1’apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD (ASC) et
de la caspase. Ce complexe active la caspase 1 et entraine le clivage de la pro-IL-1b,
pro-IL-18 et pro-IL-33 & leurs formes biologiquement actives (Tableau 2)

(Balamayooran et al., 2010).
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Figure 5. Structure des membres de la famille des NLRs

La portion N-terminale est différente pour chaque membre de la famille des NLRs.
Elle peut étre constituée en un domaine acide (AD), un ou plusieurs domaines de
recrutement de caspase (CARD), un domaine pyrine (PYD) et trois domaine
inhibiteurs de baculovirus (BIR). La portion centrale et la portion C-terminale sont
constantes et sont constituées d’un Nucleotide oligomerization domain (NOD) et de
répétitions riches en leucines (LRRs) respectivement. Légende: CIITA : MCH
class II transcription activator ; IPAF : ICE-protease activating factor ; NALP:
NACHT-, LR-R, PYD-containing domain ; NAIP: Neuronal apoptosis inhibitor
protein.

Tableau 2. Les NLRs, leurs ligands et leurs voies de signalisation

NLRs Ligands Voies de signalisation
PGNs de bactéries & Gram NF-xB

LIk (-) (DAP) MAPK
PGNs de bacteries & Gram NF-xB

N

s (-/+) (MDP) MAPK
MDP, ADN bactérien,
ATP, toxines, ARN viral
NALPs (1-14) et bactérien, cristaux Caspase-1
d’acide urique (Corridoni
et al., 2014)

PGNs: peptidoglycanes; DAP: Acide diaminopimélique; MDP: Muramyl
dipeptide ; NALP: NACHT-, LR-R, PYD-containing domain; NOD : Nucleotide
oligomerization domain.

1.5 Les vaccins conventionnels et les vaccins sous-unitaires
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L'évolution de la résistance aux antibiotiques est un obstacle majeur a la lutte
contre les maladies infectieuses. Les méthodes de prévention des maladies comme
I’approvisionnement suffisant d'aliments sains et de I'eau potable, les vaccinations,
l'amélioration de I'hygiéne personnelle, et la réduction de 'utilisation inappropriée des
antibiotiques se sont avérées efficaces dans la lutte contre de nombreuses maladies
(Binder et al., 1999). En ce qui concerne les vaccins, la vaccination est 'une des
méthodes les plus efficaces pour prévenir les maladies infectieuses. Toutefois, leur
efficacité dépend de la variabilité et I'évolution permanente des sérotypes, dans une
population donnée, de bactéries ou virus pathogenes (Tekle et al., 2012). Les vaccins
sous-unitaires modernes qui sont d'une grande pureté par rapport aux vaccins
traditionnels, sont souvent incapables d'induire de fortes réponses immunitaires
nécessaires pour induire une mémoire immunologique (Mathew et al., 2012). Les
vaccins ont pour objectif d’induire une réponse immunitaire tres efficace et protective
pour prévenir les infections mais cette immunité est difficile a obtenir (Emerson and
Purcell, 2003). C’est le cas du Bacille Calmette-Guérin (BCG) qui n’empéche pas
I’infection de la tuberculose mais qui protége contre les formes septicémiques et
méningées de la maladie. Une étude a démontré que I’immunisation de porcs avec
des protéines extracellulaires purifiées du Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis) induit une protection contre la perte de poids, la mort et la croissance de

M. tuberculosis dans les poumons et la rate des porcs (Horwitz et al., 1995).

Certains vaccins peuvent étre congus en vue d’une utilisation thérapeutique et
non plus prophylactique. C’est le cas de vaccins & I’étude pour le traitement de
cancers et de certaines infections virales chroniques (Béta lymphoma et 1’anticorps
monoclonal anti CD20). Les vaccins classiques sont utilisés a titre prophylactique
pour fournir une protection contre les maladies infectieuses. La plupart des vaccins
expérimentaux contre le cancer sont utilisés a des fins thérapeutiques pour induire
une réponse immunitaire capable d'éradiquer une maladie déja existante. En outre, un

vaccin contre le cancer peut étre utilisé pour traiter la maladie résiduelle et pour
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protéger contre les rechutes une fois la tumeur traitée par chirurgie ou chimiothérapie

(Buskas et al., 2009).

Les vaccins traditionnels sont basés sur les agents pathogénes morts ou
atténués, ce qui peut étre potentiellement dangereux ou difficiles & maintenir dans les
conditions ambiantes. Une alternative & ces types de vaccins est ceux contenant des
composants sous-unitaires. Certains vaccins sous-unitaires qui sont constitués de
petits peptides présentés aux lymphocytes T (Kovjazin et al., 2011). Les protéines
cibles peuvent étre produites par génie génétique : le géne codant pour un antigéne
doit étre connu, cloné, introduit dans une « usine biologique » comme une bactérie, la
levure ou une cellule animale, qui va produire alors la molécule dans un milieu de
culture approprié. C’est le cas du vaccin de 1’hépatite B produit chez les levures
(Bitter et al., 1988). Dans le développement de vaccins, un compromis entre la
sécurité et l'efficacité est nécessaire, et les adjuvants peuvent étre utilisés pour

améliorer leur efficacité (Petrovsky and Aguilar, 2004).

1.6 Les adjuvants

Un adjuvant est une substance (molécules, composés ou complexes
macromoléculaires) qui augmente I'immunogénicité d'un vaccin pour fournir une plus
grande efficacité et une plus longue durée de protection (Perez et al., 2012; Petrovsky
and Aguilar, 2004). Les adjuvants peuvent étre utilisés a diverses fins: (i) améliorer
I'immunogénicité des antigénes hautement purifiés ou recombinants; (ii) réduire la
quantité d'antigéne ou le nombre d'immunisations nécessaires pour l'immunité
protectrice; (iii) améliorer I'efficacité des vaccins chez les nouveaux nés, les
personnes dgé€es ou immunodéprimées; ou (iv) en tant que systemes de délivrance de
l'antigéne pour l'absorption des antigénes par la muqueuse (Douce et al., 1995; Marx
et al., 1993; McElrath, 1995).
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Les adjuvants utilisés dans les vaccins ont plusieurs caractéristiques
importantes. Un adjuvant doit &tre sans danger pour les humains ou les animaux,
stable avant I'administration, facilement biodégradable, facile a utiliser, peu cofiteux a
produire et apte 4 augmenter la réponse immunitaire spécifique de 1'antigéne (Alving
et al., 2012; Edelman, 1980). Les adjuvants sont également considérés comme des
systémes de livraison qui permettent d'augmenter l'immunogénicité d'un vaccin en
améliorant 'absorption d'antigénes par les CPAs (Leroux-Roels, 2010; Lindblad,
2004; Mannhalter et al., 1985). Une de nombreuses classifications qui existent a
divisé les adjuvants en: (i) sels d’alun et autres adjuvants minéraux ; (ii) agents
tensioactifs ; (iii) dérivés bactériens ; (iv) véhicules et matériels de libération lente ou

cytokines (Petrovsky and Aguilar, 2004).

1.6.1 Les adjuvants a base de sels minéraux

1.6.1.1 L’hydroxyde d’aluminium

L'hydroxyde d'aluminium, ou alun, absorbe I’antigéne et provoque sa
libération retardée a partir du site d'injection par une formation de dépdt (Petrovsky
and Cooper, 2011). 1l est utilisé dans la plupart des vaccins humains actuellement
disponibles (Lindblad, 2004), et il est utilisé depuis prés de 80 ans (Leroux-Roels,
2010). Les sels d'alun induisent une réponse immunitaire humorale, mais rarement
une réponse immunitaire cellulaire, ce qui cause un obstacle important dans le
développement de vaccins (Brewer et al., 1996). De plus, les sels d’alun induisent la
production d’anticorps de type Th2 principalement (ex. IgE et IgG1) (Brunner et al.,
2010). Chez la souris, la commutation de classe d’IgE et d'IgG1 est accompagnée par
la sécrétion de cytokines de type Th2 telles que I’IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 et IL-
13. Chez I'homme, les cellules Th2 produisent des cytokines similaires (Mosmann
and Sad, 1996). Il a également été démontré que les sels d'aluminium activent des

composants du complexe inflammasome, résultant dans le processus et la libération
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de cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1f, et IL-18 (Lambrecht et al., 2009).
Bien que I'alun soit considéré comme sécuritaire, il existe plusieurs effets secondaires
potentiels comme la formation de granulomes, la production excessive d’IgE,
I’allergénicité et la neurotoxicité (Audibert and Lise, 1993; Straw et al., 1985;
Vogelbruch et al., 2000).

1.6.1.2 Autres sels minéraux adjuvants

Les sels de calcium, de fer et de zircon ont été utilisés pour 1’absorption des
antigénes (Butler et al., 1969). Le phosphate de calcium a été utilisé dans le vaccin de
la Diphteria-Tetanus-Pertusis (DTP) (Gupta and Siber, 1995; Relyveld et al., 1964).
Bien que présentant des propriétés similaires a I'alun, le phosphate de calcium a
l'avantage qu’il est un composé naturel pour le corps humain et est donc
particuli¢rement bien toléré. Il a une bonne capacité pour adsorber les antigénes et
induit des niveaux élevés d'anticorps IgG mais n’augmente pas la production d'IgE
(Relyveld, 1986).

1.6.2 Adjuvants tensioactifs

Le Quil A est un mélange de 23 différentes saponines dérivées d'un extrait
aqueux de I'écorce de Quillaja saponaria. Les fractions purifiées a partir de cet extrait
par chromatographie en phase inverse, principalement le Quillaja saponaria-21 (QS-
21), ont été étudiées comme alternative & l'alun (Kensil et al., 1998). Les saponines
sont des glycosides tensioactifs contenant un noyau hydrophobe de structure
triterpénoide avec une chaine glucidique liée au noyau (Behboudi et al., 1995). Les
adjuvants Immune stimulating complexes (ISCOMSs) qui sont des complexes en forme
de cage et constitués de Quil A, de lipides, de cholestérol et de I’antigéne induisent un
fort effet adjuvant pour les antigénes T-dépendants et T-indépendants (Kensil, 1996;

Skene and Sutton, 2006). Ils fonctionnent a travers les interactions hydrophobiques
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pour emprisonner les protéines et faciliter leur endocytose par les CPAs. Ils induisent
des titres élevés en anticorps et également une forte réponse lymphocytaire T
cytotoxique, et potentialisent la réponse pour les antigénes mucosals (Skene and
Sutton, 2006; Takahashi et al., 1990). Le Quil A a été utilisé avec succeés pour des
applications vétérinaires. Par contre, il est généralement considéré comme trop
toxique pour usage humain. En plus des réactions locales séveres et des granulomes,
une toxicité comprenant une séveére hémolyse refléte l'affinité de saponines au
cholestérol présent dans les membranes des érythrocytes, ce qui entraine une
solubilisation de la membrane et I'hémolyse (Kamstrup et al., 2000; Ronnberg et al.,
1997; Ronnberg et al., 1995).

1.6.3 Adjuvants de dérivés bactériens

Compte tenu de leur capacit¢ immunostimulante puissante, les dérivés
bactériens constituent une source potentielle majeure d'adjuvants. Les PGNs de la
paroi cellulaire ou les LPS de bactéries & Gram négatif augmentent la réponse
immunitaire contre des antigénes co-administrés malgré leurs faible immunogénicité.
Cette activité adjuvante est transmise par l'activation des TLRs qui interviennent dans
les signaux activant le systtme de défense immunitaire de I'hdte (Petrovsky and
Aguilar, 2004). Les LPS sont de puissants agents mitogénes des lymphocytes B, et
activent les cellules T pour produire d'TFN-y, du TNF-a et plus d'améliorer les
réponses immunitaires cellulaires. L'élément structurel majeur responsable de leur
toxicité et de l'effet adjuvant est le lipide A. Dans des conditions faiblement acide, le
lipide A peut étre hydrolysé pour obtenir le MPL, un composé qui conserve l'activité

adjuvante de lipide A avec une toxicit¢ réduite (Nahori et al., 2005).

1.6.4 Emulsions
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Des émulsions d’adjuvants eau dans huile (E/H) utilisés précédemment,
comme I’adjuvant incomplet/complet de Freund (I/CFA), étaient trop réactogénes
pour leur utilisation chez ’homme de sorte que leur utilisation a été interrompue. Ils
ont la capacité de provoquer a la fois une réponse Thl (CFA) et Th2 (IFA). Les
mycobactéries présentes dans le CFA induisent aussi une réponse Th17 dans des
cultures de cellules murines et in vivo. Ceci est accompagné par une élévation de la
sécrétion d’IL-6, d’IL-23 et de Transforming growth factor (TGF-B) (McGeachy and
Cua, 2008). La purification ultérieure de matériaux de base a donné lieu a de
nouvelles versions d’émulsion eau dans huile qui sont acceptables pour une
utilisation principalement dans des vaccins thérapeutiques (Leroux-Roels, 2010).
Parmi les émulsions eau dans huile qui sont en essais cliniques, on trouve les
émulsions de Montanide ISA 51. Il est utilisé en phase clinique immuno-
thérapeutique. Malgré qu’il présente une sécurité relativement bonne, le ratio « risque
versus bénéfice » reste encore élevé (Aucouturier et al., 2006). En plus d’émulsions
E/H, des émulsions huile dans eau (H/E) ont également été développées. Le MF59®
(Novartis) est constitué de 5% squaléne, 0.5% Tween 80 et 0.5% sorbitan trioleate.
Le mécanisme d’action de MF59® reste encore ambigu (Brunner et al., 2010). Le
MF59® interagit avec des CPAs au site d'injection, se disperse lentement vers les
ganglions lymphatiques drainants, ou il est le plus concentré deux jours apres
I'injection. Dans les ganglions lymphatiques, il subit I’endocytose par des cellules de
ganglions lymphatiques résidents qui présentent les caractéristiques des CPAs
(Schultze et al., 2008). Ceci peut accroitre l'efficacité de la présentation d'antigéne
(Dupuis et al., 1998). Des essais cliniques avec des vaccins adjuvantés au MF59® ont
été effectués dans différents groupes d’individus, des nouveau-nés aux personnes
agées. Ces essais ont montré une augmentation de I'immunogénicité des antigénes co-
administrés, associée a un niveau élevé de sécurité et la tolérabilité (Schultze et al.,
2008). D’une part, chez des souris BALB/c, le MF59® a démontré qu’il est capable
d’induire des quantités élevées d’IgE et des quantités modérées d’IgG accompagnées

par la sécrétion de cytokines de la réponse Th2 comme I’IL-5 et IL-6 (Valensi et al.,
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1994). D’autre part, le MF59® permet la production de cytokines de la réponse Thl,
comme IFN-y et IL-2, chez les macaques rhésus (Verschoor et al., 1999). En général,
le MF59® induit une réponse Th1 qui favorise la génération efficace de lymphocytes
T cytotoxiques, ce qui caractérise donc le MF59® par son potentiel 4 induire une
réponse cellulaire et humorale (Radosevic et al., 2008). Comparativement a I’alun, le
MF59® induit une plus grande réponse immunitaire (Vajdy et al., 2006; Wack et al.,
2008). 11 a été le premier adjuvant a étre autorisé pour ’utilisation humaine apres
PPalun. De plus, il est utilis¢ comme adjuvant dans les vaccins contre I’influenza pour
les personnes agées et est disponible sur le marché de plusieurs pays dans le monde
(Podda and Del Giudice, 2003).

1.6.5 Liposomes, virosomes et nanoparticules

Les liposomes sont des vésicules de taille variable comprenant principalement
une couche mince de phospholipides amphipathiques semblable a celle de la
membrane cellulaire. Du fait des propriétés chimiques des phospholipides, ils peuvent
former une bicouche lipidique sphérique et continue avec un compartiment interne
aqueux qui peut étre chargé par des antigénes (Kersten and Crommelin, 2003). Les
produits licenciés ne contiennent pas des liposomes, mais plutét des virosomes, qui
sont des enveloppes vides reconstituées du virus de la grippe semblable aux
liposomes, mais avec 1’avantage d’avoir une enveloppe glycoprotéique virale
fonctionnelle, qui aide a ’absorption cellulaire et la fusion de la membrane pour
présenter les antigénes aux cellules cibles (Felnerova et al., 2004). Les
Immunopotentiating reconstituted influenza virosomes (IRIVs) sont un exemple de
particules liposomales. En général, le mécanisme d'action des IRIVs est trés similaire
au virus de la grippe naturelle. La propriété immunogeéne d'IRIV résulte de la
présence de l'antigéne biologiquement actif de la grippe, hémagglutinine (HA), dans
leur membrane, qui médie une interaction avec des récepteurs d'Ig sur les

lymphocytes B (Brunner et al.,, 2010). Les IRIVs induisent une stimulation des
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cellules T CD4+ (voie de CMH 1) et T CD8+ (voie de CMH I), et fait une sorte de
balancement entre les réponses Th1/Th2 ce qui rend IRIV un adjuvant intéressant
(Bungener et al., 2002; Wilschut, 2009). Les virosomes étudiés dans les essais
cliniques pour divers vaccins contre I’hépatite A montrent une sécurité comparable a
’alun mais avec une immunogénicité supérieure. Actuellement, les virosomes sont
couramment utilisés comme adjuvant dans le vaccin Epaxal® (Berna biotech) contre

I'hépatite A (Zurbriggen et al., 2000).

Les nanoparticules sont des polyméres biodégradables tels que 1’acide poly-
lactide-co-glycolide (PLGA), et ont des propriétés adjuvantes du fait de leur effet de
dépdt et leur caractére particulaire (Igartua et al., 1998; Scholl et al., 2005). 11 a été
démontré qu’elles stimulent I’immunité systémique et mucosale (Igartua et al., 1998).
En général, les PLGA induisent une réponse humorale (Romaén et al., 2008). Dans des
études précliniques, les nanoparticules induisent des titres d'anticorps comparables a
ceux des sels d'aluminium aprés l'immunisation systémique (Panyam and
Labhasetwar, 2003).

1.6.6 Cytokines en tant qu’adjuvants

Bien qu’a I’état expérimental, les cytokines sont incluses dans la classification
moderne des adjuvants (Petrovsky and Aguilar, 2004). L’IFN-y est une cytokine
pléiotropique en mesure d'améliorer les réponses immunitaires cellulaires a travers
une variété de mécanismes (Xiang and Ertl, 1995). Le Granulocyte-macrophage
colony stimulating factor (GM-CSF) améliore la réponse immunitaire en activant et
recrutant les CPAs (Heufler et al., 1988). Cependant, l'application pratique de GM-
CSF comme adjuvant a €té limitée par la nécessité de doses multiples, de méme que
la toxicité et 'immunogénicité des cytokines hétérologues (Byars and Allison, 1990).
Les cytokines sont en particulier considérées comme ayant un potentiel dans les

vaccins & ADN, ou la cytokine peut étre exprimée par le méme vecteur que l'antigéne
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(Egan and Israel, 2002). D'autre part, I'application directe d’IL-12 et autres cytokines
solubles s’est révélée efficace comme adjuvant mucosal (Bradney et al., 2002; Lynch
et al., 2003).

1.6.7 Polysaccharides en tant qu’adjuvants

L'inuline, un glucide dérivé de racines de plantes de la famille des
Compositae, est un adjuvant immunitaire puissant lorsqu'elle est en forme de
microparticules. Les microparticules d'inuline (MPI) sont des puissantes activateurs
de la voie alterne du complément et de ce fait elles activent le systtme immunitaire
inné (Cooper, 1995). Les MPI sont particulierement efficaces pour stimuler des
réponses immunitaires cellulaires sans la toxicité¢ normalement présentée par d'autres
adjuvants tels que des CFAs, Montanides ou QS-21. Les MPI peuvent étre combinées
a d'autres adjuvants pour produire de nouveaux adjuvants avec des degrés d'activation
de Thl et Th2 variables. Par exemple, I’algammulin est une combinaison de MPI et
d'hydroxyde d'aluminium. L’algammulin présente un ratio plus élevé d'activité de
Th2 versus Thl que le MPI seul, donnant un effet global équivalent & celui de I'alun
en dépit de sa faible teneur globale en alun (Cooper et al., 1991; Cooper and Steele,
1991). Les MPI induisent & la fois des réponses immunitaires Thl et Th2, mais
n’induisent pas d’IgE, et ne sont pas associ€es a une toxicité locale ou systémique
significative (Silva et al., 2004). L'inuline est métabolisée en sucres simples, le
fructose et le glucose, dans le corps et, par conséquent, ne présente pas le probléme

de sécurité des adjuvants & base d’alun (Aguilar and Rodriguez, 2007).
1.6.8 Adjuvants mucosaux
Bien qu'il existe de nombreuses classes d'adjuvants, tous ne sont pas efficaces

pour promouvoir des réponses immunitaires mucosales. En fait, I'alun, I'adjuvant le

plus couramment utilisé dans les vaccins humains actuels, est un inducteur faible,
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voire inefficace, de l'immunité mucosale. Les trois produits bactériens avec le plus
grand potentiel d’adjuvant mucosal sont les entérotoxines ADP-ribosylés, Heat-labile
enterotoxin (Lt) et Cholera toxin (Ct), CpG ODN, et le MPL (Lawson et al., 2011).
Ces composés favorisent I’induction des anticorps IgA spécifiques aux antigénes et
une mémoire de longue durée spécifique aux antigénes co-administrés lorsque ces
antigénes sont administrés par voie mucosale ou ftranscutanée. Le Ct induit les
cellules CD4+ Th2 spécifiques a I’antigéne, secrétant I’IL-4, IL-5, IL-6 et IL-10 qui
fournissent des signaux d’induction d’IgAs (IgA de surface) spécifiques a 1’antigéne
ainsi que des réponses sériques d’IgGl, IgA et IgE dans des modéles de souris. Il
facilite également la commutation des cellules B a IgA et augmente I’effet de I’'IL-4
et IL-5 sur la synthése d’IgG et IgA dans des cultures de cellules B spléniques
activées par le LPS. Contrairement a Ct, I'immunisation des souris avec 1’antigéne et
le Lt induit ’activation mixte des cellules CD4+ Th1/Th2, et ’activation ultérieure
des réponses mucosales IgAs et sériques IgG1, IgG2a et IgA (Freytag and Clements,
2005). D’autres études révélent que Ct favorisent la réponse Thl7, et par suite
I’expression d’IL-17 qui joue probablement un r6le important dans la protection
induite par le vaccin. Des souris vaccinées par voie intra-nasale avec 1’antigéne et le
Ct produisent des cellules Th17 spécifiques de I'antigéne avec des niveaux élevés
d'IgA et peuvent étre protégées contre l'anthrax inhalé. Chez des souris ou I’IL-17 a
été neufralisé ou chez les souris Anockout vaccinées, les taux d'IgA sont réduits et les

souris succombent au défi de I'anthrax (Datta et al., 2010).

1.6.9 Adjuvants a base d’acides nucléiques

Les motifs CpGs d’ADN bactérien reconnus par le TLR 9 induisent la
production d’IFN-a, d’IFN-B et d’IL-12 par des cellules du systtme immunitaire
inné, favorisant ainsi une réponse cellulaire de type Thl (Aguilar and Rodriguez,

2007). Par conséquent, des molécules contenant des CpGs a base d'ADN seraient
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utiles pour des applications thérapeutiques et également pour étre utilisées comme

adjuvant dans des vaccins (Klinman, 2004).

1.7 Hypotheses et objectifs

Dans le but de développer des vaccins bivalents, des études précédentes dans
notre laboratoire ont été faites en générant des adénovirus recombinants (rAdVs)
exprimant les protéines de fusion P97¢-GP-5 (Glycoprotéine 5) du virus du syndrome
reproducteur et respiratoire porcin (PRRSV) et la P97c avec la protéine de capside
(Cap) du circovirus porcin de type 2 (P97c-Cap). Des réponses d’anticorps
spécifiques ont été observées contre les antigénes P97c, GP-5 et Cap chez les souris
ayant regu les vecteurs adénoviraux. De fagon inattendue, l'utilisation des vecteurs
adénoviraux exprimant GP-5 ou Cap fusionnée 2 P97c a augmenté la production
d’anticorps spécifiques 3 GP-5 ou a la Cap, ce qui suggére un effet adjuvant de la
P97¢ (Roques et al., 2013).

Pour une utilisation simple de la P97c comme adjuvant, les hypothéses sont
qu’il est possible de produire cette protéine dans les bactéries et que la P97c est
capable d’activer des éléments du systéme immunitaire inné. Les objectifs spécifiques
du projet sont de produire la P97c dans Escherichia coli (E. coli), de la purifier, de
caractériser sa structure et de démontrer sa capacité a stimuler la réponse immunitaire
innée in vitro. Ceci est une étape essentielle pour I’utilisation ultérieure de la P97c

recombinante comme adjuvant en mélange avec un antigéne.



CHAPITRE I1

MATERIELS ET METHODES

2.1 Clonage du géne P97c dans le vecteur pET-21b (+)

2.1.1 Digestion du vecteur pET-21b (+) et du géne P97c par les enzymes de
restriction Eco RI et Xhol

Chez les mycoplasmes, le codon codant pour 1’acide aminé tryptophane se
veut étre un codon d’arrét chez les bactéries, Ainsi, un géne synthétique (InVitrogen,
Burlington, ON, Canada) codant pour la P97c (Fig. 12A, Annexe A) a été utilisé.
Cette séquence contient des sites de restriction appropriés a des extrémités ainsi que
des codons optimisés pour 1’expression du résidu tryptophane dans les bactéries. Le
géne synthétique ainsi que le vecteur pET-21b (+) (Novagen, EMD Chemicals Inc.,
San Diego, CA, USA) (Fig. 13, Annexe B) ont ét¢ digérés par les mémes enzymes de
restriction Eco RI (20 000 U/ml) et Xhol (20 000 U/ml) (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA). Cinq pl du vecteur pET-21b (+) ont été digérés pendant 2 heures
a 37°C a I’aide de 0.5 pl (10 U) de chacune des enzymes de restriction Eco RI et
Xhol, et 2 pl du tampon NebBuffer Eco RI 10X (New England Biolabs) dans un
volume final de 20 pl complété avec de I’eau distillée et déionisée. Un pl du géne
P97¢c (500 ng/pl) a été digéré pendant 2 heures a 37°C a I’aide d’un pl (20 U) de
chacune des enzymes de restriction Eco RI et Xhol, et 2 pl du tampon NebBuffer Eco
RI 10X, dans un volume final de 10 pl suite & I’ajout d’eau distillée stérilisée. A noter
que le vecteur pET-21b (+) a une étiquette 6 histidines (6-His) de son c6té C-

terminal.
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2.1.2 Purification des produits de digestion

Les produits de digestion ont été migrés sur un gel d’agarose 1% dans le
tampon Tris-acétate-Ethyléne Diamine Tétra Acétique (EDTA) 1X (TAE) (voir
annexe C). La purification a été effectuée par I’extraction de I’ADN a partir du gel en
utilisant le kit Nucleospin® Gel and PCR clean-up (MACHEREY-NAGEL Inc.,
Bethlehem, PA, USA). Briévement, les fragments d’ADN ont été coupés & partir du
gel suite & une visualisation sous les rayons UV, puis solubilisés dans deux tubes
eppendorf 4 42°C pendant 10 minutes dans le tampon NTI (200 pl du tampon pour
100 mg du gel) fourni avec le kit. Les solutions ont été transférées sur des colonnes.
Une centrifugation a été effectuée pendant une minute & 11 000 x g. La membrane de
la colonne a été lavée deux fois en ajoutant 700 pl du tampon de lavage NT3 fourni
avec le kit. Une centrifugation a été effectuée entre chaque lavage. Pour sécher la
membrane, une centrifugation de plus a été effectuée. L’élution de ’ADN a été
effectuée par incubation de I’ADN dans la colonne avec 20 pl du tampon d’élution
NE fourni avec le kit pendant une minute & température ambiante suivi d’une

centrifugation. L’ADN a été stocké a -20°C.
2.1.3 Ligation du géne P97c digéré au vecteur pET-21b (+) digéré

La ligation du géne P97c digéré au vecteur pET-21b (+) digéré a été effectuée
a la température ambiante toute la nuit, dans les ratios 1 : 3 (1 pl vecteur : 3 pl insert)
en présence de 400 U de I’enzyme T4 ADN ligase (400 000 U/ml) (New England
Biolabs) et d’un pl du tampon de réaction de la ligase (10X) (New England Biolabs)

dans un volume final de 10 pl.

2.14 Transformation bactérienne par le produit de ligation
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Cinq pl du produit de ligation ont été ajoutés & un tube de bactéries
compétentes E. coli DHSa UltraMax (InVitrogen). Celles-ci ont été incubées 30
minutes sur glace, puis un choc thermique d’une minute a 42°C a été effectué, suivi
d’une incubation d’une minute sur glace. Par la suite, 200 pl de milieu de culture
Luria Bertani (L-B) (voir annexe C) ont été ajoutés puis incubés pendant une heure &
37°C sous agitation constante de 250 rpm. Les bactéries ont ensuite été étalées sur un
pétri contenant du milieu L-B Agar (500 ml Agar, 2 ml d’ampicilline [50 mg/ml]).

Les pétri ont été incubés en position inversée & 37°C pendant une nuit.

2.1.5 Vérification de I’insertion du fragment dans les bactéries E. coli DH5a

La vérification de I’insertion du produit de ligation dans les bactéries
compétentes a été effectuée en utilisant la technique de mini extraction d’ADN
plasmidique par lyse alcaline (Sambrook et al., 1989). Les colonies blanches obtenues
a I’étape précédente ont été inoculées dans un tube de culture de 15 ml contenant 2 ml
du milieu L-B avec 50 mg/ml d’ampicilline, puis incubées pendant une nuit & 37°C
sous agitation constante de 250 rpm. Ensuite, 1,5 ml des cultures bactériennes ont été
récupérés dans des tubes eppendorf puis centrifugés 2 5 500 x g pendant 5 minutes.
Le culot de bactéries a été resuspendu dans 100 pl de la solution P1 (50 mM Tris-HCI
pH 8,0 et 10 mM EDTA pH 8,0). Afin de permettre la lyse, 100 pl de la solution P2
(0,2 M NaOH ; 1% SDS) ont été ajoutés puis mélangés par inversion jusqu'a ce que le
mélange soit translucide. Puis 100 pl de la solution P3 (3 M acétate de potassium, 2
M acide acétique glacial, H,O) one été ajoutés et le mélange a été inversé 2 a 3 fois,
puis la solution a été déposée sur la glace pendant 10 minutes. Ensuite, une
centrifugation a été réalisée a 20 000 x g pendant 12 minutes. Par la suite, le
surnageant a ét€ mélangé a 300 pl de tampon de liaison (500 mM Tris-HCI pH 7,5 ;
200 mM EDTA pH 8,0 ; 6 M guanidine-HCI) puis transféré sur une colonne préparée
préalablement avec 400 pl de la suspension de la terre diatomée (voir annexe C). La

colonne a été centrifugée & 20 000 x g pendant une minute puis lavée avec 600 pl du
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tampon de lavage (20 mM Tris-HCI pH 7,5 ; 5 mM EDTA pH 8,0 ; 200 mM NaCl ;
éthanol 100% ; H2O). Aprés le lavage, deux centrifugations successives de 20 000 x g
pendant une minute ont été effectuées pour bien sécher la colonne. L’ADN a ensuite
été élué par centrifugation dans 30 pl du tampon TE 0,1X (10 mM Tris-HCI pH 8,0 ;
1 mM EDTA pH 8,0) aprés incubation d’une minute & température ambiante. La
vérification de I’insertion du fragment désiré a été réalisée par une digestion a I’aide
des enzymes de restriction Eco RI et Xhol. Pour ce faire, 5 pl de I’ADN obtenu ont
été incubés pendant 2 heures 4 37°C en présence d’un pl (20 U) de chaque enzyme
dans le tampon NebBuffer Eco RI 1X et du Bovine Serum Albumin 1X (BSA), dans
un volume final de 20 pl. L’analyse des fragments obtenus a été effectuée a I’aide
d’un gel d’agarose 1% dans le tampon TAE 1X. Afin de s’assurer de la séquence des
clones obtenus, 8 pl d’ADN obtenu par la mini extraction d’ADN plasmidique a été
séquencé (Centre institutionnel de Génome Québec de I’Université McGill, Montréal,
Canada).

2.1.6 Transformation bactérienne des bactéries E. coli Rosetta-Gami

La transformation des bactéries E. coli Rosetta-Gami (Novagen) a été réalisée
selon la technique décrite a la section 2.1.4 en utilisant 3 pl de la mini extraction
d’ADN plasmidique.

2.1.7 Vérification de la présence du plasmide dans les bactéries E. coli Rosetta

Gami

Afin de s’assurer de I’insertion de I’ADN obtenu par la mini extraction
d’ADN plasmidique dans les bactéries, une lyse de ces bactéries suivie d’une mini
extraction d’ADN plasmidique a été effectuée selon la technique décrite a la section

2.1.5. Ensuite une digestion par les enzymes de restriction Eco RI et Xhol et une
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migration sur gel d’agarose 1% ont été effectuées selon la technique décrite a la

section 2.1.5.

2.1.8 Production de la protéine recombinante P97¢c dans les bactéries E. coli Rosetta

Gami

Afin de produire la protéine recombinante P97c, une pré-culture des bactéries
Rosetta Gami obtenues par transformation bactérienne (section 2.1.6) a été effectuée
dans 1 ml du milieu de culture Super Optimal Broth (SOB) (voir annexe C) avec 50
mg/ml d’ampicilline & 37°C pendant une nuit. Le lendemain, une culture de 20 ml a
été préparée jusqu'a I’obtention d’une densité optique (DO) de 0,5 & 600 nm. Les
bactéries ont ensuite ¢été induites avec 1 mM d’isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside (IPTG) pendant 1,5 heure & 37°C. Dix ml de la culture ont été
incubés en absence d’IPTG pour servir de témoin non induit. Aprés I’induction, une
centrifugation des bactéries induites et non induites a été réalisée a 2 000 x g pendant
30 minutes a 4°C. Les culots bactériens ont ensuite été lysés dans 1 ml du tampon
BugBuster (Novagen) en ajoutant 25 U de benzonase (Novagen), un pg de lysosyme
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) et des inhibiteurs de protéase (1X)
(Complete-Mini EDTA-Free, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) pendant 20
minutes a température ambiante avec agitation. Puis une centrifugation a été effectuée
4 2000 x g pendant 30 minutes a 4°C. Un échantillon des surnageants a été utilisé

pour un test d’immunobuvardage.

2.1.9 Analyse par immunobuvardage des surnageants des bactéries E. coli Rosetta

Gami induites et non induites

L’analyse par immunobuvardage a été réalisée pour vérifier la production de
la protéine P97c. Dix pl de chaque surnageant (induit et non induit) ont été mélangés

avec 2 pl du tampon de charge (900 pl de Laenmli 5X et 100 ul de dithiothreitol
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(DTT) 1M puis chauffés a 100°C pendant 5 minutes. Le mélange a ensuite été laissé
pendant 5 minutes sur glace. Puis les échantillons ont ét€ fractionnés sur un gel
d’électrophorése de polyacrylamide sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) 12% et
migrés pendant 1,5 heure 4 140 V dans un tampon de migration (voir annexe C). Par
la suite, le gel a ét€ transféré sur une membrane de nitrocellulose imbibée par le
tampon de transfert (voir annexe C). Le transfert des protéines sur la membrane de
nitrocellulose a été réalisé pendant 2 heures 4 200 mA. Apres le transfert, la
membrane a été incubée dans du lait 5% (lait écrémé Carnation; Phosphate buffer
saline (PBS) 1X (voir annexe C); 0,1% Tween-20) pendant une heure a température
ambiante avec agitation pour saturer les sites non occupés par les protéines. Ensuite,
la membrane a été incubée avec un anticorps primaire monoclonal de souris anti-P97¢
(gracieuseté du Dr. Carl Gagnon, Université de Montréal) a une dilution de 1/500
dans du lait écrémé 5%. Un réplica de la membrane a été aussi incubé avec un
anticorps primaire polyclonal de lapin anti-Histidine (Santa Cruz Biotechnologies,
Santa Cruz, CA) utilisé & une dilution de 1/2 000 dans du lait écrémé 5%. Les deux
membranes ont été incubées pendant 1,5 heure a température ambiante avec agitation,
suivi de leur lavage avec du PBS-tween 0,05% répété€ 4 fois (5 minutes pour chaque
lavage). Par la suite, une incubation avec I’anticorps secondaire de chévre IgG anti-
murin couplé a la peroxydase de raifort (IgG-HRP) (Santa Cruz Biotechnologies) (1/
10 000) a été effectuée. La membrane réplica a été aussi incubée avec 1’anticorps
secondaire de chévre IgG anti-lapin couplé & la peroxydase de raifort (IgG-HRP)
(Santa Cruz Biotechnologies) utilisé a la dilution 1/5 000. Les incubations ont été
réalisées dans du lait écrémé 5 % pendant 1,5 heure & température ambiante avec
agitation. Un deuxiéme lavage a été effectué avec du PBS-tween 0,05% répété 4 fois
(5 minutes pour chaque lavage). Le signal a été détecté par incubation de la
membrane dans 2 ml d’une solution chemiluminescente (ECL) (Bio-Rad Laboratories
Inc., Montréal, Qc, Canada) pendant 5 & 10 minutes. La membrane a ensuite été
exposée au film d’autoradiographie HyBlot CL® (Denville Scientific Inc., Metuchen,
NJ, USA) pendant une minute.
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2.1.10 Purification d’extraits de protéines sur une colonne de résine chargée-Ni avec

affinité a I’étiquette Histidine

Suite & la lyse des bactéries E. coli Rosetta Gami, |’extrait protéique a été
incubé avec 300 pul de la résine Profinity™ IMAC Ni-charged (Bio-Rad)
préalablement équilibrée avec le tampon de lavage [10 mM Imidazole (Sigma-
Aldrich, Oakville, ON, Canada); 300 mM NaCl; 0,4% NonidetP-40 (NP-40) (Sigma-
Aldrich); PBS 1X] pendant une nuit 4 4°C. Ensuite, le surnageant a été passé a travers
la colonne par gravité puis récupéré. 1l a été appelé le Flow Through (FT). Par la
suite, la résine a été lavée 4 fois avec 1 ml du tampon de lavage, puis 1’élution de la
protéine a été effectuée 4 fois avec 100 pl du tampon d’€lution (500 mM Imidazole;
300 mM NaCl; PBS 1X).

2.1.11 Analyse par immunobuvardage des produits de purification

L’analyse des produits de purification obtenus a I’étape précédente a été
effectuée selon la technique décrite a la section 2.1.9. Un deuxiéme gel a été préparé

puis colorié au bleu de Coomasie.

2.2 Clonage du géne P97c dans le vecteur pET-22b (+)

2.2.1 Amplification du géne synthétique de P97c par une réaction de polymérisation
en chaine (PCR)

L’amplification du géne synthétique de P97c a été réalisée par une réaction de
polymérisation en chaine (PCR) a I’aide d’amorces nucléotidiques sens 5°P-
TACCCCATGGATATGAAGGAAT-3’0OH et anti-sens 5’P-CCAGCTCGAGTT-
TAGATTCTG-3’0OH dans le but de changer le site de clivage de I’enzyme de

restriction Eco RI par celui de ’enzyme de restriction Ncol. La réaction a été
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effectuée dans 5 pl du tampon de réaction standard Taq (10X) (New England
Biolabs), 1 pl de chacun des amorces (10 pM), 1 pl de la dilution 1/10 d’un mélange
de deoxynucléotides (ANTP) (10 mM) (New England Biolabs), 1 pl du géne
synthétique de P97c (500 ng/ul) et 0,5 pl de la One Taqg DNA Polymerase (5 000
U/ml) (New England Biolabs) pour un volume final de 50 pl. Un tube témoin ne
contenant pas le géne synthétique a été préparé en parallele avec les mémes volumes
pour tous les produits. Les échantillons ont été par la suite déposés dans un appareil a
cycle de température programmable. Les tubes ont été¢ amenés & une température de
94°C pendant 30 secondes, puis 25 cycles successifs de températures ont été effectués
comprenant 1) une dénaturation de ’ADN durant 30 secondes & 94°C; 2) un
appariement des amorces nucléotidiques a 58°C durant une minute ; et 3) la synthése
des brins complémentaires & 68°C pendant une minute. Une incubation finale de 5

minutes & 68°C a été par la suite effectuée.
2.2.2 Purification du produit de PCR

La purification du produit de PCR a été réalisée en utilisant le kit Nucleospin®
Gel and PCR clean-up. Brigvement, 100 pl du tampon NTI a été ajouté a 50 pl de la
PCR. La solution a été transférée sur une colonne fournie avec le kit. Une
centrifugation a été effectuée pendant une minute & 11 000 x g. La membrane de la
colonne a été lavée deux fois en ajoutant 700 pl du tampon de lavage NT3. Une
centrifugation a été effectuée entre chaque lavage. Pour sécher la membrane, une
centrifugation de plus a été effectuée. L’élution de ’ADN a été effectuée par
incubation de I’ADN dans la colonne avec 30 pl du tampon d’élution NE pendant une

minute a température ambiante puis une centrifugation. L’ADN a été stocké a -20°C.

2.2.3 Digestion du vecteur pET-22b (+) et du géne P97c¢ de la PCR par les enzymes
de restriction Xhol et Ncol
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Le géne synthétique de la P97c provenant de la PCR ainsi que le vecteur pET-
22b (1) (Invitrogen) (voir annexe B) ont été digérés par les mémes enzymes de
restriction Ncol (10 000 U/ml) (New England Biolabs) et Xhol (20 000 U/ml). Huit
ul du vecteur pET-22b (+) ainsi que 8 pl du géne P97c ont été digérés pendant 2
heures 4 37°C a I’aide d’un pl de chacune des enzymes de restriction Ncol et Xhol, et
2 pl du tampon NebBuffer 3,1 (New England Biolabs) dans un volume final de 20 pl.
A noter que le vecteur pET-22b (+) a une étiquette 6-His de son c6té C-terminal. Par
la suite, une purification de I’ADN digéré a été effectuée selon la technique décrite a

la section 2.2.2 en utilisant 40 pl du tampon NTI.

2.2.4 Ligation du géne P97c digéré au vecteur pET-22b (+) digéré

La ligation du géne P97¢ digéré au vecteur pET-22b (+) digéré a été effectuée
a la température ambiante pendant 16 heures, dans les ratios 1 : 1 (1 pl vecteur: 1 pl
insert) en présence de 400 U de I’enzyme T4 ADN ligase et du tampon de réaction de

la ligase 1X dans un volume final de 10 pl.

2.2.5 Transformation des bactéries E. coli DHS5a par le produit de ligation

Trois pl du produit de ligation ont été ajoutés & un tube de bactéries
compétentes E. coli DH5a UltraMax selon la technique décrite a la section 2.1.4 pour

la vérification de I’insertion du produit de ligation et le séquengage.

2.2.6 Vérification de I’insertion du fragment dans les bactéries E. coli DH5a

La vérification de I’insertion du produit de ligation dans les bactéries par la
technique de mini extraction d’ADN plasmidique ainsi que le séquengage ont été
effectués selon les procédures décrites a la section 2.1.5. La vérification de 1’insertion

du fragment voulu a été réalisée par une digestion a I’aide des enzymes de restriction
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Ncol et Xhol. Pour ce faire, 4 pl de I’ADN obtenu ont été digérés pendant 2 heures a
37°C al’aide de 2,5 U de Ncol et 5 U de Xhol dans le tampon NebBuffer 3,1 dans un
volume final de 10 pl. L’analyse des fragments obtenus a été effectuée a I’aide d’un
gel d’agarose 1%. Huit pl d’ADN obtenu par la mini extraction d’ADN plasmidique a
été séquencé afin de s’assurer de la séquence des clones obtenues (Centre

institutionnel de Génome Québec de 1’Université McGill).

2.2.7 Transformation bactérienne des bactéries E. coli BL21 DE3

La transformation bactérienne de E. coli BL21 DE3 (Invitrogen) a été réalisée
selon la technique décrite & la section 2.1.4 en utilisant 3 pl de la mini extraction

d’ADN plasmidique.

2.2.8 Vérification de I’insertion du fragment dans les bactéries E. coli BL21 DE3

Afin de s’assurer de I’insertion de I’ADN obtenu par la mini extraction
d’ADN plasmidique dans les bactéries compétentes E. coli BL21 DE3, une lyse de
ces bactéries suivie d’une mini extraction d’ADN plasmidique a été effectuée selon la
technique décrite a la section 2.1.5. Ensuite une digestion par les enzymes de
restriction Ncol et Xhol et une migration sur gel d’agarose 1% ont été effectuées

selon la technique décrite a la section 2.1.5.

2.2.9 Production de la protéine recombinante P97c par induction des bactéries E.

coli BL21 DE3

La production de la protéine P97c a d’abord été testée a une petite échelle.
Pour ce faire, 2 ml d’une culture de bactéries E. coli BL21 DE3 ont été induits par 0,6
mM d’IPTG & DO de 0,9 &4 600 nm pendant 3 heures & 37°C. Deux ml de culture ont

été incubés en absence d’IPTG pour servir de bactéries témoins non induites. Apres la
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lyse périplasmique (voir section 2.2.10), le surnageant ainsi que le culot bactérien
lysé des bactéries induites et non induites ont été fractionnés sur un gel SDS-PAGE
12% et analysés par inmunobuvardage. Par la suite, une culture a plus grande échelle
a été réalisée. Une pré-culture de 100 ml a été effectuée dans du milieu L-B avec 50
mg/ml d’ampicilline pendant la nuit & 37°C. Le lendemain, une culture de 2 L a été
effectuée jusqu'a une DO de 0,9 & 600 nm. Les bactéries ont ensuite été induites dans
les mémes conditions. Aprés I’induction, une centrifugation des bactéries a été
réalisée a 10 000 x g pendant 30 minutes a 4°C. Le culot bactérien a ensuite été

stocké a -20°C pour la lyse.

2.2.10 Lyse périplasmique des bactéries induites

Le culot obtenu de 2 L des bactéries induites a été resuspendu avec 800 ml
(0,4 fois le volume de la culture initiale) du tampon Tris-HCI (30 mM) 20% sucrose
avec de ’EDTA pH 8,0 a une concentration finale de 1 mM. Le mélange a été ensuite
incubé a température ambiante pendant 10 minutes avec une agitation douce a 150
rpm. Par la suite, une centrifugation a été réalisée a 17 600 x g pendant 15 minutes a
4°C. Le culot a été remis en suspension avec 800 ml de MgSO, (5 mM) et incubé
pendant 10 minutes sur glace avec agitation a 150 rpm. A cette étape, les protéines
périplasmiques ont été libérées dans le tampon. Une deuxiéme centrifugation a été
réalisée a 17 600 x g pendant 15 minutes & 4°C. Le surnageant a ensuite été lyophilisé

avant d’étre utilisé pour les étapes subséquentes.

2.2.11 Lyse totale et sonication des bactéries induites

Le culot d’un litre de bactéries induites a été lysé dans 100 ml du tampon P1
(0,5% Tween-20 ; 0,5% Triton X-100 ; 0,5% NP-40 ; PBS) et 6,5 ml du tampon P2
(200 mM NaOH ; 1% SDS) en présence de 25 U de benzonase (Novagen), 1 pg de
lysosyme (Sigma) et des inhibiteurs de protéase 1X pendant 20 minutes & température
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ambiante avec agitation. Par la suite, une sonication par un Ultrasonic Dismembrator
(Fisher Scientific, modéle 100, 50/60 Hz) a puissance maximale sur glace a été
réalisée avec une activation de la sonde réalisée en trois étapes : 1) activation de la
sonde pour 30 secondes suivi d’un repos de 30 secondes répétée 3 fois ; 2) activation
de la sonde pour une minute suivi d’un repos d’une minute, répétée 2 fois ; et 3)
activation de la sonde pour une seconde suivi d’un repos d’une seconde pendant 1
minute, répétée 2 fois. Enfin, une centrifugation a 17 600 x g a été effectuée pendant

30 minutes a 4°C.

2.2.12 Purification des lysats sur une colonne de résine chargée-Ni avec affinité a

I’étiquette Histidine

La poudre du surnageant lyophilisé a été dissoute dans 2 ml d’eau et dialysée
pendant 2 heures puis pendant une nuit contre du PBS 1X & 4°C avec agitation. Les
produits des deux lyses périplasmique et totale ont été ensuite purifiés sur la résine
Profinity™ IMAC Ni-charged (Bio-Rad) tel que décrit 4 la section 2.1.10 en utilisant

le méme tampon de lavage exempt de NP-40.
2.2.13 Analyse par immunobuvardage des produits de purification

Les produits de purification obtenus a I’étape précédente ont été analysés par
immunobuvardage selon la technique décrite a la section 2.1.9. Un deuxiéme gel a été
préparé puis colorié au bleu de Coomassie.
2.2.14 Chromatographie d’exclusion stérique

Une colonne de filtration sur gel Superdex 75 HR 10/30 calibrée (GE

Healthcare Life Sciences, Baie d’Urfe, Québec, Canada) a été utilisée pour séparer les

protéines obtenues suite & la purification, selon leur taille moléculaire. La phase
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mobile utilisée a été le PBS. Les éluats ont été détectés par absorbance a 280 nm et
recueillis en des fractions de 1 mL. Les fractions contenant la protéine désirée ont été
analysées par immunobuvardage puis lyophilisées, et celles de la lyse totale ont été

stockées a -20°C.

2.2.15 Dosage des protéines

Les protéines des fractions qui ont été lyophilisées ont été remises en
suspension dans de I’eau milli-Q pour &tre dosés. Le dosage des protéines a été réalisé
en triplicata a I’aide du kit DC protein assay (Bio-Rad). Pour ce faire, 5 pl de
I’échantillon & doser ont été déposés dans un plateau de 96 puits a fond plat (Bio-rad),
puis 25 pl de la solution A (1 ml de tartrate de cuivre alcaline + 20 pl de réactif S) ont
été ajoutés, ainsi que 200 pul de réactif B (réactif de Folin). La plaque a été ensuite
incubée pendant 15 minutes & température ambiante, puis la lecture de I’absorbance a
été effectuée a 750 nm a I’aide d’un lecteur de plaque. La courbe standard a été
réalisée a 1’aide d’une concentration de BSA connue, soit 0,1 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,4
mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,8 mg/ml, 1 mg/ml, 1,2 mg/ml et 1,4 mg/ml, afin d’établir la

concentration des protéines de chaque fraction.

2.2.16 Dichroisme circulaire (CD)

Les protéines lyophilisées ont été solubilisées dans du tampon PBS & une
concentration finale de 15 pM. Tous les spectres ont €t€ enregistrés a 25°C a I’aide
d’un spectrométre J-815 CD (Jasco Applied Sciences, Anchorage, AK, USA) de 195
4 260 nm a tous les 0.5 nm. Le balayage a ét¢ d’une durée moyenne de 10 s a chaque
longueur d’onde. Chaque spectre a été ajusté par la soustraction du bruit de fond de
I’échantillon sans protéines. Chaque spectre correspond a la moyenne d’au moins

deux lectures indépendantes. Les spectres ont été enregistrés aprés le dépot des
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échantillons dans une cellule de quartz de 2 mm de chemin optique. L’ellipticité

moyenne par résidus est exprimée en millidegré (mdeg).

2.3 Génération de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse (BmDCs) de

souris C57BL/6 et leurs activation

Des souris C57BL/6 femelles 4gées de six & huit semaines ont été utilisées
(Charles River Laboratory, St-Constant, Qc, Canada) pour I’obtention des cellules
dendritiques dérivées de la moelle osseuse de souris (bmDCs) selon une technique
décrite précédemment (Inaba et al., 1992; Lecours et al., 2011; Lecours et al., 2012).
Pour ce faire, les cellules totales de la moelle osseuse ont été récupérées des témurs et
des tibias et ont été mises en culture dans du milieu Roswell Park Memorial Institute
(RPMI]) (Life Technologies, Burlington, ON, Canada) complet contentant 5% de
sérum de veau feetal (FBS) (PAA Laboratories Inc., Etobicoke, Ontario, Canada), 10
mM HEPES, 2 mM L-glumatine, 20 pg/ml de Gentamicine et 50 uM de 2-ME. Le
milieu complet a été en plus supplémenté avec 20 ng/ml de GM-CSF recombinant
(eBioscience, San Diego, CA, USA). Cing ml de cellules (2,5x10° cellules/ml) ont été
mis en culture dans chacun des puits d’une plaque a six puits (Corning, Kennebunk,
ME, USA) durant 7 jours a 37°C avec 5% de CO,. Aux jours 3 et 5, un changement
de milieu RPMI contenant 10 ng/ml de GM-CSF recombinant a été effectué. Au jour
7, les agglomérats de cellules ont été récoltés délicatement & 1’aide d’une pipette. Les
cellules ont été remises en culture pour la nuit dans du milieu RPMI supplémenté

avec 10 ng/ml de GM-CSF recombinante afin d’éliminer les cellules adhérentes.

Au jour 8, les cellules non adhérentes ont &té récupérées, lavées et une
suspension cellulaire de 2x10° cellules/m] a été préparé dans du milieu RPMI avec
10% de FBS et 10 ng/ml de GM-CSF recombinante. Dans des plaques de 24 puits
(Sarstedt Inc.), une quantité¢ de 1x10° cellules par puits a été déposée. Ensuite,

différentes concentrations de la protéine P97c ont été ajoutées (100, 500 ng/ml et 1, 2,
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5 pg/ml) en présence et/ou en absence de la polymyxine B (20 pg/ml) (Invivogen,
San Diego, California, USA). Les plaques ont €té incubées pendant une nuit a 37°C
dans 5% de CO, et le surnageant a €té récupéré et conservé a -20°C jusqu’a
l’utilisation. Des cellules non stimulées ainsi que des cellules stimulées avec de
P’ovalbumine (OVA) (50 ng/ml) (Invivogen) ont servi de témoins négatifs. Des
cellules stimulées avec du CpG (1 uM) (Invivogen), du LPS (1 pg/ml) (Sigma), du
LPS-EB ultra pure (monophosphoryl lipid A) (1 pg/ml) (Invivogen) et de la flagelline
(FliC Vaccingrade) (1 et 2 pg/ml) (Invivogen) ont servi de témoins positifs.

2.4 Cytométrie en flux

La pureté des bmDCs a été déterminée par cytométrie en flux. Un million de
cellules ont été centrifugées & température ambiante pendant 5 minutes & 600 g. Elles
ont été ensuite resuspendus dans 100 pl d’anticorps anti-souris CD1lc (dilution
1/100) conjugué a I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) clone N418 (eBioscience)
utilisé comme marqueur puis incubées pendant 20 minutes & 4°C. Une deuxiéme
centrifugation a été effectuée et les cellules ont été resuspendues dans 400 pl de PBS.
Une pureté de 80-85% de cellules CD11c" a été obtenue par analyse au cytométre
(Accuri C6, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA).

2.5 Quantification des cytokines IL-6 et TNF-a

La production de TNF-a et d’IL-6 a été mesurée dans le surnageant des
cultures de bmDCs aprés 18 heures de stimulation, en utilisant ’ensemble ELISA
Development kit (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) selon le protocole du fournisseur.
Briévement, les plaques de 96 puits (Costar Well Half Area High Binding, Corning)
ont été adsorbées avec I’anticorps de capture (TNF-a : 1pg/ml et IL-6 : 2pug/ml) dans
du PBS, pH 7,3, et incubées & température ambiante toute la nuit. Par la suite, les

plaques ont été bloquées avec du PBS contenant 1% de BSA. Ensuite, du standard et
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des échantillons ont été ajoutés en triplicata suivi d’une incubation de 2 heures a la
température ambiante. L’anticorps de détection (TNF-a: 0,25pg/ml et IL-6:
0,5pg/ml) a ensuite été ajouté pour une incubation de 2 heures a la température
ambiante. L’avidine peroxidase (1/2 000) a été ajoutée pour une incubation de 30
minutes 4 la température ambiante. Le signal de la peroxidase a été détecté avec le
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS) (Life Technologies)
a une DO de 405 nm. Pour chaque échantillon, la DO des puits témoins (non-adsorbé)

a été soustraite.

2.6 Analyse statistique

Pour les résultats d’ELISA, les données ont été analysées en utilisant une
analyse de la variance ANOVA a une variable, suivi d’un post-test de Bonferroni en
comparant tous les colonnes 8 OVA pour des analyses statistiques entre les moyennes
des différentes conditions. Une valeur P < 0,05 été utilisée comme seuil de

signification.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 Expression du géne codant la P97c par le vecteur pET-21b (+)

La protéine P97c a d’abord été exprimée dans des bactéries via le vecteur
pET-21b (+). Suite a une induction de 1,5 heure avec un 1 mM d’IPTG des bactéries
E. coli Rosetta Gami (croissance équivalente a une D.O. de 0,5), des protéines
solubles ont été obtenues a partir d’un lysat bactérien tel que détecté en
immunobuvardage par la présence de plusieurs bandes immunoréactives en utilisant
un anticorps monoclonal murin spécifique de la P97 (Fig. 6A, ligne I). Les protéines
observées ont démontré des masses moléculaires de 37, 25, 20 et 18 kDa,
correspondant & la P97c enti¢re pour la premiére et possiblement a des sous-produits
de clivage de la P97c pour les autres. Deux bandes immunoréactives de masse
moléculaire 37 et 25 kDa ont été détectées en utilisant un anticorps polyclonal de
lapin spécifique a I’étiquette 6-His (Fig. 6B, ligne I). Aucune protéine correspondant
a la P97c ou a un quelconque sous-fragment n’a été observée dans les bactéries non
induites (Fig. 6A-B, ligne NI). La purification d'extraits protéiques des bactéries
induites avec une colonne de résine chargée-Ni, tel qu’observé sur un gel SDS-PAGE
coloré au bleu de Coomassie, a montré un faible rendement d’expression suite a
I’analyse des éluats (Fig. 6C, lignes E1 a E4). Par contre, trois bandes
immunoréactives a I’anticorps monoclonal anti-P97c avec des masses moléculaires de
37, 25 et 20 kDa (Fig. 6D, lignes E1 a E4) et deux bandes immunoréactives a
’anticorps polyclonal anti-His avec des masses moléculaires 37 et 25 kDa (Fig. 6E,

lignes E1 a E4) ont été détectées par immunobuvardage.
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Figure 6. Expression de la protéine P97c dans les bactéries d’E. coli Rosetta
Gami transformées avec le vecteur pET-21b (+)

Les protéines solubles obtenues ont été analysées par un gel SDS-PAGE 12% coloré
au bleu de Coomassie (C) et par immunobuvardage (A, B, D, E) avant (A, B) et aprés
(D, E) une purification sur une colonne de résine chargée-Ni. L’immunobuvardage
(signaux en chemiluminescence) a été réalisé en utilisant un anticorps monoclonal de
souris anti-P97c (A, D) en tant qu'anticorps primaire et un anticorps anti-IgG-HRP de
souris (A, D) en tant qu'anticorps secondaire. L’immunobuvardage du réplica a été
réalis¢ en utilisant un anticorps polyclonal de lapin anti-His (B, E) en tant
qu'anticorps primaire et un anticorps anti-IgG-HRP de lapin (B, E) en tant
qu'anticorps secondaire. FT: Flow through; L1 a L4: Lavage; E1 4 E4: Eluat.
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3.2 Expression du geéne codant la P97¢ par le vecteur pET-22b (+)

Suite & I’obtention de plusieurs bandes protéiniques et au rendement
négligeable en terme de quantité, il a été décidé d’utiliser un autre vecteur
d’expression en 1’occurrence le vecteur pET-22b (+). Ce vecteur contient une
séquence de signalisation périplasmique, ce qui permet d’exprimer la P97c dans la
fraction périplasmique, un environnement favorable pour le repliement des protéines.
Le géne codant la P97c a donc été cloné dans des bactéries E. coli BL 21 DE3. Ces
bactéries sont déficientes en Lon et OmpT protéases qui peuvent dégrader les
protéines durant la purification (Novagen pET system manual). La Fig. 7 représente
les protéines solubles du surnageant et du culot obtenues a partir d’une lyse
périplasmique de bactéries induites (volume 2 ml de bactéries, croissance a une D.O.
de 0.9) avec 0.6 mM d’TIPTG (Fig. 7A, B, lignes I) et non induites (Fig. 7A, B, lignes
NI). La coloration du gel avec le bleu de coomassie (Fig. 7A) n’a montré aucune
protéine dans la fraction surnageant alors que des protéines ont été observées dans la
partie culot. L’immunobuvardage a montré deux bandes immunoréactives de P97¢
dans le surnageant & 37 kDa et 25 kDa alors que plusieurs bandes ont été observées

dans la partie culot.

Suite & cet essai préliminaire avec un volume peu élevé de bactéries,
’expression des protéines a été réalisée a partir d’une culture bactérienne de 2 L. Tel
que le démontre le gel SDS-PAGE coloré au bleu de coomassie (Fig. 7C, éluats :
lignes E1 a E4), deux bandes intenses avec des poids moléculaires de 37 et 25 kDa
ont été obtenues suite au passage du lysat périplasmique sur une colonne de
purification de résine chargée-Ni. Une bande de moindre intensité d’un poids
moléculaire de 37 kDa a été observée dans les lavages de la colonne (Fig. 7C,
lavages : L1 a L4). L’analyse par immunobuvardage avec 1’anticorps de souris IgG-
HRP anti-P97 a démontré la spécificité des bandes qui ont ét€ observées sur le gel
coloré au bleu de Coomassie (Fig. 7D, lignes L1 & L4 et lignes E1 a E4). La
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deuxiéme membrane qui est un réplica du gel et qui a ét¢ incubée avec I’anticorps de
lapin IgG-HRP anti-Histidine, a démontré deux bandes intenses avec des poids
moléculaires de 37 et 25 kDa (Fig. 7E, éluats : lignes E1 a E4). Les bandes de poids
moléculaires différents sont possiblement des impuretés qui ont ét¢ éluées avec la
P97c a partir de la colonne de résine chargée-Ni a cause de la forte concentration en
Imidazole (500 mM). Ces impuretés ne sont pas des fractions de la P97c vu qu’elles
n’ont pas été observées a la Fig. 7D avec I’anticorps monoclonal anti-P97¢ alors
qu’elles ont été visibles a la Fig. 7E avec ’anticorps polyclonal anti-His. Elles ont été

éliminées dans les déchets non collectés de la chromatographie d’exclusion stérique.

(A) Surnageant culot
[ N1 1 N
kDa ::
75 o
50 — -
37 — 8
25 ..

- "«
y :



(B) Surnageant

culot

NI I NI

kDa I

P97¢
* (37kDa)

. P97c
(25 kDa)

a P97¢

(©
FE Il 13 E3 T

El E2 E3 E4

P97c
(37 kDa)

P97¢
(25 kDa)

57



58

(D)
FT Ll L2 L3 L4 El E2 E3 E4
kDa
75 ___
50 ___
s (37 kDa)
25 ___ P97¢c
(25 kDa)
o P97¢
(E)
kDa FT L1 L2 L3 L4 El E2 E3 E4
50—
A P97¢c
(37 kDa)
25__ f P97c
(25 kDa)
20—

o His

Figure 7. Expression de la protéine P97c dans les bactéries E. coli BL21 DE3
transformées avec le vecteur pET-22b (+)

Les protéines solubles obtenues & partir de la fraction périplasmique ou les protéines
présentes dans le culot (A, B) ont été analysées par gel SDS-PAGE 12% coloré au
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bleu de Coomassie (A) et par immunobuvardage (B). A et B: a partir de 2 ml de
culture; Les protéines obtenues aprés purification sur une colonne de résine chargée-
Ni (C, D, E) ont été analysées par gel SDS-PAGE 12% coloré au bleu de Coomassie
(C) et immunobuvardage (D, E). C, D et E: a partir de 2 litres de culture.
L’immunobuvardage (signaux en chemiluminescence) a été réalisé en utilisant un
anticorps monoclonal de souris anti-P97c (B, D) et un anticorps polyclonal de lapin
anti-Histidine (E) en tant qu'anticorps primaires et un anticorps anti-IgG-HRP de
souris (B, D) et anti-IgG-HRP de lapin (E) en tant qu'anticorps secondaires. FT: Flow
through; L1 a L4: Lavage; El a E4: Eluat.

3.3 Purification d’extrait protéique provenant de la lyse totale

Comme réalisé précédemment, un litre de bactéries E. coli BL21 DE3 induites
(0,6 mM d’IPTG a une D.O de 0,9) ont été lysées par les tampons P1 et P2 et
soniquées. Le surnageant a ¢été ensuite purifié sur la colonne de résine chargée-Ni. Un
gel coloré au bleu de Coomassie montre la purification avec deux bandes de masses
moléculaires 37 et 25 kDa (Fig. 8, ligne E) avec un rendement d’expression élevé.
Ces deux bandes ont été séparées par chromatographie d’exclusion stérique puis les

protéines ont été conservées a -20°C pour les tests in vitro.
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Figure 8. Purification des protéines de la lyse totale
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Les protéines solubles obtenues par une lyse totale d’une culture de 1 L de bactéries
BL21 DE3 puis soniquées ont été purifiées sur la colonne de résine chargée-Ni puis
analysées par gel SDS-PAGE 12% coloré au bleu de Coomassie. FT: Flow through;
L1 a L4: Lavage; E1 4 E4: Eluat.

3.4 Séparation par chromatographie d’exclusion stérique

Suite aux résultats obtenus, il a été¢ donc décidé de produire la P97¢ a partir du
vecteur pET-22b (+) dans les bactéries E. coli BL21 DE3, et de purifier la P97¢
entiére en utilisant la chromatographie d’exclusion stérique aprés une premiére étape
de purification sur la colonne de résine chargée-Ni. Tel que présenté dans la Fig. 9,
les deux formes de P97c obtenues suite a la lyse périplasmique ont €té séparées avec
succes par chromatographie d’exclusion stérique en raison de leurs différences des
poids moléculaires de 37 et 25 kDa. Le graphique (A) de la fig. 9 montre trois pics
résultant du fractionnement des prot€ines. Le premier représente les protéines
agrégées des deux formes recueillies dans des fractions de 1 ml (volume d’élution de
42-48 ml). Les deuxi¢me et troisiéme pics représentent la P97c entiére (37 kDa)
(volume d’élution de 50-54 ml) et le fragment de 25 kDa de la P97c (25 kDa)
(volume d’élution de 60-68 ml), respectivement. Tel que le démontre le gel SDS-
PAGE coloré au bleue de Coomassie (Fig. 9B, pics : lignes 1 a 3), les trois pics ont
été obtenus suite a la séparation par chromatographie d’exclusion stérique. L ’analyse
par immunobuvardage a démontré la spécificité des bandes qui ont été observées sur
le gel coloré au bleu de Coomassie (Fig. 9C, pics : lignes 1 a 3). Ces fragments ont

été lyophilisés et conservés a -80°C.
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Figure 9. Séparation des deux formes majeures de P97c exprimées a partir du
vecteur pET-22b (+) par chromatographie d’exclusion stérique

Le chromatogramme (A) montre trois maximas distincts, soit les agrégats, les
fractions 37 kDa et 25 kDa respectivement. Les protéines solubles obtenues a partir
de la fraction périplasmique ont été analysées par gel SDS-PAGE 12% coloré au bleu
de Coomassie (B) et par immunobuvardage (C) aprés lyophilisation du surnageant,
solubilisation des protéines lyophilisées, dialyse puis purification sur une colonne de
résine chargée-Ni. L’ immunobuvardage (signaux en chemiluminescence) a été réalisé
en utilisant un anticorps monoclonal de souris anti-P97¢ en tant qu'anticorps primaire,
et un anticorps anti-IgG-HRP de souris en tant qu'anticorps secondaire (C).

3.5 Analyse structurale par dichroisme circulaire

Pour évaluer si les protéines affichent une structure tridimensionnelle
particuliére, la structure secondaire de la protéine compléte P97c (37 kDa) et du
fragment tronqué de 25 kDa a ¢€té analysée par dichroisme circulaire (Fig. 10). Les
protéines ont été solubilisées dans du PBS a une concentration finale de 15 uM. Le
spectre CD de P97c (25 kDa) présente deux minima négatifs a 208 et 222 nm et un
maximum positif 4 192 nm, indiquant la présence d’une structure en hélice-a. Le
spectre de la P97c (37 kDa) montre une conformation principalement aléatoire ou

désordonnée de la protéine avec un seul minimum autour de 204 nm.
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Figure 10. Spectres de spectroscopie de dichroisme circulaire de la P97c
Les spectres CD de P97c (25 kDa) en rouge et P97c (37 kDa) en mauve, a une
concentration finale de 15 pM, ont été pris a température ambiante.

3.6 Effet de P97c (37 kDa) sur la sécrétion d’IL-6 et TNF-a dans des cellules

dendritiques murines

La P97c obtenue par la lyse totale des bactéries BL21 DE3 a modulé la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires IL-6 et TNF-a par les DCs tel que
déterminé par ELISA. Dans la Fig. 11A, les DCs ont été stimulées en absence de
polymyxine B. Les cellules non stimulées et les cellules stimulées avec I’OVA n’ont
induit aucune sécrétion de I’'IL-6 et de TNF-a. Le CpG, qui stimule le TLR 9, a été
utilisé comme témoin positif et a induit la sécrétion de I’IL-6 et de TNF-a a des
quantités de 400 000 pg/ml et 210 000 pg/ml respectivement. Le LPS et le LPS-EB
ultra pure (monophosphoryl lipide A), qui stimulent le TLR 4, ont aussi induit la
sécrétion de I’IL-6 et de TNF-a a des degrés moindres. La flagelline qui a été utilisée
comme témoin positif et qui stimule le TLR 5, n’a induit aucune ou une tres faible
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stimulation des DCs avec les deux concentrations utilisées. Par rapport & la P97c, la
stimulation des DCs a été observée a partir d’'une concentration de 100 ng/ml avec
une quantité d’IL-6 qui a augmenté graduellement en corrélation avec 1’augmentation
de la concentration de la P97c. Pour la cytokine pro-inflammatoire TNF-a de la Fig.

11A, la stimulation par la P97c a été détectée aux concentrations de 100 ng/ml et 5

pg/ml.

Pour déterminer si la réponse obtenue par la P97¢c n’était pas due a la présence
de LPS provenant de la préparation, c’est-a-dire des bactéries produisant la protéine,
les DCs ont été stimulées en présence de la polymyxine B qui est reconnue comme
étant un inhibiteur de LPS (Cardoso et al., 2007) (Fig. 11B). Les cellules stimulées
aux CpGs ont induit la sécrétion de 1’IL-6 a une concentration de 500 000 pg/ml. Le
LPS-EB ultra pure a été inhibé par la polymyxine B alors que le LPS n’a été que
partiellement inhibé. Les mémes résultats ont ét€ observés pour I’IL-6 suite a la
stimulation par la P97c avec des concentrations moins élevées obtenues & partir des
DCs incubées en présence de polymyxine B. Pour le TNF-a, une faible stimulation a
été observée par la flagelline. De méme, la stimulation par la P97c¢ a été observée aux
concentrations de 100 et 500 ng/ml en présence de polymyxine B. Une absence de
dose-réponse pour le TNF-a a des concentrations de P97c de 500 ng/ml, 1 et 2 pg/ml
en absence de polymyxine B (Fig. 11A) et une absence de réponse pour la P97¢c
utilisée a des concentrations de P97c de 1 et 2 pg/ml en présence de polymyxine B
(Fig. 11B), pourraient suggérer une faible activation des DCs ou une réponse non-
spécifique due & la présence d’une faible contamination d’endotoxines ou aussi un

probléme technique.

L’analyse statistique a montré qu’il y a une différence statistiquement
significative entre les concentrations d’IL-6 obtenues suite & la stimulation des DCs a
I’OVA et celles obtenues suite & la stimulation des DCs par la P97c a différentes
doses (Fig. 11A et B), ce qui suggére que la P97c peut induire une réponse
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immunitaire positive. L’analyse statistique pour la TNF-a n’a pas pu étre réalisée par

manque de données, mais les graphes ont montrés une tendance des DCs a produire

du TNF-a suite & une stimulation par la P97¢c (Fig. 11A).
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Figure 11. Effet de la P97c compléte sur la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires

Les DCs ont été traitées avec la P97c (37 kDa) a différentes concentrations (100, 500
ng/ml et 1, 2, 5 pg/ml) en absence (A) ou en présence (B) de polymyxine B a 20
pg/ml. Les colonnes des cellules non stimulées et de ’OVA a 50 ng/ml représentent
les témoins négatifs. Les colonnes des CpG a 1 uM, LPS a 1 pg/ml, LPS-EB ultra
pure & 1 pg/ml et la FliC VacciGrade a 1 et 2 pg/ml représentent les témoins positifs.
Le symbole (*) représente une différence statistiquement significative (P < 0,05)
entre le groupe comparé et le témoin négatif OVA.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Un vaccin est une préparation contenant du matériel immunogéne capable
d’induire chez le sujet vacciné une réponse immunitaire spécifique a cet
immunogéne. Dans le cas d’un pathogéne particulier, un vaccin a comme objectif de
protéger 1’h6te contre I’infection naturelle ou d’en atténuer les conséquences. D’un
point de vue immunologique, la vaccination consiste a générer des cellules
immunitaires mémoires spécifiques a un pathogéne qui permettront de combattre trés
rapidement ce dernier lors d’une infection naturelle. La vaccination va donc permettre
d’activer la réponse immunitaire humorale et/ou cellulaire. La réponse humorale,
conduite par les cellules B, se caractérise par la sécrétion d’anticorps qui vont
contribuer a neutraliser les agents pathogénes extracellulaires. La réponse cellulaire,
d’autre part, va permettre la génération de deux types principaux de cellules T : les
cellules T CD8+ cytotoxiques, qui pourront tuer directement les cellules infectées par
les pathogenes intracellulaires, et les cellules T auxiliaires CD4+ de type Thl,
supportant entre autre la réponse des cellules T CD8+ cytotoxiques et 1’activation de

macrophage (Janeway et al., 2009).

La vaccination a de fait permis d’améliorer 1’état de santé des populations
humaines et animales a 1’échelle mondiale. Les vaccins conventionnels & base
d'organismes vivants atténués ou inactivés par un processus chimique présentent les
inconvénients d’un regain possible de la virulence pour les premiers, ou une
inactivation incompléte et une réponse immunitaire faible pour les deuxiémes. Pour

contrer ces inconvénients, le développement de vaccins 4 base de protéines
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recombinantes, un type de vaccins sous-unitaires, est une avenue qui permet
d’éliminer les inconvénients de sécurit€ des vaccins conventionnels. Dans ce cas
précis, l'utilisation d'un adjuvant est nécessaire pour induire des réponses

immunitaires optimales (Brunner et al., 2010).

L’utilisation d’adjuvants dans les vaccins sous-unitaires présente les
avantages d’augmenter ou prolonger la réponse immunitaire spécifique induite, de
diminuer la quantité d’antigénes et de rappels nécessaires et d’orienter la réponse
immune vers le profil Thl et/ou Th2 désiré (Aguilar and Rodriguez, 2007). Les
adjuvants approuvés pour usage humain incluent les sels d’aluminium (Alun) sous
forme d’hydroxyde ou de phosphate, seul ou en mélange, utilisés depuis plus de 80
ans, I’AS04 (mélange de monophosphoryl lipide A et d’hydroxyde d’Al) approuvé en
2009 pour le vaccin Cervarix contre le virus du papillome humain, et le MF59® et
I’AS03 (émulsions de squaléne) utilisés dans des vaccins anti-grippaux (Coffman et
al., 2010). Méme si I’effet de dépdt local a été longtemps retenu comme mécanisme
d’action de ces produits, leur effet adjuvant est aussi associé a la stimulation de la
réponse innée. L’alun en particulier active I’inflammasome résultant en I’activation
de la caspase-1 et la production d’IL-1B et d’IL-18 actives (Kufer and Sansonetti,
2011).

D’autres molécules (produits bactériens, micro et nanoparticules, saponines,
émulsions, acides nucléiques, etc.) exercent des effets ‘adjuvants en augmentant la
présentation de 1’Ag en le protégeant de sa dégradation et/ou en modulant la réponse
immunitaire induite (Leroux-Roels, 2010). Basé sur I’activation des TLRs, plusieurs
adjuvants sont en voie de développement, en cours d’essais cliniques ou approuvés.
Le monophosphoryl lipide A (MPL) active le TLR 4 et est utilisé en complément des
sels d’Alun dans I’adjuvant approuvé AS04 (Didierlaurent et al., 2009). II est aussi

retrouvé en mélange avec les adjuvants ASO1 ou AS02 combinés a la saponine QS-21
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(Mount et al., 2013). Des essais cliniques de phase III pour un vaccin anti-malaria

contenant de I’ASO1 ont été réalisés (Agnandji et al., 2012).

La stimulation des CPAs par la protéine Ov-ASP-1 d’Onchocerca volvulus,
un helminthe, est dépendante de TLR 2 et TLR 4 a la fois (He et al., 2009). Par
contre, la protéine la plus étudiée/connue pour activer un TLR est la flagelline qui, tel
que mentionné, a comme ligand le TLR 5 (Mizel and Bates, 2010). Elle peut
néanmoins activer I’inflammasome quand présente dans la cellule (Lightfield et al.,
2008). De part son habileté a stimuler la réponse innée, la flagelline peut étre utilisée
comme adjuvant, fusionnée ou pas a divers antigénes (Mizel and Bates, 2010). Le
développement d’un vaccin anti-grippal (fusion entre la flagelline de Salmonella
thyphimurium (S. thyphimurium) et I’ectodomaine de la protéine de matrice M2e) est
en phase clinique II (Talbot et al., 2010; Turley et al., 2011). Une étude de phase I a
montré I’efficacité d’un vaccin anti-grippal constitué de la flagelline de S.
thyphimurium fusionnée a I’hémagglutinine (VAX125) (Taylor et al,, 2011). Les
dérivés d’imidazoquinolone, Imiquimod et Resiquimod quant & eux activent le TLR 7
et/ou TLR 8. Ils sont cependant & un stade moins avancé de recherche en tant
qu’adjuvants (Vasilakos and Tomai, 2013). Les CpG-ODN qui activent le TLR 9 sont
en cours d’évaluation dans de nombreux essais cliniques. Le CpG-7909 est en étude
de phase I pour un vaccin contre la malaria (Ellis et al., 2012). L’adjuvant AS15 (un
mélange de CpG-7909, MPL et de saponine QS-21) est actuellement en essais
cliniques pour différents vaccins anti-cancer (Hamilton et al., 2012; Kruit et al.,

2013).

Tel que démontré précédemment, la partiec C-terminale de P97 (P97c), en
fusion avec des protéines d’origine virale et délivrée par des adénovecteurs, a
augmenté¢ de maniére substantielle la réponse en anticorps spécifiques de ces
protéines virales dans un modele murin, indiquant un effet adjuvant potentiel de P97c

(Roques et al., 2013). De plus, la stimulation de DCs originant de la moelle osseuse
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de souris 4 un autre type de P97c en fusion avec la glutathione S-transférase (GST)
(Okamba et al., 2010) a résulté en une production significative d’IL-6 et de TNF-q,
deux cytokines pro-inflammatoires associées a I’immunité innée qui elle-méme est un
prélude a la stimulation d’une immunité adaptative (Roques E, Segura M.,
Archambault D., résultats non publiés). Sur la base de ces prémisses, il devenait donc
impératif d’obtenir une préparation relativement pure de la P97c non seulement pour
une utilisation simple de la P97c comme adjuvant en mélange avec des immunogeénes
d’intérét mais pour aussi initier des études ultérieures visant & comprendre le

mécanisme d’action de cette protéine comme adjuvant.

Dans cette étude, la P97c a été exprimée dans deux vecteurs différents chez E.
coli. L’expression dans des bactéries constituent le syst¢tme de biosynthése le moins
cher et le plus défini (Nuc and Nuc, 2005). Toutefois, une expression €levée de
protéines étrangéres dans les bactéries peut se traduire par leur agrégation et leur
accumulation dans des corps d’inclusion. Cela peut €tre dii & un taux de traduction de
protéines qui dépasse la capacité de la cellule & plier correctement les protéines
nouvellement synthétisées (Kiefhaber et al,, 1991). Une fagon de réduire les corps
d'inclusion consiste a réduire le taux de traduction de la protéine par induction de
l'expression 4 une température inférieure (Strandberg and Enfors, 1991). Ici les
protéines recombinantes de M. hyopneumoniae exprimées dans E. coli et fusionnées a
leur extrémité C-terminale avec un 6 x His-tag étaient essentiellement insolubles
lorsque les conditions d’expression se faisaient & 37°C. L’induction a 25°C dans le
vecteur pET-21b (+) a été testée, mais I’utilisation de cette température plus basse n’a
pas eu d'effet significatif sur I'expression des protéines solubles (donn€es non
présentées). Une autre fagon de réduire les corps d’inclusion est de contrdler le pH.
Une étude a notamment démontré que la quantité de corps d’inclusion augmente avec
la diminution du pH (Strandberg and Enfors, 1991). Par contre cet aspect n’a pas été

abordé dans cette présente étude.
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L’expression de la P97c dans le vecteur pET-21b (+) a induit la production de
plusieurs fragments de protéines clivées (37, 25, 20 et 18 kDa) dans le surnageant des
bactéries Rosetta Gami aprés la lyse totale (Fig. 6A). Plusieurs fragments ont aussi
été obtenus suite a la purification des protéines solubles du surnageant par une
colonne de résine Histidine chargée Ni (Fig. 6D et E). Un gel SDS-PAGE de la
purification coloré au bleu de Coomassie a montré des bandes & une intensité trés
faible (Fig. 6C), ce qui suggére une faible quantité¢ de protéines produites analysée
qualitativement. Ainsi il y avait un risque de perdre la faible quantité de protéines
obtenues pendant les manipulations suivantes de séparation. Pour cela, I’expression
de la P97c a été refaite dans le vecteur pET-22b (+). Ce vecteur est caractérisé par la
présence d’une séquence signal qui permet I’expression des protéines au niveau de
’espace périplasmique des bactéries. Une telle expression permet la protection de la
protéine cible des contaminants et des dégradations par les protéases. Elle permet
aussi un rendement de production suffisant et une purification facile (Yoon et al.,
2010). L’expression dans le vecteur pET-22b (+) a induit la production de deux
fragments de protéines (37 et 25 kDa) dans le surnageant des bactéries BL21 DE3
aprés la lyse périplasmique (Fig. 7B). En effet, des bandes de forte intensité ont été
obtenues sur le gel SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie (Fig. 7C) apres la
purification des protéines solubles du surnageant sur une colonne de résine His
chargée Ni, ce qui indique une quantité plus grande de protéines produites. Cette
observation n’a été que qualitative en comparant I’intensité des bandes obtenues par
la migration d’un volume égale de protéines éluées sur les gels de Coomassie (Fig.
6C et Fig. 7C). Pour augmenter davantage la quantité¢ des protéines solubles, une
sonication a été réalisée aprés la lyse des bactéries BL21 DE3. Cette méthode a été
efficace sur la quantité de protéines solubles exprimées a partir du vecteur pET-22b
(+). Par contre, il n’y a pas eu moyen de le confirmer dans le cas du vecteur pET-21b
(+) puisque I’expression des protéines était trop faible tel que visualisée par un gel

SDS-PAGE color¢ au bleu de Coomassie (données non présentées).
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Contrairement a 1’é¢tude de (Simionatto et al., 2010), la dialyse des protéines
lyophilisées originant de la lyse périplasmique n’a pas permis dans nos expériences
leur précipitation. Dans leur étude, le tampon de lyse contenant 8 M d'urée a été
efficace pour solubiliser le contenu des corps d'inclusion. Cependant, plusieurs
protéines ont précipité lorsque l'urée a été enlevée par dialyse. Ces protéines qui
étaient devenues totalement insolubles aprés élimination de l'urée ont été solubilisées
a nouveau en remplagant l'urée par 0,2% de N-lauroyl sarcosine comme agent
dénaturant. Toutefois, la solubilisation des protéines recombinantes n’a €té que
partielle puisque leur présence dans le culot du lysat centrifugé a été détectée. Méme
si le N-lauroyl sarcosine n’a pas été aussi efficace que I'urée a solubiliser les
protéines, ce produit a permis de garder les protéines solubles en solution aprés son
élimination par dialyse. Dans cette méme €tude, le triton X-100 (0,05%) a aussi été
utilis¢é comme co-solvant au cours de la dialyse. Le triton X-100 a amélioré le
repliement des protéines solubilisées avec de l'urée, alors que la ré-agrégation était

plus prononcée lorsque ce détergent n'a pas été utilisé (Simionatto et al., 2010).

La lyophilisation ou le séchage par congélation est la méthode la plus utilisée
pour préparer la protéine pour un stockage a long terme lorsque le produit protéique
n’est pas suffisamment stable en solution aqueuse. Cependant, souvent les phases de
congélation et de séchage de la lyophilisation endommagent de fagon irréversible la
protéine. Le dommage se manifeste par une dénaturation et une agrégation lors de la
réhydratation de I'échantillon de protéines (Dong et al., 1995). L’agrégation ou la
précipitation des protéines peut étre réversible ou irréversible. L’agrégation réversible
aura lieu lorsque la concentration de la protéine dépasse sa limite de solubilité. Dans
ce cas, une dilution est suffisante pour ré-solubiliser les agrégats. Les agrégats
irréversibles sont les protéines qui ne se dissocient pas en leur forme native
lorsqu’elles sont diluées. Pour cela, 1’addition de surfactants (ex. polyéthyléne

glycol), I’ajustement de la température, I’ajustement du pH et I’ajustement de la force
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ionique sont des moyens rapportés pour augmenter la solubilisation (Chang and
Yeung, 2010).

Dans cette étude, les deux fragments de la P97c (37 et 25 kDa) obtenus dans
le surnageant des bactéries BL21 DE3 suite a 1’expression par le vecteur pET-22 b
(+) et a la lyse périplasmique ont été séparés par chromatographie d’exclusion
stérique. La phase mobile a été le tampon PBS dans lequel les fragments protéiques
étaient solubles. L’échantillon a traversé la colonne a un débit de 1 ml/min et les
fragments ont été ainsi séparés. Le premier pic obtenu (Fig. 9A) correspond aux
agrégats des deux fragments (37 et 25 kDa) qui sont €élués dans le volume mort de la
colonne. Ce résultat a été confirmé par un gel SDS-PAGE coloré au bleu de
Coomassie (Fig. 9B) et par immunobuvardage (Fig. 9C). Les deuxiémes et troisiémes
pics correspondent respectivement aux fragments de 37 et 25 kDa. Les mémes
résultats de séparation par chromatographie d’exclusion stérique ont été obtenus a
partir de la lyse totale des bactéries BL21 DE3 (résultats non montrés). Ainsi, les
protéines issues de la lyse totale et de la sonication ont été utilisées dans les tests in
vitro parce que cette méthode a été plus rapide que celle de la lyse périplasmique avec

un rendement de protéines €levé et sans précipitation.

Afin de déterminer le repliement et la conformation des protéines P97¢c (37
kDa et 25 kDa), une analyse par spectroscopie de dichroisme circulaire (CD) a été
réalisée dans un tampon PBS 1X. Le spectre obtenu (Fig. 10) a montré une
conformation désordonnée pour le fragment de 37 kDa de la P97c et une
conformation en hélice-a pour la P97c entiére de 25 kDa. Le CD est un outil valable
pour montrer les changements de conformation d’une molécule chirale. Il peut étre
utilisé pour étudier la fagon dont la structure secondaire d'une protéine change en
fonction de la température ou de la concentration d'agents dénaturants, par exemple,
le chlorure de guanidinium ou l'urée. De cette fagon, il peut révéler des informations

importantes sur la stabilit¢ thermodynamique de la molécule (Makhatadze and
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Privalov, 1992). La technique du CD dans des tampons aqueux est toutefois limitée
par le fait que certains sels absorbent dans la marge ou les conformations structurelles
de la protéine seront exposées a 1’absorption différentielle de la lumiére circulaire
polarisée. Les tampons phosphate, sulfate, carbonate et acétate sont généralement
incompatibles avec le CD sauf s’ils ont été trés dilués. En plus de mesurer dans des
systémes aqueux, le CD & UV lointain peut étre utilisé dans des solvants organiques,
par exemple I'éthanol, le méthanol ou le trifluoroéthanol. Ce dernier a l'avantage
d'agir sur la formation de la structure des protéines, induisant principalement des
hélices alpha qui n’auraient pas €té¢ montrées dans des conditions normales aqueuses
(Kelly et al., 2005). Le CD peut aussi étre réalisé en présence de glycosaminoglycane.
En effet, plusieurs études ont montré P’effet de ’héparine sur la conformation des

protéines (Bourgault et al., 2011; Carufel et al., 2013).

Pour en comprendre davantage sur les deux fragments de la P97c (25 et 37
kDa), il serait intéressant de faire une spectrométric de masse (MS). C’est une
technique de chimie analytique qui permet d'identifier la quantité et le type de
produits chimiques présents dans un échantillon en mesurant le rapport masse/charge
(m/z) et 'abondance des ions en phase gazeuse. Elle est aussi une méthode importante
pour la caractérisation et le séquengage de protéines (de Hoffmann, 1996). Le
séquencage des deux fragments aiderait & déterminer le site de clivage en acides
aminés de la forme compléte (37 kDa) en forme tronquée (25 kDa) a plus ou moins
10 résidus. En plus, la masse moléculaire exacte de ces deux formes peut étre
mesurée puis comparée a la littérature. Par exemple, le fragment 25 kDa peut étre
comparé 4 la portion C-terminale de la P97 contenant la région R2 (P28) et le
fragment 37 kDa peut étre comparé a la P97 excluant la P28 en C-terminal (P70)
(Djordjevic et al., 2004).

Des études préliminaires effectuées dans notre laboratoire avaient indiqué la

production robuste de cytokines pro-inflammatoires (IL-6 et TNF-a) dans le



76

surnageant des DCs murines exposées & un type de P97c exprimée en fusion avec la
GST chez les bactéries (Roques et al., 2013). Ici, des DCs ont été différenciées et
stimulées avec plusieurs doses de la P97c compléte. Les témoins positifs utilisés
(CpG et LPS) ont permis la production de d’IL-6 et de TNF-a par les DCs. Nos
résultats sont semblables a ceux d’une étude qui a montré que les CpG ODN et le
LPS stimulent les DCs et provoquent la production d’IL-12, IL-6 et TNF-a
(Sparwasser et al., 1998). La flagelline qui a été utilisée comme témoin positif n’a pas
induit la sécrétion de I’IL-6 et faiblement la production de TNF-a par les DCs
stimulées. Ce résultat peut étre expliqué par le fait que les DCs matures dérivées de la
moelle osseuse de souris expriment un taux relativement faible du récepteur TLR §
(Datta et al., 2003). Cela a été confirmé par une autre étude qui a démontré que des
macrophages et certaines DCs de souris exprimaient un faible niveau de TLR 5
(Applequist et al., 2002). Selon les résultats préliminaires, la P97¢ pourrait donc étre
reconnue par un autre TLR extracellulaire. Cette suggestion est basée sur les résultats
obtenus dans cette étude ou la P97c a été capable d’induire la production d’IL-6. Nos
résultats ont montré aussi un niveau d’expression de 1’IL-6 plus élevé que celui de
TNF-a. Les mémes résultats ont été obtenus lorsque des DCs stimulées par le LPS
ont produit des taux de I’IL-6 plus prononcés que ceux du TNF-a (Collins et al.,
2014). Cela pourrait suggérer que le TNF-o requiert une concentration plus élevée du
ligand pour étre secrété (Acton, 2013). Toutefois, les résultats obtenus et cités plus
haut avec un autre type de P97c en fusion avec la GST avaient démontré une trés
bonne production d’IL-6 et de TNF-a. La différence dans la production de TNF-a par
notre P97c et la P97¢c-GST pourrait étre attribuée a la fusion des protéines, ce qui
pourrait stabiliser la P97c et aussi faciliter sa liaison & un ligand extracellulaire
permettant 1’activation du géne codant pour le TNF-o. Cette hypothése reste a &tre

confirmée.

La P97c bien qu’étant trés immunogénique a été considérée comme un

candidat potentiel dans le développement d’adjuvants. Des expériences faites dans
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notre laboratoire ont démontré que des souris immunisées par des adénovecteurs
exprimant la P97¢c, la capside (Cap) [protéine du circovirus porcin de type 2], la
P97c-Cap ou Cap-P97c ont développées des anticorps spécifiques a la P97¢c de type
IgG1 (réponse de type Th2) et IgG2a, IgG2b et IgG3 (réponse de type Thl)
démontrant I’immunogénicité de la P97c. De plus, la fusion et I’orientation de la
P97c a Cap n’ont pas eu d’impact sur la réponse en anticorps contre la P97¢ mais a
été importante dans I’obtention d’une meilleure réponse en anticorps neutralisants
contre le virus. La meilleure réponse en anticorps avait été obtenue chez le groupe de
souris immunisées avec la P97c-Cap lorsque comparée avec les groupes immunisés
avec la Cap-P97c ou Cap seule (Roques et al., 2013). Ces résultats ont démontré
I’importance de la fusion et de I’orientation de la protéine Cap a la P97¢c dans la

réponse immunitaire.

L'utilisation de protéines recombinantes en fusion avec un ligand spécifique a
un TLR (ex. la flagelline spécifique au TLR 5) représente une stratégie
potentiellement utile dans le développement de nouveaux vaccins (Huleatt et al.,
2007). Une étude différente de la nbtre a montré que dans les sérums de souris
immunisées avec des adénovirus recombinants défectifs pour la réplication exprimant
une portion C-terminale de la P97 (rAdP97c) par voie intra-nasale et intramusculaire,
des IgG1 et IgG2a spécifiques de P97¢ ont été détectés de maniére significative. Une
analyse des isotypes d’IgG spécifiques de P97¢c dans les fluides de lavage broncho-
alvéolaires a également révélé que des IgG1 et IgG2a ont été essentiellement induits.
Ces résultats suggerent que la réponse de type Th1 et/ou Th2 contre la P97c, chez des
souris immunisées par les rAdP97c, est modulée par la voie d'immunisation.
L'immunisation par la voie intramusculaire semble favoriser une réponse de type Thl
contre P97¢c, tandis que la voie intra-nasale induit plut6t une réponse mixte de type
Th1/Th2 dans les deux compartiments systémiques et mucosals (Okamba et al.,
2007). Des résultats similaires dans une étude faite chez le porc ont été observés

(Okamba et al., 2010).
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L’effet adjuvant de la P97c¢ pourrait étre déterminé in vivo chez des souris par
différentes voies d’immunisation. Qutre les voies intra-nasale et intramusculaire déja
citées, les voies sous-cutanée et intra-péritonéale peuvent étre étudiées (Kool et al.,
2008; Zhang et al., 2001). Il serait également intéressant de déterminer le rdle
adjuvant des régions R1 et R2 de la P97c seules ou en fusion avec un modéle
antigénique connu comme 1’ovalbumine (Girard et al., 2011). Les séquences en
acides aminés des régions R1 et R2 peuvent étre produites synthétiquement, ou les
génes codant ces régions peuvent étre amplifiés par PCR, clonés dans un vecteur
d’expression, exprimés dans un systéme procaryote, et les protéines purifiées (Chen
et al., 2006; Feng et al., 2010). Une fois les protéines purifiées, des DCs peuvent étre
stimulées par ces motifs et la sécrétion de cytokines pourrait étre déterminée par
ELISA. Par la suite, les fragments associées aux régions R1 et/ou R2 pourraient étre

analysées in vivo dans un modele antigénique.



CONCLUSION

Le but de cette étude a été de cloner le géne codant la P97¢c dans un vecteur
d’expression chez E. coli, d’exprimer la protéine P97c et la purifier afin de

caractériser son pouvoir immunomodulateur iz vitro.

Cette étude a permis de démontrer que 1’expression de la P97c dans le vecteur
pET-21b (+) a généré plusieurs fragments de protéines clivées majoritairement
présents dans les corps d’inclusion. Par comparaison qualitative, le rendement des
protéines solubles a été faible et insuffisant pour la poursuite des expériences in vitro.
D’autre part, ’expression de la P97c dans le vecteur pET-22b (+) a généré deux
formes de la protéine (compléte et tronquée) qui ont été séparées avec succes par
chromatographie d’exclusion stérique et en quantité suffisante pour les expériences in
vitro. Cette étude a confirmé les résultats obtenus précédemment (Simionatto et al.,
2010) en ce qui concerne la précipitation de la P97¢c pendant ou aprés la dialyse et

suite & une lyophilisation.

Les résultats préliminaires du potentiel de la P97c sur I’activation des DCs et
la sécrétion d’IL-6 et TNF-a ont été confirmés dans cette étude. La production d’IL-6
en absence ou en présence de polymyxine B inhibant le LPS a été détectée puis
mesurée par ELISA. Le niveau de I’'JL-6 a été augmenté graduellement avec
I’augmentation de la concentration de la P97c. Le TNF-a a aussi été détecté par la
stimulation des DCs avec la P97c en absence de polymyxine B et avec la P97c en

présence de polymyxine B a des niveaux plus faibles que I’TL-6.



ANNEXE A

(A)

Eco RI
GAATTCATGAAGGAATTGGATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCCCA
GCAGCAAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAACAACAAA
ACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTAGC
GGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAAC
CAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCA
GCAAAACCAGTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGAA
GACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAAT
TAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCGA
GTATGAAGAACAAGAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTCA
ATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCCA
CCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTCC
TAACCAAGGTAAAAAAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAAG
GAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGGAGCACCTAGTCAACAAAGCCCA
ACTACCGAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTAAAAAAATTGACGAAATCA
TTAAAAAACAAGGTAAAAATTGGAAAACAGAGGTTGAACTAATCGAGGATAATA
TCGCTGGAGATGCTAAATTGCTATACTTTATCCTAAGGGATGATTCAAAATCCGG
TGATCCTAAAAAATCAAGTCTAAAAGTTAAAATAACAGTAAAACAAAGTAATAA
TAATCAGGAACCAGAATCTAAA N

Xhol

(B)

Ncol
BEEIEEE A TGAAGGAATTGGATAATAAAATAAAAGGTATATTGCCTCAGCCCC
CAGCAGCAAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAACAACA
AAACCAGTAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCTAAACCTGAAGCAGCAAAACCAGTA
GCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAA
ACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAGCAGCAAAACCAGTAGCGGCTAAACCAGAAG
CAGCAAAACCAGTTGCTACTAATACTGGCTTTTCACTTACAAATAAACCAAAAGA
AGACTATTTCCCAATGGCTTTTAGTTATAAATTAGAATATACTGACGAAAATAAA
TTAAGCCTAAAAACACCGGAAATTAATGTATTTTTAGAACTAGTTCATCAAAGCG
AGTATGAAGAACAAGAAATAATAAAGGAACTAGATAAAACTGTTTTAAATCTTC
AATATCAATTCCAGGAAGTCAAGGTAACTAGTGACCAATATCAGAAACTTAGCC
ACCCAATGATGACCGAAGGATCTTCAAATCAAGGTAAAAAAAGCGAAGGAACTC
CTAACCAAGGTAAAAAAGCAGAAGGCGCGCCTAACCAAGGTAAAAAAGCCGAA
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GGAACTCCTAACCAAGGGAAAAAAGCAGAGGGAGCACCTAGTCAACAAAGCCC
AACTACCGAATTAACTAATTACCTTCCTGACTTAGGTAAAAAAATTGACGAAATC
ATTAAAAAACAAGGTAAAAATTGGAAAACAGAGGTTGAACTAATCGAGGATAAT
ATCGCTGGAGATGCTAAATTGCTATACTTTATCCTAAGGGATGATTCAAAATCCG
GTGATCCTAAAAAATCAAGTCTAAAAGTTAAAATAACAGTAAAACAAAGTAATA
ATAATCAGGAACCAGAATCTAAA IS

Xhol

Figure 12. Séquences codant la P97c clonées dans les vecteurs pET-21b (+) et
pET-22b (+)

Les séquences codant la P97c ont été clonées dans le vecteur pET-21b (+) au niveau
des enzymes de restriction Eco RI (jaune) et Xhol (rose) (A), et dans le vecteur pET-
22b (+) au niveau des enzymes de restriction Ncol (bleue) et Xhol (rose) (B). Les
deux acides nucléiques A et T (vert) ont été ajoutés pour ajuster le cadre de lecture.
Source : Roques et al., 2013 ; Genbank accession #U50901.1
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Figure 13. Carte du vecteur pET-21b (+)

La carte du vecteur pET-21b (+) montre les sites des enzymes de restriction Eco RI et
Xhol ot le géne de la P97c a €té inséré. Source : Novagen
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Figure 14. Carte du vecteur pET-22b (+)

La carte du vecteur pET-22b (+) montre les sites des enzymes de restriction Ncol et
Xhol ot le géne de la P97¢ a €t€ inséré. Source : Novagen
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ANNEXE C

Solutions:
Toutes les solutions ont été préparées avec de I’eau distillée et déionisée.
Milieu L-B (1 L):

10 g Bacto-Tryptone

5 g Bacto-Yeast Extract

10 g NaCl

Ajuster le pH a 7 puis stériliser par autoclave

Milieu SOB (1 L):

20 g Bacto-Tryptone

5 g Bacto-Yeast Extract

0,5 g NaCl

10 ml KCI (250 mM)

Ajuster le pH a 7 puis stériliser par autoclave. Juste avant de ’utiliser, ajouter 5 ml de
la solution stérile MgCl, (2 M).

Tampon de migration 5X (4 L):

20 g SDS

60,0 g Tris

228,3 g glycine

Diluer a 1X avant chaque utilisation.

Tampon de transfert (1 L):
100 m]l Tampon de migration 5X

200 m] Méthanol 100%
Ajuster le volume jusqu'a 1000 ml
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TAE 50X (1 L):

242 g Tris base
57,1 ml acide acétique glacial
100 ml EDTA 0,5 M pH 8.0

PBS 10X (1 L):

80 g NaCl

2gKCl

14.4 Y Na2HP04

2.4 g KH,PO,

Ajuster le pH a 7,4 puis diluer & 1X avant chaque utilisation.

Colonne de terre diatomée:

1. Resuspendre 2 g de terre diatomée dans 40 ml de H,O dans un falcon 50 ml et
bien mélanger

Laisser reposer a 4°C pendant 2 heures

Aspirer le surnageant contenant les fines particules

Ajouter 40 ml de H,O et bien mélanger

Répéter les étapes 2, 3 et 4 puis conserver a 4°C.

S LIRS
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