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RÉSUMÉ 

La vaccination a permis d 'énormes progrès en santé humaine et animale pour 
lutter contre les maladies infectieuses. Les premiers types de vaccins mis au point 
étaient composés de pathogènes entiers inactivés ou atténués. Les pathogènes 
inactivés n'induisent pas toujours une réponse protectrice à l ' opposé des pathogènes 
vivants atténués qui reproduisent une infection naturelle. Cependant ces derniers 
peuvent induire des effets secondaires plus au moins graves qui sont des freins à 
l'utilisation de ces vaccins. Dans le but d'offrir une sécurité plus grande, des vaccins 
sous-unitaires composés de quelques composants d ' un pathogène ont été développés. 
Malheureusement ces vaccins se révèlent moins efficaces que des pathogènes 
atténués et pour cela différentes stratégies d 'optimisation sont poursuivies. L'objectif 
global de ces travaux est d 'étudier de nouvelles stratégies vaccinales pour 
1 'élaboration de vaccins sous-unitaires. 

Le pathogène servant de modèle à cette étude est le rotavirus humain (souche 
Wa) . Les rotavirus, virus non enveloppés et à ARN double brin, sont une des causes 
majeures des gastro-entérites chez les enfants de moins de cinq ans et ils représentent 
un problème mondial de santé publique. En 1999, un vaccin vivant atténué a été retiré 
du marché seulement un an après son introduction car des cas mortels d ' invagination 
intestinale ont été reliés à son utilisation. Depuis 2006, deux nouveaux vaccins 
atténués ont été introduits mais aucun vaccin sous-unitaire n 'est actuellement 
disponible. Les deux protéines VP4 et VP7 formant la capside externe des virions 
permettent de générer à elles seules une immunité protectrice contre le rotavirus en 
induisant une réponse en anticorps neutralisants. Notre étude montre qu ' une protéine 
chimérique VP46:: VP7 (issue d ' une fusion d ' une protéine VP46 comprenant les 336 
premiers acides aminés de VP4 avec la protéine VP7) a permis de générer une 
réponse immunitaire notamment en anticorps neutralisants plus forte que 
l'administration d'un mélange de VP4 et VP7. La protéine VP46: :VP7 s mble êtr 
une bonne candidate pour un vaccin sous-unitaire contre le rotavirus, ce qui devra 
être vérifié par une expérience de défi. 

D'autre part, le vecteur choisi dans cette étude pour administrer ces protéines 
du rotavirus est un vecteur adénovirus (AdV) de type 5 réplicatif mais non 
disséminatif pour assurer une meilleure sécurité quant à son utilisation . Ces AdV se 
sont révélés efficaces pour administrer les antigènes par voie intramusculaire et par 
voie intrarectale chez la souris. L' utilisation de ces vecteurs peut être optimisée en 
limitant la réponse en anticorps neutralisant le vecteur par le recours à une stratégie 
vectorielle combinatoire Ad V /plasmide par vo ie intramusculaire. Les quantités 
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d' anticorps neutralisant ces vecteurs peuvent aussi être réduites par l ' utilisation de la 
voie intrarectale. La réplication de ces vecteurs a aussi permis de générer une réponse 
immunitaire plus forte contre le rotavirus chez la souris. 

Finalement la flagelline de Salmonella typhimurium (FljB) a été étudiée pour 
ses capacités adjuvantes chez la souris . Cette protéine a montré un effet adjuvant dans 
deux contextes encore jamais rapportés jusqu'à aujourd ' hui . Plus précisément, FljB 
fusionnée à un antigène et exprimée par un AdV réplicatif non disséminatif et FljB 
exprimée dans des plantes transgéniques ensuite mélangée à un antigène ont 
démontré un effet adjuvant. 

En conclusion, ces travaux ont permis d ' apporter plusieurs connaissances 
nouvelles dans la recherche portant sur les vaccins sous~unitaires en proposant un 
nouvel immunogène pour vacciner contre le rotavirus, en montrant l' efficacité d ' un 
nouveau AdV réplicatif, non disséminatif et enfin en montrant l' effet adjuvant de 
FljB avec de nouveaux moyens d 'administration par voies mucosales. 

Mots-clés : vaccin sous-unitaire, adjuvant, rotavirus, VP7, VP4, protéine de fusion, 
vecteur adenovirus, plante transgénique, voie orale, voie intrarectale, stratégie 
vectorielle combinatoire. 



INTRODUCTION 

Un vaccin a pour but de protéger un sujet contre un agent infectieux en évitant 

ou en atténuant les conséquences de 1' infection. Depuis la fin du XIXème siècle, la 

vaccination a permis d'énormes progrès dans la lutte contre les maladies infectieuses 

et est aujourd'hui un outil incontournable en santé humaine et animale. L'éradication 

de la variole en est le meilleur exemple revu dans (Plotkin, 2005). Les premiers types 

de vaccins mis au point étaient composés de pathogènes entiers inactivés ou atténués. 

Ils sont encore employés aujourd 'hui et revus dans (Plotkin, 2005; Shaw, 2006). 

Comme leurs noms l'indiquent, ils sont composés de pathogènes modifiés de telle 

manière qu'ils n'induisent pas de maladie. Cependant l'emploi de pathogènes vivants 

comporte plusieurs risques comme celui de provoquer des infections graves chez des 

sujets immunodéprimés ou celui de regain de virulence lorsque le pathogène entre en 

contact avec des souches sauvages (Plotkin, 2009; Plotkin et Plotkin, 20 Il). De plus, 

l'utilisation de pathogènes entiers tués ne permet pas dans certains cas comme celui 

du virus de l' immunodéficience humaine (VIH) d'obtenir une protection. Pour ces 

raisons, d'autres stratégies pour l'élaboration de vaccins ont été mises en place. Les 

vaccins sous-unitaires, formés seulement de certains composants d' un pathogène, ont 

ainsi été élaborés et revus dans (Plotkin, 2005). 

Dans bien des cas, les vaccms sous-unitaires n' induisent pas de réponses 

immunitaires aussi fortes que les pathogènes vivants atténués (Mishra et al. , 2010; 

Silin et al. , 2007). Ils doivent être donc employés avec des adjuvants qui permettent 

d'améliorer la réponse immunitaire contre le vaccin (Reed et al. , 2009) , ou bien 

administrés par des vecteurs (Robert-Guroff, 2007), qui permettent de mieux 

présenter le vaccin au système immunitaire. L'objectif global de cette thèse de 

doctorat est d'étudier de nouvelles stratégies vaccinales pour l'élaboration de vaccins 
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sous-unitaires. Le pathogène servant de modèle à notre étude sera le rotavirus humain. 

Le vecteur choisi pour administrer certaines protéines du rotavirus sera un adénovirus 

de type 5 réplicatif mais non disséminatif. Finalement, la flagelline de Salmonella 

typhimurium sera étudiée pour ses capacités adjuvantes. 

Les rotavirus sont une des causes maJeures des gastro-entérites chez les 

enfants de moins de cinq ans et ils représentent un prob lème de santé publique à 

l' échelle mondiale (Soares-Weiser et al. , 201 0). L' incidence des infections à rota virus 

est la même partout dans le monde, pays industrialisés et pays en développement 

confondus (Boschi-Pinto et al. , 2008). Il existe cinq groupes prévalents dont le G 1 P[8] 

(Santos et Hoshino, 2005). La mortalité, estimée à 610 000 décès par an, est 

beaucoup plus élevée dans les pays en développement du fait du peu d ' accès aux 

soins médicaux, de la malnutrition et de la présence d ' infections concommitantes 

(Parashar et al. , 2006; Santos et Hoshino, 2005 ; World-Health-Organi zation, 2007) . 

Un premier vaccin composé de souches atténuées vivantes a été commercialisé en 

1998 mais a été retiré rapidement après car son utilisation a été reli ée à des cas 

d ' invagination intestinale conduisant à la mort des nourrissons vaccinés (Franco et al. , 

2006). Deux autres vaccins vivants-atténués, Rotateq® et Rotarix®, sont 

commercialisés depuis le printemps 2006 (Angel et al. , 2007) . Une 

pharmacovigilance attentive a cependant été mise en place dès leur mise sur le 

marché (Arvin et Greenberg, 2006; Minodier et al. , 2007). 

Les rotavirus infectent les entérocytes différenciés des vi llosités locali sées 

dans le j éj unum du petit intestin. Dans ces cellules, les nouveaux virions sont fo rmés 

et la diarrhée assure leur propagation dans l'environnement (Leung et a l. , 2005). De 

plus, des études récentes ont mis en évidence que le virus ne reste pas confi né dans la 

muqueuse intestinale mais s'échappe et se retrouve au niveau de différents organes 

(Blutt et Conner, 2007; Iturriza-Gomara et al. , 2002) . Les anticorps neutralisant le 

rota virus au niveau systémique et au niveau intestinal sont à 1 'heure actuelle le 
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meilleur marqueur d'une protection contre une infection à rota virus (Franco et al., 

2006). Les protéines VP4 et VP7 constituent les protéines de la capside externe des 

rotavirus et sont les seules à porter des épitopes cibles d'anticorps neutralisants. Elles 

ont d'ailleurs été utilisées individuellement à plusieurs reprises comme antigènes 

dans des vaccins sous-unitaires (Choi et al., 1998; Qiao et al., 2009; Wigdorovitz et 

al., 2004). 

La première hypothèse de cette thèse est que la construction d'antigènes 

chimériques permet d'augmenter la réponse immunitaire générée contre le rotavirus 

en comparaison avec des antigènes seuls. Le premier objectif consistera à générer une 

protéine chimérique (appelée VP4~::VP7) à partir de VP7 et VP4 de la souche Wa 

appartenant au groupe G 1 P[8] comme antigène dans des vaccins sous-unitaires. 

VP4~ est une forme tronquée de VP4 contenant les 336 premiers acides aminés de 

cette dernière et elle est fusionnée à VP7 en entier. 

Utilisés dans des vaccms sous-unitaires, les vecteurs viraux présentent 

l'avantage de reproduire une infection virale et de produire non seulement une 

réponse immunitaire en anticorps mais aussi une réponse à médiation cellulaire 

(Nakagawa et al., 2001; Souza et al., 2005). Avec les poxvirus, les adénovirus (Ad) 

sont les virus les plus utilisés en vaccinologie pour construire des vecteurs (Souza et 

al. , 2005; Tatsis et Ertl , 2004). Les vecteurs adénovirus (AdV) les plus employés sont 

modifiés pour empêcher la réplication virale. En effet, l' emploi d' AdV réplicatifs 

sous-entend les mêmes risques que des vaccins à base de pathogènes atténués vivants . 

Cependant la réplication des AdV peut présenter des avantages comme une 

augmentation de l'expression de l'antigène d'intérêt (Bourbeau et al. , 2007) ou bien 

une plus grande activation de 1' immunité innée qui peuvent conduire à une plus 

grande réponse immunitaire contre cet antigène (Huarte et al. , 2006; Russell , 2009; 

Zhu et al. , 2007). Dans cette optique, la deuxième hypothèse de cette thèse est que 
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des AdV réplicatifs mais non disséminatifs seront des vecteurs capables de générer 

une réponse immunitaire spécifique à un antigène d' intérêt. L'objectif sera 

d'employer ces AdV pour comparer l'immunogénicité de différentes protéines du 

rotavirus (VP7, VP4, VP4L1 et VP4L1::VP7) et de les administrer par une voie 

systémique. 

Bien que les muqueuses représentent la voie d 'entrée la plus importante pour 

beaucoup de pathogènes, la majorité des vaccins commerciaux sont administrés par 

injection systémique (Plotkin, 2005). Peu de vaccins commerciaux sont employés par 

des voies mucosales incluant les voies orale, intranasale ou encore intrarectale 

(Belyakov et Ahlers, 2009; Plotkin, 2005). Cependant aucun vaccin expérimental 

administré par voie systémique n'a permis d'obtenir une protection contre certains 

pathogènes comme le VIH, le virus de _l'herpès ou de l' hépatite C (Belyakov et 

Ahlers, 2009; Belyakov et al. , 2001; Kozlowski et al. , 1997; Neutra et Kozlowski, 

2006; Wang et al. , 2004). Plusieurs études ont montré qu ' une protection plus 

importante pouvait être atteinte lorsque des voies mucosales étaient employées plutôt 

que des injections systémiques (Belyakov et Ahlers, 2009; Mason et al. , 2008 ; Neutra 

et Kozlowski, 2006; Silin et al. , 2007). L'usage des voies mucosales apparaissent · 

comme une nouvelle stratégie pour l'amélioration des vaccins (Belyakov et Ahlers, 

2009). 

U troisi'm obj ctif d c tt 'tud s ra d' établir un pr uve de conc pt d 

l' utilisation des AdV réplicatifs mais non disséminatifs par une voie mucosale. Le 

rotavirus s' avère un modèle adéquat pour tester des vaccins administrés par voie 

intestinale. Même si les AdV ont le potentiel d ' infecter tous les épithéliums, ils 

résistent mal au pH acide de l' estomac (Cheng et al. , 2003). Leur usage est peu 

efficace par voie orale (Liu et al. , 2005). D'autre part, des études avec des antigènes 

du rotavirus ont montré que des immunisations par la voie intrarectale peuvent 

conduire à une réponse immunitaire dans l'intestin grêle (McNeal et al. , 2007; Parez 
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et al. , 2006). De plus, les AdV peuvent infecter la muqueuse colorectale (Zhu et al., 

2008). C'est pourquoi une troisième hypothèse de ce travail est que la voie 

intrarectale est adéquate pour générer une réponse immunitaire contre le rotavirus 

grâce à des AdV réplicatifs, non disséminatifs . 

La flagelline , monomère formant les flagelles bactériens, est une protéine très 

conservée parmi les bactéries. Elle contient des P AMP (pour «Pathogen-Associated 

Molecular Pattern») reconnus par des récepteurs de 1' immunité innée (Miao et al. , 

2007). Dans des essais de vaccination, plusieurs flagellines et notamment FljB de 

Salmonella typhimurium ont montré des capacités à augmenter et à moduler la 

réponse immunitaire contre d' autres antigènes lorsque administrée en mélange ou en 

fusion avec ceux-ci (Bargieri et al. , 201 0; Honko et al. , 2006 ; Lee et al. , 2006; Miao 

et al. , 2007; Pino et al. , 2005 ; Salman et al. , 2009 ; Takata et al. , 2006). La liaison de 

la tlagelline au récepteur «Toll-like» 5 (TLR5) extracellulaire de l' immunité innée est 

un mécanisme à l' origine de cet effet adjuvant (Miao et al. , 2007). D' autre part, les 

flagellines peuvent aussi activer des récepteurs intracellulaires de 1' immunité innée 

(Miao et al. , 2007). 

La dernière hypothèse de cette thèse est que FljB en fusion ou en mélange 

avec un antigène peut avoir des capacités adjuvantes lorsque administrée de manière 

intracellulaire par des AdV ou extracellulaire par un vecteur plante. Un objectif sera 

de fusionner FljB à la protéine VP4~::VP7 du rotavirus et de l' administrer grâce à un 

AdV réplicatif mais non disséminatif par voie intrarectale. Ensuite, comme l' effet 

adjuvant de FljB produite dans des systèmes d'expression bactérien a déjà été montré 

(Pino et al. , 2005 ; Salman et al. , 2009; Xu et al. , 2011 ), le dernier obj ectif de cette 

étude sera de caractériser les effets adjuvants de plantes exprimant FljB qui seront 

mélangées à un antigène donné et le tout administré par voie ,orale. Développer des 

nouveaux adjuvants pour cibler la voie orale en particulier présente un grand intérêt 
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notamment à cause de la tolérance immunitaire, obstacle au développement d' une 

réponse immunitaire optimale obtenue avec un vaccin. Enfin, ces deux derniers 

objectifs permettront de démontrer les effets adjuvants de la flagelline par deux 

modes d ' administration soit intracellulaire avec les AdV soit extracellulaire avec le 

vecteur plante. 



CHAPITRE I 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 . Rotavirus 

1.1.1 Caractéristiques générales 

Les rotavirus forment un des genres de la famille des Reoviridae. ldentifiés 

pour la première fois par Ruth Bishop en 1973 , ces virus tirent leur nom de 

l'apparence en forme de roue des particules virales observées en microscopie 

électronique (Parashar et al., 1998). Onze segments d 'acide ribonucléique double-brin 

(ARNdb) composent leur génome. Chacun d'eux code pour une seule protéine sauf le 

onzième qui code pour deux par épissage alternatif (Pesavento et al., 2006). Six 

protéines ont un rôle structural (VP) et six autres, non structurales (NSP), pat1icipent 

à la réplication du virus dans la cellule hôte. Le génome, les protéines et structure du 

virion sont illustrés dans la figure 1.1. Plus précisément, le génome des rotavirus est 

encapsidé dans trois couches protéiques concentriques de forme icosaédrique et de 

diamètre de 1000 A, le protégeant ainsi des enzymes digestives du système gastro­

intestinal (Prasad et al. , 2001 ). Les récentes techniques de cryomicroscopie 

électronique et cristallographie aux rayons X ont permis d'établir un modèle 

d' architecture des virions matures présenté dans la figure 1.1 (Dormitzer et al., 2004; 

Mathieu et al. , 2001). Chacun des segments du génome est enroulé autour d' un 

complexe transcriptionnel composé de VPl (ARN-polymérase) et VP3 

(guanylyltransférase et méthyltransférase). Ce complexe est lui-même ancré dans la 

première capside formée par VP2. Celle-ci est entourée par une couche intermédiaire 
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de trimères de VP6, elle-même couverte par la capside externe du virion composée 

majoritairement par une matrice de trimères de VP7 parsemée de dimères de VP4 

formant des spicules. Des canaux traversant chacune des trois couches et 

principalement les deux couches protéiques internes permettent le passage d'eau, 

d'électrolytes, et de substrats à l'intérieur et à l'extérieur de la capside (Lawton et al., 

2000; Mathieu et al. , 2001; Trask et Donnitzer, 2006). 

Les trois mécanismes à l'origine de la grande variabilité génétique des 

rotavirus sont, par ordre d ' importance, les mutations ponctuelles (retrouvées chez la 

plupart des virus à ARN), les réassortiments génétiques lors de co-infections [liés à la 

nature segmentée du génome et analogues à ceux du virus de la grippe (Ghosh et 

Kobayashi, 2011; Ramig, 1997)], et les réarrangements génomiques (mécanisme 

différent d' une rcombinaison génétique et très rare mis en évidence lors des 

infections chroniques survenant chez les enfants immunodéprimés) (Palombo et al., 

1998; Pesavento et al., 2006; Ramig, 1997; Rodriguez-Castillo et al. , 2006). 
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Figure 1.1 : Segments du génome, protéines du rotavirus et modèle de la 
structure du virion. 
Cette figure a été adaptée de plusieurs publications (Gray et Desselberger, 2000; 
Pesavento et al. , 2006). Les Il segments du génome de la souche SA 11 du rota virus 
ont été séparés par électrophorèse. Chaque segment code pour une protéine sauf le 
onzième qui code NSP5 et NSP6. Ces protéines ont été mises en évidence par SDS­
p AGE (excepté NSP6). Un schéma représentant les protéines structurales (VP) a été 
réalisé pour montrer la structure des trois capsides concentriques. Finalement un 
modèle en trois dimensions est présenté en gardant les mêmes couleurs que dans le 
schéma pour situer chacune des protéines. Le génome entouré de la première capside 
a aussi été modélisé. 
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1.1.2 Classification 

La classification des rotavirus reflète leur grande diversité antigénique et 

génotypique. Tout d 'abord, les variations antigéniques de VP6 permettent de classer 

les rotavirus en sept groupes A à G. Ensuite, au sein de ces groupes, des sérotypes 

sont identifiés par un système de typage binomial G-P basé respectivement sur la 

séroneutralisation de VP7 (G pour glycosylée) et VP4 (P parce qu ' elle est sensible à 

l' activité protéolytique de la trypsine) (Hoshino et Kapikian, 1996). À ce jour, 14 

sérotypes relatifs à VP7 et 19 sérotypes relatifs à VP4 ont été identifiés. Enfin, les 

sérotypes G et P correspondent à des génotypes distincts. Contrairement aux 

génotypes G, les génotypes P n'ont pas tous été caractérisés. Ces derniers sont aussi 

précisés dans la classification des rotavirus. À titre d 'exemple, la souche humaine Wa 

du groupe A est de type GlPlA[8] (séro-génotype Gl, sérotype PlA, génotype P8). 

Souvent seul le génotype P est indiqué. 

1.1.3 Impact des rotaviroses sur les populations humaines 

Les rotavirus du groupe A sont reconnus par l'Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) comme les agents pathogènes causant les plus fréquentes et graves 

maladies diarrhéiques chez les nourrissons et les enfants de moins de 5 ans et ceci 

partout dans le monde (Santos et Hoshino, 2005). En 2007, il a été estimé que chaque 

année les rotavirus étaient responsables à eux seuls de 140 millions de cas de diarrhée 

dont 25 millions nécessitent une consultation médicale, 2 mi llions une hospitalisation 

pour traiter la déshydnitation sévère et 610 000 cas conduisent à un décès 

principalement dans les pays en voie de développement (Parashar et al. , 2006; Santos 

et Hoshino, 2005; World-Health-Organization, 2007). Dans les pays occidentaux, les 

coûts annuels des hospitalisations sont très lourds; en 2006 aux États-Unis ces coûts 

se chiffraient à environ un milliard de dollars (Charles et al. , 2006). Ce bilan a justifié 

le besoin de vaccins pour prévenir les infections car aucun traitement antiviral n'est 
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actuellement disponible (World-Health-Organization, 2007). De plus, l ' amélioration 

de l' hygiène et systèmes sanitaires a eu peu d ' impact pour prévenir les infections 

(Parashar et Glass, 2006; Soares-Weiser et al. , 20 10) . Les taux de mortalité dus aux 

ro taviroses sont représentés dans la fi gure 1.2 pour l'année 2008 . 

Après la mise en marché et utilisation de deux vaccins en 2006 aux États-Unis, 

Amérique latine et Europe, le bilan des rotaviroses était estimé en 2009 à 500 000 

décès et environ 2 millions d 'hospitalisations (Jiang et al. , 20 1 0) . Des études 

montrant l'efficacité relative de ces vaccins (en terme de diminution du nombre de 
. 

décès) dans ces zones géographiques ont condui t l' OMS en 2009 à en recommander 

l' utilisation dans les pays en développement, notamment en Afrique et en Asie où Je 

bilan des rotavi roses est le plus lourd (Grimprel, 20 1 0; Jiang et al. , 20 1 0; Mun os et al. , 

2010 ; Soares-Weiser et al. , 201 2; World-Health-Organization, 20 12). 

Taux de mortalité chez les enfants de mnins de:' ans attribué au rotaYiroscs pour 
lOO 000 indh·idus âgés de moins de :' ans. 

c=J < Hl m orts pour 100 000 

c=J ~:nt • ·e 10 t•t :'0 mo•·ts pour IUU 000 

Enh·c :'0 ct lOO nw1·ts pou1· 100 0011 

- E nt re 100 ct :'00 m or t' pour l 00 000 

V/HO 

Figure 1.2 : Représentation des taux de mortalité due aux rotaviroses dans le 
monde en 2008, d'après l'OMS. 
Figure adaptée de (World-Health-Organization, 201 2). 
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1.1.4 Prévalence 

Il est important de considérer la distribution globale des sérotypes de rotavirus 

infectant les humains afin d 'établir la meilleure stratégie vaccinale. C'est pourquoi un 

programme international de survei llance a été mis en .place et a permis de compiler 

des informations sur les souches recueillies de 1989 jusqu'en 2004 (Santos et 

Hoshino, 2005). Selon les données recueillies, 90% des rotaviros~s humaines sont 

causées par cinq sérotypes appartenanttous au groupe A, bien qu ' il existe une grande 

diversité de souches virales. Plus précisément ces sérotypes sont G 1 P[8], G2P[ 4] , 

G3P[8], G4P[8] et G9P[8]. Le type G 1 P[8] représente à lui seul 64,7% des cas. La 

distribution des souches de type P est plus stable que les souches de type G. Le 

génotype P[8] est prédominant et induit 80% des infections mondiales . De plus, des 

fluctuations géographiques et temporelles importantes ont été observées entre les 

épidémies induites par les différentes souches. Par exemple le type G 1 P[8] est 

prévalent à 70% en Amérique du Nord, Europe et Océanie mais seul ement à 30% en 

Afrique (Santos et Hoshino, 2005; 2007) . Le génotype P[8] est quant à lui prévalent à 

50% en Afrique, 70% en Asie et à 90% dans les pays occidentaux. Il est intéressant 

de souligner l'apparition de souches nouvelles comme, par exemple, celles des 

groupes B et C responsables en faibles proportions des infections localisées en Chine 

et en Inde (Barman et al. , 2006). Des associations G/P inhabituelles ont été 

caractérisées et sont issues de réassortiments entre souches humaine et animale; le 

sérotype 05 est par exemple issu d 'une souche porcine (Parez, 2007; Santos et 

H~shino, 2005). En conclusion, la distribution des sérotypes au cours du temps par la 

persistance de la forte prévalence des sérotypes G 1 ainsi que par la diversité limitée 

de VP4 supporte l'hypothèse que le système immunitaire n'exerce pas une pression 

sélective suffisante contre les rotavirus pour favoriser l'apparition de sérotypes 

génétiquement éloignés (qui fait suite généralement à des modifications génétiques 

majeures) (Franco et aL , 2006; Santos et Hoshino, 2005). 
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De nouvelles études épidémiologiques après 1 ' introduction des vaccms en 

2006 seraient intéressantes pour étudier l' impact sur la persistance des souches ou 

bien 1 'apparition de nouvelles souches. Des résultats en Europe, États-Unis, 

Amérique latine et Australie montrent un début vers le déclin de certaines souches 

(Yen et al. , 2011 ). Cependant c'est en Asie et en Afrique que réside le plus grand défi 

de santé publique à relever pour ces vaccins principalement pour diminuer le bilan 

des décès et des hospitalisations. La vaccination n'est pas encore intégrée dans des 

programmes de vaccination de routine dans la plupart des pays de ces régions du 

monde (World-Health-Organization, 2012). 

1.1.5 Pathologies 

Diverses études cliniques témoignent de la virulence des rotavirus (Estes et al. , 

2001 ; Leung et al. , 2005 ; Parashar et al. , 2006). Les enfants âgés de plus de 6 mois 

jusqu'à 5 ans développent une pathologie sévère tandis que les nouveaux-nés ont une 

pathologie modérée voire asymptomatique. Les adultes infectés par contact avec des 

enfants infectés sont asymptomatiques et représentent un réservoir majeur des 

rotavirus dans les populations (Leung et al. , 2005). 

Très stables dans l'environnement (Caballero et al. , 2004), moms de dix 

particules virales transmises par voie féco-orale déclenchent la maladie chez le jeune 

enfant. Porté à la bouche, le virus est acheminé jusqu 'à l' intestin grêle où il infecte les 

entérocytes différenciés des villosités localisées dans le jéj unum du petit intestin. 

L'infection a plusieurs conséquences pathologiques (Ciarlet et Estes, 200 1; Shaw, 

2006) . Premièrement, l'épithélium intestinal desquame suite à la réplication virale et 

à l'apoptose des cellules épithéliales infectées (mise en évidence chez la souris) 

(Boshuizen et al. , 2003). Cela seul compte pour beaucoup dans la perte de fluide dans 

des épisodes de diarrhée et de vomissements débutant de un à trois jours après 

l' infection. La diarrhée assure la propagation de la maladie par les 108 à 10 10 virions 
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par millitre (ml) de matières fécales liquides excrétées par un enfant malade. Un 

second mécanisme impliqué dans la diarrhée a été mis au jour chez les rongeurs. Un 

des gènes du rotavirus code une protéine qui ouvre des canaux à ions chlore à la 

surface des cellules et qui est secrétée par les cellules épithéliales dans la lumière de 

l' intestin (Bugarcic et Taylor, 2006). Cette protéine non structurale, NSP4, peut agir 

seule sur des cellules non infectées ce qui amplifie la perte de fluide et d ' électrolytes 

du tissu intestinal. Cela peut avoir lieu avant même que l'épithélium ne soit 

endommagé suite à la multiplication du virus. Cette fonction est similaire à celle des 

entérotoxines bactériennes telle que la toxine du choléra (CT) et de Shigella (Estes et 

Morris, 1999). D 'autre part, le médicament Racecadotril peut limiter les diarrhées. Il 

est connu pour inhiber les sécrétions intestinales, ce qui appuie l' implication du virus 

dans · la stimulation du système nerveux entérique (Halaihel et al. , 2000; Salazar­

Linda et al. , 2000). La destruction de l'épithélium entraîne non seulement une perte · 

de fluide directe, mais aussi une inflammation aiguë de l' intestin, de la fièvre et une 

diminution de l 'efficacité digestive et de l'absorption de l 'eau et des nutriments. Ces 

symptômes durent de quatre à huit jours et si la déshydratation subséquente est 

majeure, elle conduit à un état de choc et parfois à la mort (Leung et al. , 2005; 

Parashar et al. , 2006; Shaw, 2006). 

Chez les personnes immunodéprimées, les infections à rotavirus ne sont pas 

toujours associées à une augmentation des diarrhées graves ou à des maladies 

systémiques. Cependant l'excrétion du virus peut durer plus longtemps chez ces 

personnes. Par contre, l'infection peut se traduire par une gastroentérite à rotavirus 

sévère, durable et même mortelle chez les individus immunodéprimés en raison d ' une 

immunodéficience congénitale ou d'une transplantation de moelle osseuse ou d'un 

organe solide (World-Health-Organization, 2007). 

Malgré des associations répétées des rotaviroses avec des pathologies 

systémiques (maladies respiratoires et syndrômes neurologiques), le concept que le 
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virus restait confiné dans les entérocytes a prévalu depuis sa découverte il y a 35 ans 

jusqu'en 2003 (Blutt et Conner, 2007; lturriza-Gomara et al. , 2002). Ce dogme a été 

mis à mal par de récentes études mettant en évidence la présence d ' antigènes et 

d' ARN viraux non seulement dans le sérum d' enfants infectés (Blutt et al. , 2003 ; Ray 

et al., 2006) mais aussi dans le liquide céphalo-rachidien d' enfants présentant des 

gastro-entérites à rotavirus en même temps que des méningites (Dickey et al. , 2009; 

Medici et al. , 2011). La majorité des chercheurs s' accordent aujourd'hui pour dire 

que ces dernières observations indiquent une virémie. Le virus infectieux a aussi été 

détecté dans le sérum et dans des tissus extra-intestinaux (sang, rate, reins, secrétions 

respiratoires ou liquide céphalo-rachidien) dans des modèles expérimentaux de la 

souris (Blutt et al. , 2006a; Fenaux et al. , 2006), du rat (Crawford et al. , 2006), des 

porcs gnotobiotiques (Azevedo et al., 2005) et des primates (Zhao et al. , 2005). Le 

tropisme du virus au delà de la muqueuse intestinale est inconnu et soulève de 

nombreuses interrogations sur les pathologies systémiques et les séquelles que 

pourrait causer le rotavirus (Blutt et Conner, 2007 ; Ramig, 2004). Des études chez la 

souris ont montré que les protéines NSP3 et VP6 seraient impliquées dans les 

mécanismes permettant au virus d'être disséminé dans l'organisme (Mossel et Ramig, 

2002; Mossel et Ramig, 2003). De plus, plusieurs maladies chez l'enfant ont été 

associées aux gastroentérites à rotavirus, comme par exemples des méningites 

(Dickey et al. , 2009; Medici et al. , 2011), ou bien des cas d 'atrésie des voies biliaires 

(Feng et al. , 20 Il) . Pour cette dernière pathologie, il a été montré que les rota virus du 

group A t la caus d 1 'obstruction d s voi s biliaires qui, lorsqu non traitée, peut 

conduire à la cirrhose biliaire et au décès de l'enfant dans les premières années de vie 

(Hertel et Estes, 20 12). 

1.1.6 Cycle de réplication du rotavirus 

Lorsque les virions arrivent dans la lumière du jéjunum du petit intestin, la 

protéine de surface VP4 subit d'abord des changements de conformation à cause du 
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pH élevé. Ensuite le clivage par la trypsine pancréatique de cette protéine en VP8* et 

VP5* représentent la première étape dans 1 'attachement du virus aux cellules 

(Pesavento et al., 2005). Les fragments VP5* forment des homotrimères toujours 

ancrés dans la matrice de VP7, tandis que les fragments VP8* restent associés avec le 

virion (Monnier et al., 2006). Il a été montré que pour les souches rotavirales 

animales, VP8* initie l'attachement aux cellules cibles par sa réaction avec l'acide 

sialique (Dormitzer et al., 2002). Dans le cas des souches humaines, cette première 

étape est absente et le virus se lie par les motifs DGE et IDA de VP5* (Graham et al., 

2006) aux intégrines av~3 (Guerrero et al., 2000), a4~7, a4~ 1 et a2~ 1 (Fleming et 

al. , 2007; Pesavento et al. , 2006) des cellules cibles. Il n 'existe pas encore de modèle 

défini pour l'entrée du virus dans la cellule, mais une étude récente semble appuyer 

que le rotavirus entre par endocytose (Wolf et al., 2011). Les propriétés hydrophobes 

de VP5* semblent aussi nécessaires pour les interactions avec la membrane 

plasmique lors de l' entrée du virus (Kim et al., 2010). 

Pour entrer dans la cellule, la dissociation des trimères de VP7 et donc la 

décapsidation semble nécessaire (Aoki et al. , 2011 ). En entrant dans la cellule le 

virion perd donc la capside externe par un mécanisme dépendant du faible niveau 

d ' ions calcium (Ca2+) dans le cytoplasme cellulaire qui induit la dissociation des 

trimères de VP7 (Benureau et al..' 2005). La transcription des segments d ' ARNdb est 

alors activée par VP 1 à 1' intérieur même de la particule virale qui demeure intacte 

pendant 1 proc ssus (Val nzu la t al., 1991 ). VP3 assure la maturation de 

l 'extrémité 5' des ARN messagers (ARNm) pour faciliter leur traduction par la 

machinerie cellulaire (Chen et al. , 1999). Ces ARNm sortent de la particule virale par 

les canaux aqueux présents dans les couches de VP2 et VP6 et se retrouvent dans le 

cytoplasme (Lawton et al., 2000). Les ARN transcrits à pmiir du brin à polarité 

positive sont pris en charge par NSP3 qui les transporte dans les viroplasmes 

périnucléaires (inclusions où s'assemblent ·les virions à deux capsides). Même si 
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NSP3 n'est pas nécessaire à la traduction des ARNm viraux, cette protéine permet 

d ' inhiber la synthèse protéique de la cellule hôte favorisant ainsi la synthèse 

protéique virale (Montera et al. , 2006). Dans les viroplasmes, les ARNm sont d ' une 

part traduits et d 'autre part servent de base pour produire des brins à polarité négative 

qui formeront les ARNdb du génome des futurs virions (Pesavento et al. , 2006; 

Silvestri et al. , 2004 ). La protéine NSP 1 possède elle aussi un domaine de liaison à 

l ' ARN et bien que non indispensable, elle semble être impliquée dans des 

mécanismes qui facilitent l ' assemblage des nouveaux virions (Chung et McCrae, 

2011; Silvestri et al., 2004 ). 

Ce sont NSP2 et NSP5 qui initient par la suite l'assoc iation des onze segments 

d 'ARNdb nouvellement formés avec leurs complexes VP1-VP3-VP2 respectifs 

formant àinsi la première capside. NSP6, protéine retrouvée dans le viroplasme, 

possède elle aussi un domaine de liaison à 1 'ARN et est connue pour interagir avec 

NSP5. C'est pourquoi cette protéine semble être impliquée dans la formation des 

virions (Taraporewala et Patton, 2004). Pourtant certaines souches de rotavirus du 

groupe A et toutes les souches du groupe C n 'exprime pas NSP6. Cela laisse sous­

entendre que cette protéine n 'est pas nécessaire à 1' assemblage des virions 

(Taraporewala et Patton, 2004; Torres-Vega et al., 2000) . Lorsque la première 

capside est constituée, NSP2 et NSP5 permettent aussi la formation de la deuxième 

capside constituée par VP6. Les particules virales à deux capsides bourgeonnent du 

viroplasme dan le réti ulum endoplasmiqu où est expnm t glycosyl ' VP7 

(Mirazimi et Svensson, 2000). La liaison entre VP6 et VP7 est alors assurée par 

NSP4 pour former la couche externe du virion. Finalement l' association de VP4 à 

cette capside s'effectue dans le cytoplasme ou bien à la membrane cytoplasmique lors 

du relargage des virions dans l' espace intercellulaire ce qui entraîne la mort de la 

cellule hôte (Pesavento et al. , 2006). Les fonctions des douze protéines du rotavirus et 

leurs implications dans le cycle viral sont résumées dans le. tableau 1.1. 
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Tableau 1.1 : Fonctions des différentes protéines du rotavirus dans le cycle de 
réplication virale 

Protéines du rotavirus 

Protéines structurales 
VPI 

VP2 

VPJ 

VP4 (clivée en VPS* et VP8*) 

VP6 

VP7 

Protéines non-structurales 
NSPI 

NSP2 

NSP3 

NSP4 

NSPS 

NSP6 

Fonctions connues 
(Montero et al. , 2006; Pesavento et al. , 2006; Silvestri et al. , 
2004; Taraporewala et Patton, 2004) 

ARN-polymérase, liaison à l' ARN, interaction avec 
VP2 et VP3 . 

Formation de la prem ière capside, liaison à l' ARN viral 
et interaction avec VP 1. 

Guanylyltransférase et méthyltransférase, 
maturation des ARNm, liaison à l' ARN vira l et 
interaction avec VP 1. 

Attachement à la cellule et formation de la troisième 
capside. 

Formation de la deuxième caps ide. 

Formation de la troi sième capside et liaison aux Ions 
calcium pour la décapsidation. 

Liaison à l' ARN viral et antagoniste de la réponse en 
interféron de type 1. 

Réplication et emballage du génome. 

Lia ison à l' ARN viral , transport des ARNm au 
viroplasme, inhibition de la synthèse protéique 
cellulaire. 

Morphogénèse du virion et entérotoxine. 

Interactions avec NSP2, liaison à l' ARN viral, 
assemblage du génome et morphogénèse des deux 
premières capsides. 

Interaction avec NSPS, liaison à l' ARN vira l et 
formation des virions. 
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1.1.7 Réponse immunitaire pendant l'infection 

Les modèles animaux expérimentaux ont permts d 'approfondir les 

connaissances recueillies pendant les infections humaines et d' établir un modèle de 

l'immunité contre le rotavirus. Chacun d'eux offre des avantages et des inconvénients 

mais aucun ne reproduit parfaitement l' infection et la pathologie humaine (Franco et 

al., 2006); ces informations sont détaillées dans le tableau 1.2 ci-dessous. 
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1.1.7.1 Immunité innée 

1.1. 7.1.1 Les récepteurs de l'immunité innée 

Les pathogènes (virus, bactéries, protozoaires, levures) ont acquis des facteurs 

de virulence qui leur permettent de coloniser et parfois de causer des maladies chez 

leur hôte eucaryote et cela même face à une défense immunitaire robuste (Mogensen, 

2009). Pour détecter et faire face rapidement à différents micro-organismes dont les 

pathogènes, 1 ' hôte a développé certaines stratégies. Ainsi les cellules épithéliales, les 

monocytes, les cellules polymorphonucléaires et de nombreux autres types cellulaires 

expriment les récepteurs PRR (pour « Pattern Recognition Receptors ») qui 

permettent de détecter des pathogènes en se liant à des motifs moléculaires précis 

appelés P AMP (pour « Pathogen-Associated Molecular Patterns ») (Mogensen, 2009). 

Ces motifs sont très conservés, ce qui fait la force du système immunitaire inné. Les 

PRRs sont très importants dans la reconnaissance d'une grande variété de pathogènes. 

Ils comprennent les TLR (pour « Toll Like Receptors »), qui permettent la détection 

de PAMP dans le milieu extracellulaire, les NLR (pour « Nod-Like Receptors » ), les 

RLR (pour « Retinoid acid-inducible gene 1-Like Receptors ») et les détecteur 

d'ADN (« DNA sensors ») qui eux détectent les PAMPs dans le cytosol. Ces 

récepteurs sont schématisés avec leurs domaines principaux dans la figure 1.3. 
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Figure 1.3 : Les diffé rentes familles de PRR. 
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NOD domain 

PYDdomain 0 
F-interacting domain Q 
DNA-binding domain 

Les TLR peuvent se lier à des PAMPs lorsque ceux-ci sont dans le milieu 
extracellulaire ou dans les endosomes. Les RLR, NLR et DNA sensors peuvent se lier 
à des P AMPs dans le milieu intracellulaire. Les TLR se caractérisent par un domaine 
riche en leucine extracellulaire ou endosomal qui se lient aux PAMPs et un domaine 
TIR (pour «Toll/interleukin-1 receptor-like domain») intracellulaire qui active les 
voies de signalisation intracellulaire. Les NLR se caractérisent par leur domaine NOD 
(pour «nucleotide-binding oligomerization domain») et les RLR par leur domaine 
Héli case et leur domaine de liaison à 1 'ARN. Pour finir, les détecteurs d'ADN ont Lm 

domaine de liaison à 1' ADN. 
Source : (Mogensen, 2009). 

Il existe une grande variété de récepteurs pour une grande variété de 

pathogènes. Il est à noter qu'une certaine redondance dans la reconnaissance des 

pathogènes existe. En effet, certains récepteurs de différentes familles reconnaissent 

les mêmes P AMPs mais dans différents compartiments cellulaires comme indiqué 

dans la figure 1.4. L'engagement des PRR, de manière intracellulaire ou 

extracellulaire, active une cascade de réactions intracellulaires qui marque 1 'initiation 

de la réponse immunitaire innée. 
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Figure 1.4 : Reconnaissance de P AMP de différents pathogènes. 
Différentes familles de PRRs permettent de reconna'ître des P AMPs appartenant à 
divers pathogènes. NOD (pour «nucleotide-binding oligomerization domain»); IP AF 
(pour «ICE-protease activating factor»); NALP (pour «NACHT -, LRR- and pyrin­
domain-containing proteins»). Figure tirée de (Mogensen, 2009). 

1.1.7.1.2 Immunité innée et rotavirus 

Le TLR3 , connu pour reconnaître l' ARNdb, est exprimé par les entérocytes et 

les cellules dendritiques. Il joue un rôle dans l' immunité innée antivirale (Matsumoto 

et al. , 2003). Une étude in vitro a montré que l' ARNdb du rotavirus active les cellules 

dendritiques immatures dérivées de monocytes v1a le TLR3 exprimé 

intracellulairement dans les endosomes. Cette activation se traduit par la maturation 

des cellules dendritiques (surexpression de complexe maj eur d 'histocompatibilité de 

classe II -CMH II- et du CD86) et la production de cytokines de type Thl (Interféron­

y) (Matsumoto et aL , 2003). Chez des enfants ayant des diarrhées rotavirales aiguës, 

l'expression du TLR3 a été observée dans les monocytes périphériques du sang (Xu 

et al. , 2007). 

Pour faire face à cette réponse innée antivirale, le rotavirus, par l' intermédiaire 

de sa protéine NSP 1, peut moduler la réponse en interféron de type I. Selon les 

souches et les types cellulaires, NSPI peut conduire à la dégradation des facteurs de 

transcription activant 1' expression des interférons de type I (Sherry, 2009). En 
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inhibant la réponse en interféron de type I, l' infection de la cellule par le rotavirus 

peut rester cachée vis-à-vis du système immunitaire. 

D'autre part, les entérocytes infectés par le rotavirus sécrètent des chimiokines 

(CCL) et de l' interleukine 8 (IL-8) (Casola et al., 2002), ce qui permet le recrutement 

au site de l' infection de leucocytes qui expriment des récepteurs spécifiques (CCR) à 

ces chimiokines (Casola et al., 1998; Rollo et al., 1999). Les principaux leucocytes 

visés sont les lymphocytes B (LB) et les lymphocytes T CD8+ et CD4+ résidents 

dans les plaques de Peyer et les ganglions mésentériques (Feng et al., 2006). Plus 

précisément, le CCL25 recrute les LB exprimant le CCR9 et des immunoglobulines 

A (IgA) à leur surface (Feng et al., 2006). Après que les LB spécifiques se soient 

différenciés en plasmocytes, le CCL28 attire ces derniers qui expriment le CCRI 0 

(Feng et al., 2006). Les lymphocytes T CD8+ et CD4+ sont quant à eux mobilisés et 

activés par la production d' IL-8, connue pour être pro-inflammatoire (Casola et al., 

2002). 

1.1.7.2 Immunité adaptative et rotavirus 

Parallèlement, le rotavirus rentre en contact avec les cellules présentatrices 

d'antigènes suite à son entrée qui est facilitée par les cellules microplis (cellules M) 

au niveau des plaques de Peyer. D'autre part, il induit la production de plasmocytes 

qui restent confinés au compattiment intestinal et qui sécrètent des IgA polymériques 

(slgA) dans la sous-muqueuse. Ces anticorps sont ensuite transportés dans la lumière 

intestinale à travers les entérocytes par transcytose et sont la première et la plus 

importante ligne de défense contre le rotavirus. Une étude chez le porc a démontré 

que la majorité des plasmocytes spécifiques aux antigènes du rotavirus est spécifique 

à VP6. VP4 en active environ 45%. VP2, VP7, NSP3 et NSP4 se retrouvent en ordre 

immunogénique décroissant (Chang et al. , 2001 ). Les slgA ont un effet antiviral par 

leur capacité d' exclusion [neutralisant le virus et empêchant l' infection des 

entérocytes de nova (Bouvet et Fischetti, 1999)] et possiblement d'expulsion [en se 
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fixant sur les particules virales en formation dans l' entérocytes pendant la transcytose 

et les entraînant dans la lumière intestinale (Burns et al. , 1996)]. La neutralisation est 

assurée exclusivement par les slgA anti-VP4 et VP7. Les slgA anti-NSP4 semblent 

bloquer la diarrhée mais pas l ' infection. L'expulsion du virus par les slgA an ti-VP6 a 

seulement été démontrée chez la souris (Franco et al. , 2006). Des LB mémoires sont 

ensuite générés. Ils possèdent le récepteur CCR9 et l ' intégrine a4P7 qui leur 

permettent de circuler dans le sang et de revenir aux plaques de Peyer (Franco et al. , 

2006; Weitkamp et al. , 2005 ; Williams et al. , 1998). 

Comme le rotavirus échappe à la muqueuse intestinale, il est postulé que ses 

antigènes se retrouvent dans le compmtiment systémique et stimulent des LB 

mémoires dans la rate ayant des récepteurs CD62L+ leur permettant de circuler dans 

le sang et de revenir à la rate (Franco et al. , 2006 ; Youngman et al. , 2002) . Ils 

induisent aussi la production de plasmocytes résidant dans la moelle osseuse et 

sécrétant la majorité des IgA et IgG monomériques qui circuleront dans le sérum et 

neutraliseront les virions. De manière surprenante et mal comprise, les anticorps 

peuvent « passer » d'un compartiment à l' autre (du sérum à la muqueuse ou 

inversement) (Bouvet et Fischetti, 1999; Jiang et al. , 2002). Ce mécanisme a été 

observé chez des souris déficientes en IgA et dont les lgG assuraient une protection 

au niveau intestinal (O'Neal et al. , 2000). 

Malgr' l'importanc d la r 'ponse humorale contrôlée par les lymphocytes T 

auxil iaires de type 2 (Th2), une réponse cellulaire contrôlée par les lymphocytes T 

auxiliaires de type 1 (Th 1) existe bien. Lorsque les antigènes du rota virus sont pris en 

charge par les cellules M et aussi mis en contact avec les cellules dendritiques, ces 

dernières migrent vers les centres germinatifs et organes lymphoïdes secondaires et 

présentent les peptides rotaviraux par leur CMH II aux lymphocytes T CD4+ naïfs 

(Narvaez et al., 2005). Une fois activées, ces cellules vont à leur tour stimuler et 

déclencher la différenciation d'autres lymphocytes par la sécrétion de cytokines. Une 
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étude du profil de cytokines chez le porc néonatal gnotobiotique a montré que dans 

un premier temps ce sont des cytokines de type Thl (IL-12, INFy) qui sont sécrétées 

au niveau systémique (Azevedo et al. , 2006; Vancott et al., 2003). L'INFy est aussi 

sécrété au niveau intestinal mais il est rapidement contrebalancé par 1 ' IL-l 0 et 1 'IL-4 

(réponse Th2) ce qui permettrait d 'éviter une inflammation trop forte de la muqueuse 

intestinale et des séquelles subséquentes (Azevedo et a l. , 2006). 

Au niveau de la réponse cytotoxique, il a été montré chez la souris que VP7, 

VP6, VP3 et NSPl ont des épitopes ciblés par des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

(LTc) spécifiques (Franco et al., 1993; Heath et al., 1997; Jaimes et a l. , 2005). Encore 

chez la souris, VP7 et VP6 possèdent les épitopes cytotoxiques immunodominants 

(restreints à l' haplotype H-2b) ciblés au niveau systémique et mucosal (Jaimes et al., 

2005). Dans le cas de VP7 ces épitopes sont conservés entre différents sérotypes 

(Offit et Dudzik, 1988) et groupes (Jaimes et al., 2005) et, dans le cadre de la virémie, 

permettraient l'élimination de cellules infectées au niveau systémique (Jaimes et al. , 

2005). Pour finir, il a été observé qu 'en absence de lymphocytes T, le virus pouvait 

persister à très faib le niveau chez la souris (Franco et Greenberg, 1997). 

1.1. 7.3 Immunité protectrice et corrélat de protection 

Les études chez différents modèles animaux et chez les jeunes enfants ont mis 

en évidence l'importance de la réponse Th2 dans la résolution de la première 

infection (Feng et al., 1997). Les anticorps neutralisants, les anticorps non­

neutralisants mais spécifiques au rotavirus, la réponse à médiation cellulaire ont tous 

été proposés comme corrélats de protection (Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0). 

Cependant ce sont les slgA neutralisants dirigés contre VP7 et VP4 qui protègeront 

contre une réinfection directement au site de l'infection (Coste et al. , 2000; Franco et 

al. , 2006; Ward, 2003) . Les séquences sur les protéines VP7 et VP4 des épitopes 

connus pour permettre de générer des anticorps neutralisants sont listées dans le 
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tableau Al en annexe de cette thèse. Jusqu'à 4 mois après l'infection, la mesure des 

lgA totaux dans le sérum et spécifiques du rotavirus reflète le niveau de slgA 

intestinaux. La mesure des lgA du sérum ainsi que leur capacité neutralisante du 

rotavirus sont considérées aujourd ' hui comme le meilleur, même si imparfait, 

marqueur de la protection contre une infection rotavirale (Franco et al. , 2006). Chez 

les jeunes enfants, la séroconversion des anticorps neutralisants a été utilisée comme 

corrélat de protection pour évaluer l' immunogénicité des vaccins Rotarix® et 

Rotateq® en phase III d 'essai clinique (Franco et al., 2006; Vesikari et al. , 2006). 

Cependant il faut souligner que ce corrélat de protection est limité par le manque de 

connaissances sur la virémie ainsi que sur l' influence de l'immunité maternelle (Blutt 

et Conner, 2007; Franco et al. , 2006). Il a été montré que chez les porcelets, les 

anticorps maternels transmis par allaitement pouvaient moduler à la hausse ou à la 

baisse le titre d'anticorps chez des porcelets vaccinés et empêcher l' établissement 

d' une mémoire immunologique (Nguyen et al. , 2006a; Nguyen et al. , 2006b; Parreno 

et al. , 1999). De plus, même si la réponse des LB chez les jeunes enfants et les adultes 

partage les mêmes épitopes immunodominants (Weitkamp et al. , 2003), la maturation 

du récepteur des cellules B (BCR) les reconnaissant est différente. Ce dernier est 

connu comme étant de plus grande affinité pour les antigènes rotaviraux chez les 

adultes due à un mécanisme d'hypermutation somatique dans la séquence codant pour 

ce récepteur (Weitkamp et al. , 2006). 
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1.2 Vaccins anti-rotavirus 

1.2.1 Généralités sur les vaccins 

1.2.1.1 Historique de la vaccination 

Un vaccin est une préparation antigénique qui a pour but d ' induire chez le 

sujet vacciné une réponse immunitaire spécifique à un agent pathogène et capable de 

protéger ce suj et contre l' infection naturelle ou d 'en atténuer les conséquences. Le 

mot «vaccination» provient du mot latin «vacca» qui signifie vache et du mot 

«vaccine» qui désigne le virus de la vario le des vaches . Il a été employé après la 

découverte d 'Edward Jenner qui a démontré en 1789 que l ' inoculation la vaccine à 

des enfants les protégeait contre une inoculation ultérieure avec le virus de la variole. 

Cette découverte a non seulement conduit à l' éradication de la variole au XXème 

siècle mais a aussi donné appui à l' idée qu ' une protection contre les malad ies 

infectieuses pouvait être délibérément acquise (Plotkin, 2005) . C' est au XIXème 

siècle que Louis Pasteur a établi le principe scientifique de la vacci nation et de 

l'atténuation des pathogènes avec ses travaux sur le choléra aviaire, la rage et la 

maladie du charbon (anthrax) . Il a pu démontrer que la virulence des pathogènes 

pouvait .être atténuée par des stress environnementaux comme la haute température, 

l'oxygène ou bien des produits chimiques (Plotkin, 2005). Au XXème siècle, 

l'atténuation des pathogènes a ensuite été obtenue par des passages en série sur milieu 

artificiel comme l' ont démontré Calmette et Guérin avec Mycobacterium bovis et le 

Baci lle Calmette-Guérin (BCG), ou bien grâce à des passages chez les animaux et à 

l'usage des œufs embryonnés toujours d'actualité aujourd'hui avec les vaccins anti­

grippe (Plotkin, 2009; Plotkin et Plotkin, 2011 ). En 1948, la maîtrise de la culture 

cellulaire a rendu possible la culture de virus in vitro ainsi qu'une nouvelle technique 

d'atténuation de la virulence de ces virus. Dès lors de nombreux vaccins atténués 

vivants ont vu le jour comme par exemple ceux contre la poliomyélite (vaccin oral 
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contre la polio d'Albert Sabin), la rougeole, la rubéole, la grippe ou le rotavirus 

(Plotkin, 2005). Le développement d 'une autre technique a permis d'élargir encore 

les possibilités de développer des vaccins atténués vivants contre les virus à génome 

ARN segmenté. Cette technologie est basée sur leur capacité à échanger des segments 

de ·leur génome lors de co-infections avec plusieurs souches. Ces réassortiments 

génétiques ont pu être imités en culture cellulaire et ont permis d'élaborer des vaccins 

contre la grippe et le rotavirus (Plotkin, 2005; Shaw, 2006). Les principaux vaccins 

atténués vivants élaborés au cours de l'histoire, les stratégies employées pour les 

obtenir et les dates de leur disponibilité sont listés dans le tableau 1.3. 

Tableau 1.3 : Historique des vaccins atténués vivants 
Straté ie et technolo 

Usage de virus animaux 

Atténuation chimique 

Atténuation par passage in vitro 

Atténuation par passage en culture 
cellulaire 

Usage de réassortiments génétiques 

Tableau modifié de (Plotkin, 2005). 

Date 
1798 

1881 

1885 

1927 

1935 

1962 

1963 

1969 

1971 

1995 

2003 

2006 

2003 

2006 

Vaccin ou cible 
Variole 

Anthrax 

Rage 

BCG 

Fièvre jaune 

Vaccin oral contre la poliomyélite 

Rougeole 

Rubéole 

Adénovirus 

Varicelle 

Grippe 

Rotavirus (Rotarix®) 

Grippe 

Rotavirus (Rotateq®) 
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Les progrès en biologie moléculaire et en génie génétique ont aussi contribué 

à 1' avancée de la vaccinologie avec 1 'utili sation de virus ou bactéries recombinants 

qui peuvent servir de vaccins vivants atténués ou bien de vecteurs vaccinaux (Plotkin, 

2005). Quelques exemples de vecteurs vaccinaux les plus utilisés sont listés dans le 

tableau 1.4. Le génie génétique a petmis de modifier ces micro-organismes pour 

supprimer leur pathogénicité. 

Parallèlement, 1 ' idée d ' utiliser des micro-organismes entiers mais inactivés 

comme moyen de développer des vaccins a été exploitée dès le XIXème siècle, peu 

après les travaux de Louis Pasteur (Plotkin, 2005). Ces pathogènes inactivés ont 

permis de lutter contre plusieurs maladies mortelles comme la peste, le choléra et Je 

typhus, cela dès la fin du XIXème siècle. Dans la première moitié du XXème siècle, 

de tels vaccins ont aussi été développés contre la poliomyélite (vaccin de Jonas Salk 

en 1955) et la grippe (1938) . Plus récemment, en 1995, un vaccin inactivé contre 

l'hépatite A a été mis sur le marché (Plotkin, 2009; Plotkin et Plotkin, 20 11 ). 

Tableau 1.4 : Quelques exemples de virus et bactéries les plus utilisés comme 
vecteurs vaccinaux 

Virus Bactéries 

Poxvirus 

Adénovirus 

Virus de la stomatite vés iculaire 

(VSV) 

Virus associé à l'adénovirùs (AAV) 

Alpha virus 

Cytomégalovirus 

Lentivirus 

Tableau modifié de (Piotkin, 2009). 

Bactéries pathogènes appa1tenant aux genres : 

Salmonella 

Legionella 

Bactéries non-pathogènes appa1tenant aux genres : 

Streptococcus 

Lactococcus 

Lactobacillus 
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En 1923 , la découverte et 1 ' inactivation de toxines bactériennes (diphtérique et 

tétanique) a permis le développement de vaccins dits sous-unitaires par Gaston 

Ramon. Ainsi , des vaccins totalement nouveaux ont été mis au point à base de toxines 

inactivées. Ceci a permis un développement majeur de la recherche sur des vaccins 

constitués de seulement quelques parties des pathogènes (Plotkin, 2005). Dans ce 

sens des vaccins ont été mis au point avec des protéines recombinantes, un exemple 

étant le vaccin contre l'hépatite B utilisé en combinaison avec le virus inactivé de 

l'hépatite A dans le vaccin Twinrix® de GlaxoSmithKline (Plotkin, 2009; Plotkin et 

Plotkin, 2011 ). De plus des polysaccharides de capsule bactérienne ont aussi été 

utilisés en combinaison ou non avec des protéines bactériennes pour faire des vaccins 

anti-pneumocoques ou méningocoques (Plotkin, 2005). Finalement des particules 

pseudo-virales, VLP (pour «Virus-Like Particles») servent aussi de vaccins sous­

unitaires et sont des capsides virales ne contenant pas le matériel génétique du virion 

(Roldao et al. , 201 0) . 

1.2.1.2 Les vaccins : un risque contrôlé ou un risque acceptable ? 

Il est incontestable aujourd'hui que les vaccins avec les antibiotiques ont 

révolutionné la lutte contre les maladies infectieuses depuis le XIXème siècle. Le plus 

grand succès de la vaccination est l'éradication de la variole. La poliomyélite, une 

autre maladie très grave, est presque éradiquée aujourd 'hui. 

Concernant la poliomyélite, deux vaccins, toujoui"s employés à ce jour, ont 

permis d ' arriver à ce bilan. Il s'agit du vaccin à pathogène atténué d 'Albert Sabin et 

le vaccin inactivé de Jonas Salk (Minor, 201 2). Ce dernier a connu des débuts 

difficiles puisque des vaccinations avec une mauvaise inactivation du virus ont 

entraîné des centaines de cas de poliomyélites paralysantes ainsi qu ' une dizaine de 

morts en 1955 (Juskewitch et al., 201 0) . Le vaccin oral d 'Albert Sabin pose aussi des 

questions quant à son utilisation. Après passage dans 1 'intestin des personnes 



32 

vaccinées, le pathogène vivant atténué peut subir des modification et regagner de la 

virulence (Minor, 2012). Celui-ci peut alors se retrouver dans l' environnement via 

son excrétion dans les eaux usées. Dans les années 2000, des souches vaccinales ont 

causé des épidémies chez des enfants non vaccinés en Chine (Liang et al., 2006), ou 

en Afrique (Wassilak et al., 2011). Aujourd'hui, l ' usage du vaccin inactivé prend plus 

d'ampleur que le vaccin atténué vivant (Minor, 2012). Cependant ce dernier est 

toujours recommandé par l'OMS pour permettre l'éradication de la maladie . Notons 

tout de même que le risque associé à la prise du vaccin reste acceptable par rapport 

aux bénéfices apportés à la santé de la population humaine. 

1.2.2 Vaccins anti-rotavirus commerciaux 

Depuis les années 1980 et en raison de l' impact socio-économique du 

rotavirus, les biologistes et les sociétés pharmaceutiques se sont intéressés à la mise 

au point d ' un vaccin anti-rotavirus. Ils ont suivi l'exemple d'Albert Sabin, qui a 

conçu le vaccin oral contre la poliomyélite en 1962. Ce dernier s'est basé sur le 

postulat que les virus vivants atténués imitent mieux la protection acquise pendant 

une infection naturelle que les virus tués. Par conséquent, les biologistes se sont 

concentrés sur des souches de rotavirus vivantes atténuées et pouvant être 

administrées par voie orale (Shaw, 2006). Cette stratégie a connu des débuts difficiles 

car les essais avec des souches atténuées bovines, humaines et simiennes se sont 

avérés décevants et contradictoires en terme de protection dans différentes régions du 

monde. L'éloignement génotypique des souches animales, la trop forte atténuation 

empêchant la réplication chez l'homme, ainsi que la nature monovalente de ces 

vaccins ont été à l'origine de leur manque de polyvalence et d'efficacité (Shaw, 2006). 

Pendant ce temps la structure du rotavirus était mise à nu et l'exploitation de la 

capacité du rotavirus à réassortir ses gènes a permis la mise sur le marché américain 

du vaccin Rotashield® par Wyeth Laboratories en 1998. L'agence américaine du 

médicament (FDA pour «Food and Drug Administration») autorisa l'administration 
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aux enfants de deux à six mois de ce vaccin composé de quatre souches simiennes 

vivantes atténuées ayant des gènes réassortis pour exprimer différentes protéines VP7 

humaines . En 1999, ce vaccin a été volontairement retiré du marché suite à plusieurs 

cas d' invagination intestinale (qui ont causé la mort de certains nounissons) qui ont 

été reliés au programme de vaccination (Minodier et al., 2007; World-Health­

Organization, 2007). Plus précisément, le risque d ' invagination a été multiplié par 

presque trente après la prise du vaccin Rotashield® (World-Health-Organization, 

2012). Comme le risque réel associé aux souches vivantes atténuées reste aujourd ' hui 

mal précisé et les mécanismes causant l' invagination hypothétiques (Cunliffe et 

Nakagomi, 2005; Minodier et al. , 2007), deux nouveaux vaccins vivants-atténués, 

Rotateq® et Rotarix®, sont commercialisés depuis le printemps 2006 (Angel et al. , 

2007). 

Rotateq® (Merck Frosst) est un vaccin pentavalent constitué de cinq souches 

de rotavirus réassorties à partir de souches bovines et humaines. Rotarix® 

(GlaxoSmithKline; GSK) est une souche G 1 P[8) humaine vivante atténuée. Le risque 

d' invagination n'a pas été mis en évidence lors des études de tolérance pendant les 

essais cliniques de grande envergure (sur plus de 70 000 enfants). Il est à noter que 

contrairement au vaccin Rotashield® l'âge minimum des nourrissons pour recevoir la 

première dose a été réduit et se limite à 6 à 12 semaines. Ces précautions 

diminueraient le risque d' invagination (Ruiz, 2006; World-Health-Organization, 

2007). Une pharmacovigilance attentive a cependant été mise en place dès leur mise 

sur le marché (Arvin et Greenberg, 2006; Minodier et al., 2007). C'est pourquoi en 

2009, l'âge minimum des nourrissons a été étendu de 6 à 15 semaines. Toutefois 

depuis 2009, des analyses d'innocuité ont révélé un risque d'invagination accru lié à 

Rotateq® en Australie et à Rotarix® en Australie et au Mexique. Ce risque est 

multiplié par 4 ou 6 et reste bien inférieur à celui associé à Rotashield® (World­

Health-Organization, 2012). Dans d'autres populations, aucune augmentation du 
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n sque d ' invagination n'a été reportée (Soares-Weiser et al. , 201 2; World-Health­

Organization, 20 12; Zickafoose et al. , 201 2). En 201 2, l' OMS a estimé que les 

avantages que présente la vaccination anti-rotavirus pour les nourrissons de tous âges 

l'emportent largement sur les risques, en particulier dans les pays en développement 

qui ont une mortalité liée aux infections à rotavirus modérée à élevée (World-Health­

Organization, 201 2). 

1.2.3 Autres voies de recherche 

Dans 1 'optique de mettre au point des vaccins plus sécuritaires que les virus 

vivants atténués, les biologistes se sont tournés vers 1 ' inactivation du rota virus mais 

ces travaux sont restés en stade préclinique (Jiang et al. , 2008). Le rotavirus inactivé 

est utilisé en injection intramusculaire et peu d'études démontrent une protection 

tota le contre des infections expérimentales (Jiang et al. , 2008). Plusieurs études ont 

été réalisées chez la souris (Jiang et al. , 2008), notamment une où une protection 

complète a été observée contre le rotavirus simien (RRV). Dans cette étude, les 

animaux avaient reçu des injections intramusculaires de cette souche de rotavirus 

inactivée en mélange avec un adjuvant lipidique (Johansen et al. , 2003). Chez les 

porcelet une protection a été observée avec l' utilisation d 'une souche humaine G 1 P[8] 

inactivée en combinaison avec des sels d 'aluminium comme adjuvant (Wang et al. , 

20 10). 

Les bio logistes se sont aussi tournés vers l ' expression d 'éléments antigéniques 

purifiés et non répli catifs pour des vaccins sous-unitaires de nouvelle génération. 

Élaborer de tels vaccins représente un véritable défi car les antigènes recombinants 

sont habituellement moins imrnunogéniques que le pathogène entier et nécessitent 

une administration avec des imrnunomodulateurs puissants (Plotkin, 2009; Reed et al. , 

2009; Ryan et al., 2001) ou bien requièrent l'usage de vecteurs (Robert-Guroff, 2007) 

pour induire une immunité protectrice. 
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1.2.3.1 Les vaccins sous-unitaires contre le rotavirus : les antigènes utilisés 

Pour élaborer des vaccins sous-unitaires contre le rotavirus, les protéines VP7, 

VP8*, VP6, ~P4, VP2 et NSP4 ont été retenues comme protéines candidates 

(Bertolotti-Ciarlet et al. , 2003; Cha i et al. , 2005a; Chai et al. , 2005b; Cha i et al. , 

2006a; Kovacs-Nolan et Mine, 2006) . Les protéines VP7 et VP4 ont été choisies car 

ce sont les seules protéines situées à la surface du virion. Lors d ' une infection 

naturelle elles induisent la production d 'anticorps neutralisants. Le blocage de 

l'attachement du virus à la surface des cellules cibles et l ' inhibition ultérieure des 

interactions entre le virus et la surface de la cellule après que les virions se so ient 

attachés aux récepteurs de surface sont les deux mécanismes clé ciblés par la 

neutralisation du virus (Fleming et al. , 2007). Le changement de confo rmation de 

VP4 dû au pH élevé de la lumière du jéjunum et le clivage par la trypsine 

pancréatique de cette protéine en VP8 * et VP5 * représentent la première étape dans 

l'attachement du virus aux cellules (Pesavento et a l. , 2005). Pour la souche humaine 

Wa, il a été montré que VP8 * possède trois épi topes neutralisants (Kovacs-No lan et 

al. , 2003 ). Il est donc possible que ces anticorps neutralisants inhibent. les 

changements de conformation donnant l'accès aux motifs de liaison sur les domaines 

VP5 *. Les anticorps neutralisants contre VP5 * empêchent directement la liaison à la 

cellule (Dormitzer et al. , 2004 ; Graham et al. , 2006). Finalement, les anti corps 

neutralisants contre les épitopes de VP7 n'empêchent ni la liaison à la cellule ni 

l'entrée mais bloquent principalement le processus de décapsidation nécessaire à la 

réplication du virus (Ludet1 et al. , 2002). VP7 possède trois épitopes 

conformationnels contre lesquels les anticorps neutralisants sont dirigés (Huang et al. , 

2000). Même si la réponse à médiation cellulaire est moins étudiée dans les 

évaluations de vaccins (Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0), la protéine VP7 est 

connue pour induire une réponse cellulaire en activant les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+ (Buesa et al., 1999; Heath et al. , 1997; Jaimes et al. , 2005). De plus, il a été 
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montré que VP7 dans les particules virales matures pouvait activer de manière 

polyclonale les lymphocytes B in vitro (Blutt et al. , 2004). 

Le protéine VP6 est la protéine la plus abondante dans la patticule virale 

(Pesavento et al. , 2006) et aussi la plus immunogénique en terme de réponse en 

anticorps lors d ' infection naturelle (Chang et al. , 2001 ). Elle est aussi la cible d' une 

réponse cellulaire (Jaimes et al. , 2005). Cependant elle ne permet pas la synthèse 

d' anticorps neutralisants qui empêchent l' entrée du virus dans les cellules, car elle 

constitue la deuxième capside et n' est pas exposée à la surface du virion (Pesavento 

et al. , 2006). Toutefoi s, son utilisation a démontré une protection lors d ' infection de 

défi dans des modèles murins (Franco et al. , 2006) . Un mécanisme d'action possible 

mais seulement démontré chez la souris serait la neutralisation du virus à l' intérieur 

même des entérocytes par des slgA anti-VP6 qui sont transcytés pour être excrétés 

dans la lumière intestinale (Cm·thesy et al. , 2006; Franco et al. , 2006). La protéine 

VP2, constituant la première capside, est quant à elle, le plus souvent utili sée en 

combinaison avec VP6 dans des VLP. Elle ne génère pas de réponse en anticorps 

neutralisants (Franco et al. , 2006). La protéine NSP4 a aussi été utilisée. Sa liaison 

avec des anticorps spécifiques empêche son action d'entérotoxine et par là les 

diarrhées mais n' empêche pas l' infection des cellules et la sécrétion de nouveaux 

virus (Franco et al. , 2006). 

1.2.3 .1 .1 Les protéines recombinantes purifiées employées directement sans vecteur 

pour les administrer 

Certains des antigènes du rotavirus listés dans la section préc~dente ont été 

utilisés comme protéines recombinantes purifiées. Les systèmes d'expression 

employés sont des systèmes procaryote ou eucaryte avec les levures et le système 

«baculovirus/cellules d ' insecte» . VP4 a été produite avec ce dernier et a montré une 

immunogénicité chez le lapin (Khodabandehloo et al. , 2009). Les levures ont servi 
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pour obtenir VP8* (Andres et al., 2006). Escherichia coli a permis de produire les 

protéines recombinantes suivantes: VP7 (Choi et al. , 2005b; Yuan et al. , 2001 b), 

VP6 (Choi et al., 2004; Choi et al., 2002; McNeal et al. , 2007; McNea} et al. , 2006) et 

NSP4 (Choi et al. , 2005a; Choi et al. , 2006b). Une construction d 'un épitope 

neutralisant de VP8* mis en tandem trois fois a montré une meilleure 

immunogénicité que VP8 * en entier (Kovacs-Nolan et Mine, 2006) . Des peptides 

issus de VP4 ont aussi été utilisés comme immunogènes (Ijaz et al. , 1998). Les études 

d'immunogénicité de ces protéines recombinantes ont été réalisées chez la souris. Les 

études montrant une protection ont utilisé VP6, NSP4 ou un peptide de VP4 comme 

antigènes (Choi et al. , 2004; Choi et al. , 2002; Choi et al., 2005a; ljaz et al., 1998; 

McNeal et al. , 2007; McNeal et al. , 2006). Toutefois il faut souligner que, dans ces 

études, 1 ' emploi d ' adjuvant a été nécessaire pour obtenir une protection avec des 

modèles murins d'infection. 

1.2.3.1.2 Les pat1icules pseudo-virales dites VLP 

Les VP du rotavirus ont de remarquables capacités d ' auto-assemblage. La 

synthèse simultanée de VP2, VP6, VP7 par des cellules en culture aboutit à la 

formation de VLP qui ont la même architecture que le virus mais qui sont dépourvues 

de matériel génétique. Ces VLP sont obtenues avec des systèmes d 'expression de 

protéines «baculovirus/cellules d ' insecte» (Roldao et al. , 2012). Récemment une 

équipe a obtenu des VLP avec un système d 'expression chez la levure 

Saccharomyces cerevisiae (Rodriguez-Limas et al. , 2011 ). Une autre équipe a 

synthétisé des VLP grâce à une système d ' expression transitoire dans le tabac (Yang 

et al., 20 11 ). Ces techniques, moins coûteuses que le système «baculovirus/cellules 

d ' insecte», permettront peut-être un développement plus poussé des vaccins anti­

rotavirus à base de VLP. Celles-ci sont une alternative aux vaccins vivants atténués et 

plusieurs vaccins à base de VLP sont actuellement sur le marché comme par exemple 
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Engerix® (contre le virus de l' hépatite B) et Cervarix® (contre le papillomavirus) de 

GlaxoSmithKline (Roldao et al. , 201 0) . 

Cette approche a été largement exploitée contre le rotavirus mais reste encore 

aujourd 'hui au stade préclinique (Coste et al. , 2000; Josef et al. , 2002; Nguyen et al. , 

2003 ; Parez et al. , 2006 ; Yuan et al. , 2001 a). Plusieurs sortes de VLP constituées de 

différentes VP ont été développées. Des équipes ont construit des VLP constituées de 

VP2/4/6/7 et de VP2/6/7 (Conner et al. , 1996; Coste et al. , 2000). Des VLP 

constituées seulement de VP2/6 ont aussi été constmites et testées chez les animaux 

(Bertolotti-Ciarlet et al. , 2003; Coste et al. , 2000; Yuan et al. , 2000; Zhou et al. , 

2011). Une construction où VP2 et VP8 * ont été fusionnées a aussi permis de 

construire des VLP (VP8-2/6/7) (!strate et al. , 2008 ; Parez et al. , 2006). Cependant, 

inoculées seules par voie orale, ces VLP induisent seulement des IgG et non des slgA 

et échouent pour protéger contre 1' infection (Franco et al. , 2006) . Co-administrées 

avec le virus atténué vivant, elles permettent de protéger les porcelets de 1' infection 

par la souche humaine Wa (Nguyen et al. , 2003 ; Yuan et al. , 2001a). Finalement, une 

protection a été obtenue chez la souris par des VLP administrées par voie rectale 

(Agnello et al. , 2006; Parez et al. , 2006) ou intranasale (Coste et al. , 2000) mais en 

co-inoculation avec des adjuvants tels que la toxine du choléra (CT), la toxine 

thermolabile d' Escherichia coli modifiée ou bien des CpG. 

1.2.3.2 Les vaccins sous-unitaires contre le rotavirus : les vecteurs étudiés 

1.2.3.2.1 Les vecteurs plasmidiques 

L'utilisation d'ADN nu plasmidique pour des vaccinations est grandissante et 

a permis de générer une immunité protectrice dans différentes études depuis ces dix 

dernières années (Gurunathan et al. , 2000; HetTmann, 2006; Sasaki et al. , 2003). 

Pourtant dans le cas du rotavirus, de tels vaccins ADN délivrés par voie systémique 
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(par «gene gun») n ' ont pas induit d' immunité protectrice chez' la souris (Choi et al. , 

1998; Choi et al. , 1997). Administrés par voie intranasale, des plasmides exprimant 

VP6 ont généré des slgA au niveau de la muqueuse intestinale sans toutefois être 

protecteurs (Garcia-Diaz et al. , 2004 ). 

1.2.3.2.2 Les vecteurs viraux 

Par le désamorçage de leur pouvoir pathogène grâce au génie génétique, 

certains virus sont convetiis en vecteurs ADN. Ils représentent une très grande 

amélioration des vecteurs plasmidiques pour délivrer le gène d ' intérêt et pour 

augmenter son expression et par là fac iliter sa présentation au système immunitaire 

(Souza et al. , 2005). Pour des vaccins anti-rotavirus, ces vecteurs ont été peu utilisés. 

Les poxvirus ont d 'abord été étudiés pour délivrer des gènes rotaviraux et générer des 

anticorps dans les années 1990, mais aucune étude n'a été répetioriée depuis (Poncet 

et al. , 1990). Les vecteurs adénovirus (Ad) non réplicati fs et non disséminatifs ont 

aussi été utilisés pour produire les protéines VP4, VP6 et VP7 (Li et al. , 2004; Liu et 

al. , 2005 ; Wang et al. , 2008 ; Wei et al. , 2004; Zhou et al. , 2011 ). L 'optimisation de 

l' usage des codons a été employée comme stratégie pour augmenter l'expression des 

gènes rotaviraux dans les cellules de mammifères (Wang et al. , 2008). 

Des études d 'immunogénicité ont été réalisées chez des souri s avec des Ad 

exprimant les protéines VP4 (Liu et al. , 2005), VP7 et VP6 (He et al., 2002; Li et al. , 

2004). La protection contre une infection dans un modèle murin d 'immunité passive a 

été seulement étudiée avec VP4 et les meilleurs résul tats ont été observés avec 

1 'utilisation de la voie intra-nasale comparativement à la voie orale et la voie 

intramusculaire utilisée pour vacciner des souris gestantes (Liu et al. , 2005). Des Ad 

recombinants pour immuniser contre VP7 et VP6 ont été évalués pour leur sécurité 

chez les jeunes singes (Li et al. , 2004). Récemment, des Ad codant la protéine VP6 
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ont été utilisés en combinaison avec des VLP (constituées des VP2 et VP6) chez la 

souris (Zhou et al., 2011). 

1.2.3.2.3 Les vecteurs bactériens 

Les vecteurs bactériens vivants présentent l' intérêt de pouvoir être administrés 

par voie orale. Ils ont à leur surface ou dans leur cytoplasme les antigènes du 

rotavirus servant à vacciner. Des bactéries non pathogènes ou des pathogènes 

modifiés ont été utilisés comme vecteur dans des vaccins contre le rotavirus. Toutes 

les études ont été réalisées chez la souris et sont répertoriées dans le tableau 1.5 . Ces 

études ont principalement montré l' immunogénicité des antigènes du rotavirus 

administrés grâce aux vecteurs bactériens et peu d'entre elles montrent des modèles 

d'expérience de défi avec une protection partielle (Lee et al. , 2010; Marelli et al. , 

2011) ou nulle (Coste et al. , 2001). 
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Tableau 1.5 : Études chez la souris de vecteurs bactériens pour des vaccins anti-
rota virus 

Vecteurs bactériens Protéines Résultats Références 
du rotavirus 

de souche 
humaines 

ou animales 
Bactéries non 
pathogènes 
Lactococcus lactis VP8 * lmmunogénicité (Mare lli et al. , 20 11 ) 

lmmunogénicité et (Rodriguez-Diaz et 

protection part ie lle al. , 2011 ) 

VP4 lmmunogénicité (Li et al. ,20 10) 

Lactococcus casei VP4 lmmunogénicité (Q iao et al. , 2009) 

Lactobaccillus lactis VP7 lmmunogénic ité (Perez et al. , 2005) 

Bacillus subtilis VP6 lmmunogénicité et (Lee et al. , 20 1 0) 
protection partielle 

Escherichia coli VP7 lmmunogénicité (Wang et al. , 1999) 

Bactéries pathogènes 
modifiées 

Salmonella VP7 lmmunogénicité (Wang et al. , 1999) 
typhimurium 

VP6 et VP2 lmmunogénicité et pas de (Coste et al. , 200 1) 
protection 

Shi ge/la jlexneri VP4 lmmunogénicité (Loy et al. , 1999) 

1.2.3.2.4 Les plantes transgéniques 

Depuis plusieurs décennies, la production de protéines recombinantes par des 

plantes transgéniques est une stratégie qui suscite beaucoup d'espoir dans la 

recherche sur les vaccins. Une absence de contamination possible par des pathogènes 

humains et de faibles coûts de production à grande échelle en sont les principaux 

avantages (Daniell et al. , 2009; Dus Santos et Wigdorovitz, 2005; Grane li et al., 201 0; 
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Streatfield et Howard, 2003; Vezina et al. , 2009) . De plus, les vaccins à base de 

plantes comestibles ne requièrent pas d 'étapes de purification, sont plus faciles à 

stocker en évitant la chaîne du froid et très facile à administrer par la voie orale 

(Daniell et al., 2009; Sala et al. , 2003). Les vaccins à base de plantes transgéniques 

sont obtenus par deux systèmes d 'expression de protéines recombinantes, soit un 

système d 'expression transitoire, ou soit un système d'expression stable (Daniell et 

al., 2009; Vezina et al. , 2009). Les avantages du transitoire par rapport au stable sont 

la rapidité et les faibles coûts de production. Cette première approche est appropriée 

pour faire des preuves de concept avant de générer des lignées de plantes 

transgéniques qui expriment les protéines recombinantes de manière stable et qui 

nécessitent ·de longs mois de mise au point (Daniell et al. , 2009). 

Malgré ces avantages aucun vaccm à base de plantes n'est aujourd'hui 

commercialisé (Daniell et al., 2009). Les principales diffic ultés auxquell es se sont 

heurtées les chercheurs sont d' une part une faible immunogénicité des protéines 

recombinantes produites chez la plante comparativement à un vaccin à base de 

pathogènes vivants-atténués et d ' autre part l' utilisation de la voie orale pour les 

administrer (Mishra et al., 201 0; Silin et al. , 2007). En effet cette voie est certes 

pratique mais présente deux obstacles à 1' efficacité des vaccins qui sont la 

dégradation des antigènes par les enzymes digestives (Lugade et al. , 20 1 0; Plotkin, 

2009; Silin et al. , 2007) et la tolérance immunitaire induite contre les antigènes dans 

l'int stin (Mason et al. , 2008; Simon et Kotloff, 2010). Cependant, il faut souligner 

que la recherche dans ce domaine reste très active et les plantes sont aussi étudiées 

pour être des systèmes d 'expression de protéines recombinantes à grande échelle pour 

faire des vaccins (Daniell et al. , 2009). Dans cette optique, un vaccin contre la grippe 

H5Nl produit dans des plantes est actuellement en phase III d ' étude clinique (Landry 

et al. , 20 1 0) . 
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Dans le cas du rotavirus, plusieurs systèmes de plantes transgéniques ont été 

produits et testés chez les animaux. Le succès des systèmes d' expression à base de 

plantes a permis de stimuler une réponse immunitaire spécifique au rotavirus (Li et al. , 

2006; Saldana et al. , 2006; Yang et al. , 2011 ; Yu et Langridge, 2003) et une 

protection dans des modèles murins d' infection (Dong et aL 2005; Perez Filgueira et 

al. , 2004; Wigdorovitz et al. , 2004; Zhou et al. , 201 Ob). Le tableau 1.6 répertorie 

plusieurs exemples de vaccins à base de plantes en fonction des protéines du rotavirus 

choisies, du système d' expression transitoire ou stable. À titre d 'exemple, Saldana et 

ses collaborateurs ont exprimé des VLP constituées de VP2 et VP6 dans des tomates 

transgéniques (Saldana et al. , 2006) et Li et collaborateurs ont exprimé de manière 

stable la protéine VP7 de la souche Wa dans la pomme de terre (Li et al. , 2006). 
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Tableau 1.6 : Vaccins contre le rotavirus à base de plantes transgéniques 
Protéines du Modèle animal 

rotavirus Plante 1 Système testé 1 Références 

choisies pour le d'expression Immunogénicité 
vaccin (1) ou 

Protection (P) 
VP6 Tabac 1 transitoire Non app licable (lnka Borchers et al. , 

20 12) 

Chenopodium Souris 1 P partielle (Zhou et al. , 201 Oa) 
amaranticolor 1 stable 
Alfalfa 1 stable Souris 1 P pmtielle (Dong et al. , 2005) 

Pomme de terre 1 stable Souris 11 (Yu et Langridge, 2003) 

VP8 * Tabac 1 transitoire Souris 1 P (Lentz et al. , 20 Il ) 

Tabac 1 transitoire Souris 1 P pattie lle (Perez Fi lgueira et al. , 
2004) 

VLP Tabac 1 transitoire Souris 11 (Yang et al. , 20 Il ) 
(VP2/VP6/VP7) 

VLP (VP2/VP6) Tomate 1 stable Souris 1 1 (Saldana et al. , 2006) 

VP7, VP4~(1 -3 36l Tabac 1 transitoire Souris 1 1 (Bergeron-Sandoval et 
al., 20 11 ) 

VP7 Pomme de terre 1 stable Souris 11 (Lietal.,2006) 

Pomme de terre 1 stable Non app licable (Choi et al. , 2006c) 
Pomme de terre 1 stable Non app licable (Choi et al. , 2005b) 

Peptide de VP4 A lfa lfa 1 stab le Souris 1 P partielle (Wigdorovitz et al., 
2004) 

1.2.3.3 Les vaccins sous-unitaires contre le rotavirus : les adjuvants étudiés 

Même 'ils ont i unogènes in trins' qu rn nt, l s pathog' n s inactiv 's t 

les protéines recombinantes administrées dans les vaccins sous-unitaires sont souvent 

co-administrés avec des adjuvants. En effet, ils induisent une réponse immunitaire 

moins efficace que les pathogènes atténués vivants (Mishra et al., 2010; Silin et al., 

2007). Les adjuvants sont définis comme des composés qui peuvent soit augmenter, 

soit moduler ou soit accélérer la réponse immunitaire induite par un immunogène 

(Reed et al. , 2009). Ils permettent de mieux administrer les antigènes en améliorant 
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leur présentation au système immunitaire. Des sels minéraux, émulsions, liposomes et 

virosomes en sont quelques exemples (Reed et al. , 2009; Sun et al., 2009). Parmi 

cette catégorie, quelques-uns, comme l' Alum (gel d'hydroxide d ' aluminium) et le 

Squalène MF-59TM (émulsions huile dans l'eau) sont très utilisés dans des vaccins 

administrés par injections systémiques chez l' homme (Gasselin et al., 2009; Plotkin, 

2009; Reed et al. , 2009 ; Silin et al. , 2007). Les adjuvants peuvent aussi être des 

immunomodulateurs tels que des agonistes des TLR, des cytokines et des toxines 

bactériennes (Ahmed et al. , 2011 ; Reed et al. , 2009; Silin et al. , 2007). À titre 

d' exemple, l' Alum s' avère être un activateur de l'inflammasome dans les cellules 

dendritiques (Kool et al. , 2008). Il est à noter que certains adjuvants comme 

l'adjuvant complet de Freund ou la toxine du choléra (CT) ne peuvent être employés 

chez 1 ' homme car trop toxiques (Reed et al. , 2009). 

Comme mentionné dans les sections concernant les vaccms sous-unitaires 

anti-rotavirus, plusieurs adjuvants ont été employés dans de nombreuses études. Le 

tableau 1. 7 est une liste exhaustive des adjuvants utilisés avec des antigènes du 

rotavirus par différentes voies d ' administration. Le terme immunogénicité (I) est 

employé dans ce tableau lorsque l' immunogénicité des protéines du rotavirus a été 

étudiée dans un modèle animal sans faire une étude de protection contre une infection. 

Il est aussi mentionné si une protection (P) contre une infection a été étudiée dans un 

modèle animal. Pour résumer, les adjuvants ont sutiout été employés en mélange avec 

des VLP ou les protéines recombinantes VP6. Très peu d 'études montrent l' emploi 

d'adjuvants protéiques en fusion avec des protéines du rotavirus (Choi et al. , 2005b; 

Choi et al. , 2006a; Choi et al. , 2006b). 
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Tableau 1.7: Adjuvants employés dans des vaccins sous-u nitaires anti-rotavirus 

Mélange 
(M) ou Protéines Voie Modèle animal 1 Références 

Adjuvants protéine du d'administration lm munogénicité 
de fusion rota virus (1) ou protection 

(F) (P) 

Hydroxide M VLP Systémique Souris 1 P (Jiang et al.. 1999) 

d'aluminium 
(Aium) 

ISCOM M VLP Orale Porcs (Nguyen et al.. 
gnotobiotiques 1 2003) 

pas de P 

Saponine M VLP Systémique Lapins 1 P (Ciarlet et al. , 1998) 

M VLP Systémique Souris 1 P (Jiang et al.. 1999) 

partiell e 
M VLP Systémique Souris 1 1 (Madore et al.. 

1999) 

Toxine M VLP lntr·a-nasale Porcs (Yuan et al.. 2000) 
thermolabile gnotobiotiques 1 
d' E. coli pas de P 
modifiée 

M VLP lntra-nasale Souris 1 P (Berto lotti-Ciarlct et 
al.. 2003 ) 

M VLP Rectale Souris 1 P (Parez et al. . 2006) 
pat1ielle 

M VP6 Rectale Souris 1 P (McNcal et al. . 
partielle 2007) 

M VP6 lntra-nasale Souris 1 P (McNeal et al. . 
partielle 2006) 

M VP6 Orale 1 intra- Souris 1 P (Choi et al. , 2002) 
nasale partielle 

Toxine du M VLP orale Souris /P (Bertolotti-Ciarlct et 
choléra (CT) al. , 2003) 

M VLP lntra-nasale Souris /P (Coste et al.. 2000) 
M VLP Rectale Souris 1 P (Parez et al. . 2006) 
M VLP Orale Souris 1 1 (Yang et al. . 20 Il ) 
M VP6 Rectale Souris 1 P (McNeal et al.. 

pat1ielle 2007) 

CTB F VP7 Non applicable Non déterminé (Choi et al. , 2005b) 

RTB F NSP4 Systémique Souris 1 1 (Choi et al. . 2006b) 
(Toxine B 
de la ricine) 

F NSP4 Orale Souris 1 1 (Choi et al. , 2006a) 
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CpG M VLP Rectale Souris 1 pas de P (Parez et al. . 2006) 

M VP6 1 ntra-nasa le et Souris 1 P (Choi et al.. 2002) 

orale partiell e 
M VP6 Ora le Souris 1 P (Dong et al.. 2005) 

partie lle 
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1.3 Les adénovirus recombinants comme vecteurs vaccinaux 

1.3.1 Classification des adénovirus 

Les Ad appat1iennent à la famille des Adenoviridae qut se divisent en 

plusieurs genres incluant celui des Mas/adenovirus qui regroupe les adénovirus 

infectant les mammifères incluant les humains, simiens, bovins, canins et porcins. 

Depuis leur découverte en 1953, plus de 50 sérotypes infectant l' humain ont été 

répertori és (Lasaro et Ertl, 2009; Tatsis et Et1l , 2004). Ces sérotypes sont classés en 7 

sous-groupes (A à G) en fonction des homologies de séquences de leurs génomes 

(Robinson et al. , 2011 ; Walsh et al. , 2011 ). Les Ad de sérotypes 2 et 5 appat1enant au 

sous-groupe C sont les plus étudiés (Lasaro et Et11 , 2009; Souza et al. , 2005 ; Tatsis et 

Ertl, 2004). Les Ad causent le plus souvent des maladies respiratoires comme le 

rhume ou des conjonctivites et parfois des gastro-entérites en infectant généralement 

les épithéliums oculaires, respiratoire ou gastro-intestinal. Cependant certains 

sérotypes ( 12, 18 ou 31) peuvent aussi induire des tumeurs chez les rongeurs (Souza 

et al. , 2005 ; Tatsis et Ertl , 2004). 

1.3.2 Morphologie des adénovirus 

Les virions, d ' un diamètre de 60 à 90 nm, sont non enveloppés et leur capside 

est de symétrie icosaédrique. Trois protéines structurales, 1' hexon, le pen ton et la 

fibre, composent la caspside. Les hexons et les pentons forment des capsomères. Les 

capsomères situés aux douze sommets de l ' icosaèdre se prolongent avec la fibre 

(Russell, 2009 ; Stewar~ et al. , 1993). Une photographie en microscopie électronique 

et un schéma des virions est présentée dans la figure 1.5. Des protéines dites mineures, 

les polypeptides Ilia, VI, VIII et IX sont aussi associées à la capside et sont 

représentées dans la fi gure 1.6 ci-après. 
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Figure 1.5 : Structure des adénovirus. 
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Génome (ADNdb) 

A : Observation de la structure des Ad en microscopie électronique à transmission. B: 
Schéma de la structure du virion avec son génome et les différentes protéines 
structurales. Figure modifiée à partir de: 
http:/ /www.daviddarling.info/encyclopedia/ A/adenovirus infection.html, (consultée 
le 24 avril 20 12). 

Le génome des Ad est composé par un seul segment linéaire d'ADN double 

brin d'une taille variant de 30 à 40 kb. Chaque extrémité du génome est terminée par 

des séquences répétées inversées appelées ITR (pour «lnverted Terminal Repeats»), 

qui servent d'origine de réplication et qui sont chacune liées à une protéine terminale 

(Russell, 2009). Des protéines dites nucléocapsidiques sont associées à 1 'ADN viral 

et sont représentées dans la figure 1.6 comme les «core proteins». 
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Figure 1.6 : Structure des adénovirus avec les protéines mineures et 
nucléocapsidiques. 
Schéma de la structure du virion avec son génome et les différentes protéines 
structurales. Figure modifiée de (Russell , 2009) . 

1.3.3 Cyclé de réplication 

La transmission des Ad se fait principalement par aérosols. Le virus entre 

alors en contact avec un épithélium au niveau des muqueuses de l ' hôte où il peut se 

lier à plusieurs protéines cellulaires. Mis à part ceux du sous-groupe B, les Ad se lient 

par leur domaine Knob de la fibre (représenté dans la figure 1.5) au récepteur 

CAR (pour «Coxsakie and Adenovirus Receptor») appartenant à la superfamille des 

immunoglobulines et impliqué dans la formation des jonctions serrées (Amberg, 

2009) . La fibre des Ad du sous-groupe C peut aussi se lier au CMH 1 et à VCAM-1 

(pour «Vascular Adhesion Molecule 1») . Le penton de la majorité des Ad humains 

possède un motif RGD reconnu par des intégrines. Cette liaison n'est pas nécessaire 

pour initier l' attachement du virion à la cellule mais contribue à l' entrée par 

endocytose des virions (Amberg, 2009). Dans les endosomes, la capside des Ad se 
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désassemble et perd les pentons et fibres , permettant la rupture de la membrane 

endosomale. Le désassemblage se poursuit dans le cytoplasme, ne laissant que les 

hexons pour envelopper le génome et les protéines nuléocapsidiques. Le virion migre 

alors vers le noyau via les microtubules. Seul le génome et les protéines 

nucléocapsidiques entrent dans le noyau via les pores nucléaires . La transcription du 

génome commence dans le noyau sans insertion dans le génome de la cellule hôte. La 

réplication du génome et 1' assemblage des virions a lieu dans le noyau des cellules 

infectées (Russell, 2009). 

Les deux brins d 'ADN servent de matrice pour la synthèse des protéines 

virales. Deux types de domaines sont distingués en fonction de la phase du cycle de 

réplication dans laquelle ils sont transcrits. Ces phases sont qualifiées de précoce ou 

tardive. Les protéines traduites pendant la phase précoce sont issues des domaines E 1 

à E4, tandis que les domaines L1 à L5 sont transcrits et traduits pendant la phase 

tardive. Les chiffres indiquent l ' ordre chronologique dans lequel sont transcrits les 

domaines (Alba et al. , 2005; Russell , 2009). Ces domaines sont schématisés dans la 

figure 1.7. 

0 10000 20000 30000 

ITR 

MLP • L1 .. L2 .. L3 .. 

E2B 

Figure 1.7: Organisation du génome des AdS. 
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La transcription du génome des adénovirus se fait à partir des deux brins d 'ADN et a 
lieu en deux phases, dites précoce (E pour «earl y») ou tardive (L pour <date») . Les 
régions transcrites pendant la phase précoce ou tardive sont indiquées par des flèches. 
Le signal d'encapsidation CP) est situé après l'ITR de gauche, ainsi que le promoteur 
majeur de la phase tardive (MLP pour «major late promoter») . Figure tirée de (Alba 
et al. , 2005). 
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Les protéines produites à partir de la région ElA permettent la réplication du 

génome viral et sont nécessaires à la régulation de la transcription du génome viral. 

Les protéines issues de la région E1B bloquent le transport des ARNm de la cellule 

hôte (Tatsis et Ertl , 2004). La région E2 code notamment pour 1 'ADN polymérase et 

la protéine terminale. La région E4 est aussi impliquée dans la multiplication des 

virus. Par contre, la région E3 n ' est pas nécessaire à la réplication virale mais elle 

code des protéines qui permettent aux cellules infectées d' échapper au système 

immunitaire (Krajcsi et al. , 1996; Sparer et al. , 1996). Elle agit soit en retenant le 

CMH 1 au réticulum endoplasmique (Fu et al. , 201.1) soit en inhibant la production de 

cytokines inflammatoires (Lesokhin et al. , 2002). Les domaines transcrits et traduits 

pendant la phase tardive serviront à produire les protéines structurales. L' assemblage 

des nouveaux virions se fait grâce à la protéase (Russell , 2009; Tatsis et Ertl , 2004). 

Le cycle lytique des Ad humains de sérotype 5 (Ad5) est d' environ 32 à 36 hemes et 

· résultent en la production d' environ 10 000 virions par cellule infectée (Tatsis et Ertl , 

2004). 

1.3.4 Utilisation des adénovirus dans des applications biomédicales 

Les Ad ont tout d' abord été utilisés en vaccination pendant plusieurs 

décénnies par l'armée des États-Unis pour limiter l'impact des maladies respiratoires 

dans ses rangs . Des Ad atténués vivants de sérotypes 4 et 7 ont été employés pour 

vacciner des millions de soldats américains (Souza et al., 2005). Ainsi, la sécurité 

quant aux effets secondaires dus aux Ad est bien documentée (Tatsis et Ertl , 2004). 

Les faits que l'ADN des Ad ne s 'intègre pas au génome de la cellule hôte et que les 

virions peuvent être produits à de hauts titres en ont fait des virus attrayants pour 

produire des vecteurs viraux ayant des applications aussi bien en thérapie génique 

qu 'en vaccinologie (Rollier et al. , 20 11 ; Souza et al. , 2005 ; Tatsis et Ertl, 2004) . Les 

plus employés sont les Ad5 (Souza et al. , 2005; Tatsis et Ettl , 2004). 



Tableau 1.8 : Usage des vecteurs viraux dans des vaccins testés en études 
cliniques enregistrées au http://clinicaltrials.gov (consulté le 24 avril2012). 

Nombre 
de Vaccins à base de vecteurs viraux 

Maladie vaccins 
testés en 
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études Nombre Adénovirus Poxvirus vs v AAV Alphavirus 
cliniques total 

Rota virose 116 0 0 0 0 0 0 

Malaria 140 15 11 4 0 0 0 

Tubercu lose 86 5 4 1 0 0 0 

Syndrome 
d' immunodéficience 586 82 47 29 2 2 2 

humaine (SIDA) 

Cancer 1210 144 116 26 0 0 2 

Avec les po x virus, les Ad sont les vecteurs vaccmaux les plus utilisés en 

vaccinologie comme le démontre le nombre d 'études cliniques sur des vaccins en 

cours répertoriées dans le tableau 1.8. Ces vecteurs viraux sont employés dans des 

vaccins notamment pour lutter contre des pathogènes majeurs comme le VIH, 

Plasmodium et Mycobacterium . Aucune étude clinique pour des vaccins anti­

rotavirus à base de vecteurs viraux n 'est en cours. 

Pour les vaccinologistes, les Ad comme les autres vecteurs viraux présentent 

1' avantage de reproduire une infection virale et de produire aussi bien une réponse 

immunitaire en anticorps qu'une réponse à médiation cellulaire (Nakagawa et al. , 

2001; Souza et al., 2005). Pour sécuriser l'emploi des Ad, une délétion de la région 

El du génome a permis de générer les vecteurs Ad recombinants (AdV) de première 

génération. Cette délétion permet d 'éviter la dissémination des virus dans l'organisme 

et dans l'environnement en empêchant la réplication virale (Tatsis et Ertl, 2004). 

C'est aussi dans la région El qu'ont été insérés les gènes d ' intérêt (transgène) et leur 

cassette d'expression. La région E3 , non nécessaire à la réplication, a aussi été délétée 
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dans les AdV de première génération. Plusieurs autres exemples de délétions pour 

améliorer 1 'usage de ces vecteurs sont répertoriées dans la figure 1.8 (Souza et al. , 

2005 ; Tatsis et Ertl, 2004). 

Les dernières améliorations des AdV ont conduit aux AdV dits «gutless» où 

seul le transgène est encapsidé dans les virions. Pour compenser les délétions et 

produire des virions recombinants, des lignées cellulaires complémentaires 

pat1iculières ont été produites. Pour les AdV «gutless», des AdV dit «helper» doivent 

aussi être utilisés (Alba et al. , 2005). Les AdV «gutless» ont été développés pour des 

applications en thérapie génique où la stimulation du système immunitaire par les 

protéines du vecteur n'est pas souhaitée. 
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Figure 1.8 : Modification du génome des AdS dans le but de faire des vecteurs 
viraux. 
Les différents domaines du génome des Ad5 sont d' abord représentés. Les délétions 
présentent dans les AdV de différentes génération apparaissent en blanc. Les 
séquences insérées (transgène) apparaissent en gris. Figure tirée de (Alba et al. , 2005). 
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Les AdV présentent d ' autres avantages car ils sont relativement stables et 

fac iles à amplifier et à purifier en haut titre viral après avoir été construits (Souza et 

al. , 2005). Ils peuvent aussi être lyophilisés (Chen et al. , 20 12a), ce qui est un 

avantage pour leur utilisation dans des zones géographiques où le maintien de la 

chaîne du froid est difficile, notamment dans les pays en voie de développement. 

Comparativement aux poxvirus et aux autres virus recombinants, les AdV sont les 

vecteurs permettant d ' insérer les plus longs transgènes (Alba et al. , 2005 ; Tatsis et 

Ertl, 2004) . Les AdV peuvent aussi être administrés par différentes voies soit 

systémique ou mucosales (intranasale, orale, vaginale ou rectale) (Lanza et al. , 201 0; 

Souza et al. , 2005). En général, la co-admini stration des AdV avec un adjuvant n'est 

pas nécessaire (Souza et al. , 2005 ; Tatsis et Ettl , 2004). 

1.3.5 Utilisation des AdV et réponses immunitaires induites 

1.3.5.1 Immunité générée contre le vecteur 

Bien que très intéressant comme vecteur vaccinal, les AdV engendrent aussi 

une réponse immunitaire contre les protéines de 1 'Ad. Ces dernières sont d ' une part 

exposées à la surface du virion servant de vecteur et d ' autre part, exprimées en plus 

du transgène à partir du génome de l' AdV dans les cellules infectées (Russell , 2009) . 

1.3.5 .1. 1 Immunité innée 

La capside en elle-même a la capacité d' indui re et de moduler l ' expression de 

certains gènes impliqués dans la réponse inflammatoire notamment avec 1' induction 

des MAP kinases (pour «Mitogen-Activated Protein») et la voie Jak/Stat (Russell, 

2009; Stilwell et Samulski, 2004). Certains ont montré que la fibre de l'Ad pouvait 

être une des composantes de la capside à l ' origine de ce mécanisme (Tamanini et al., 

2006). Pendant l'infection, l'ADN db viral est un PAMP reconnu par deux récepteurs 

de l ' immunité innée : le TLR9 situé dans les endosomes et un récepteur à ADN dans 
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le cytosol. Ces deux PRRs différents conduisent à la production des interférons de 

type I (Nociari et al. , 2007; Randall et Goodbourn, 2008 ; Russell, 2009) . 

1.3 .5 .1.2 Immunité adaptative 

L'hexon, le composant maJeur de la capside, est une cible maJeure de 

l' immunité adaptative mise en place pendant une infection par des Ad, ceci aussi bien 

pour induire une réponse en anticorps neutralisants qu ' une réponse à médiation 

cellulaire (Russell , 2009). L'hexon possède des régions hypervariables ciblées par les 

anticorps neutralisants (Russell , 2009). La fibre et le penton portent eux aussi des 

épitopes reconnus par des anticorps neutralisants (Hong et al. , 2003; Stallwood et al. , 

2000). Cette réponse en anticorps est un obstacle pour utiliser les AdV dans des 

immunisations répétées et sont générés après une seule immunisation (Bradley et al. , 

20 12). En effet la neutralisation des vecteurs avant une entrée dans la cellule 

diminuera l'expression du transgène (Russell,.2009; Tatsis et Ertl , 2004). 

L'hexon porte aussi de nombreux épitopes pouvant induire une réponse 

cellulaire en étant reconnus par des lymphocytes T CD4+ et CD8+ (Leen et al. , 2008). 

Une réponse minime a été mesurée contre les autres protéines de la capside (Russell , 

2009). 

1.3.5.2 Immunité pré-existante contre le vecteur 

La proportion de la population mondiale ayant été exposée à des Ad du 

groupe C et ayant développé une immunité aux Ad varient de 40 à 95 % selon les 

zones géographiques (Amberg, 2009). Des études épidémiologigues récentes au 

niveau mondial démontrent gue 1 'Ad5 est 1 ' un des sérotypes présentant la plus grande 

fréquence en anticorps sériques neutralisants chez les personnes testées (Barouch et 

al. , 2011; Mast et al. , 2010). L'impact de cette immunité pré-existante sur la réponse 

cell ulaire générée contre un antigène exprimé par un AdV a été mis en évidence dans 
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une étude clinique de phase II conduite pour tester un vaccin anti-VIH à base d ' Ad5 

par la compagnie Merck Frosst et appelée «STEP» dans la littérature. Dans cette 

étude, des sujets vaccinés sont devenus séropositifs avec une plus grande incidence 

que des sujets ayant reçus un placebo. Ces deux populations possédaient une 

immunité pré-existante contre les Ad5 (Buchbinder et al. , 2008; McElrath et al., 

2008). Suite à ces observations des études plus approfondies sur ce vaccin ont montré 

que l' immunité pré-existante n'empêche pas d ' établir une réponse des lymphocytes T 

CD8+ contre le VIH (Steffensen et al. , 2012), mais elle influence la réponse Thl et 

Th2 en réduisant globalement la réponse cellulaire contre le VIH (Pi ne et al. , 2011 ). 

1.3.6 Stratégies pour améliorer l'utilisation de ces vecteurs 

1.3.6.1 Les adénovirus réplicatifs non disséminatifs 

C'est une délétion de la région précoce E 1 (E pour earl y) du génome qui 

empêche la réplication virale et qui a permis de générer les vecteurs AdV de première 

génération évitant ainsi la dissémination des virus réplicatif dans 1 'organisme et dans 

l'environnement (Tatsis et Ertl , 2004). Pour augmenter l ' expression de ces vecteurs, 

l'équipe du Dr. B. Massie a développé des AdV de type 5 de seconde génération, 

réplicatif mais non disséminatif (Bourbeau et al. , 2007). Pour. conserver la capacité 

réplicative du génome de 1 'Ad V, la région E 1 a a été conservée. Par conséquent, le 

nombre de copies du gène d ' intérêt (transgène) est multiplié et l' expression du 

transgène est augmentée (Bom·beau et al. , 2007). La réplication de ces vecteurs a 

permis d ' augmenter l' efficacité de thérapie anti-cancer (Bourbeau et al. , 2007). II est 

aussi possible que la réplication de ces veceurs augmenterait la présentation 

antigénique d'un transgène dans le cadre d ' une utilisation en vaccination. Un autre 

avantage de ce système vectoriel est que la production de nouvelles particules virales 

infectieuses est impossible parce que le gène de la protéase (PS) est délété. La 

protéase est nécessaire à l'assemblage des particules virales pendant la phase tardive 
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de réplication du virus (Bourbeau et al. , 2007). La région E3 a aussi été supprimée car 

des études ont démontré que les protéines exprimées avaient un effet 

immunosuppresseur non désiré (Krajcsi et al., 1996; Sparer et al. , 1996). 

1.3.6.2 Utilisation de sérotypes rares et AdV chimériques 

Pour éviter les effets de 1' immunité pré-existante, des Ad V ont été produits à 

partir de sérotypes ayant une faible prévalence comme les Ad35 et Ad26 (Lasaro et 

Ertl, 2009). Des sérotypes d'Ad simien (Bangari et Mittal , 2006 ; Lasaro et Ertl , 2009), 

canin (Zhou et al., 201 Ob), porcin (Pate! et al., 201 0) ou bovin (Singh et al., 2008) ont 

également été employés dans des études vaccinales précliniques. 

Une autre alternative envisagée est la modification des capsides de 1' Ad5 en 

construisant des AdV possédant certaines protéines structurales provenant de 

sérotypes différents (Lasaro et Ertl, 2009). Ainsi, des Ad5 chimériques possédant les 

régions hypervariables de l'hexon de l'Ad48 ont été développés (Roberts et al., 2006). 

Des Ad5 avec la fibre de I'Ad35 sont un autre exemple d'AdV chimériques (Nanda et 

al. , 2005). 

1.3.6.3 Voie d'administration mucosale 

Les voies d'administration mucosales peuvent limiter l' impact des anticorps 

neutralisants présents dans le sérum. En effet, l' utilisation de la voie intranasale, pour 

administrer des vaccins contre le virus Ébola avec des Ad5, permet d'éviter les effets 

de l' immunité pré-existante contre les Ad (Croyle et al. , 2008; Richardson et al. , 

2011). 
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1.3.6.4 Stratégies vectorielles combinatoires 

Pour limiter les effets de l' immunité induite par les AdV dans des 

immunisations répétées, des stratégies vectorielles combinatoires ont été employées. 

Les AdV ont ét~ employés en combinaison avec soit des vectems ADN (Casimiro et 

al. , 2003; Houghton, 2011; Khanam et al. , 2007; Mascola et al. , 2005; Sun et al. , 

2011; Vinner et al. , 2003), soit avec des VLP (Zhou et al. , 2011). Des rappels ont 

aussi été faits en employant des AdV mais en utilisant des sérotypes différents. Ainsi 

des AdV de sérotype 5 ont été employés en combinaison avec des AdV de sérotypes 

26 ou bien 35 (Liu et al., 2008; Shott et al., 2008). 
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1.4 La flagelline de Salmonella typltimurium 

1.4.1 Flagelline : structure et interaction avec le système immunitaire 

Le fi lament des flage lles permet la mobili té des bactéries Gram-négatives et 

certaines Gram-positives . C'est un polymère constitué par une seule sous-unité, la 

fl agelline (Miao et al. , 2007; Yonekura et al. , 2003; Yonekura et al. , 2005) . 

Lorsqu 'elle n 'est pas polymérisée, elle est l' une des rares protéines à avoir plusieurs 

PAMP. Lors d 'une infection des épi théliums, les bactéries sécrètent la flagelline 

monomérique pour permettre l'adhésion, l ' invasion et causer des dommages aux 

cellules épithéliales (S ierra et al. , 2001 ). Les fl agellines les plus étudiées sont celles 

de S. typhimurium (appelées FliC ou FljB) et de L. pneumophila (Fla) (Miao et al. , 

2007). 

La flagelline est une protéine de 55 kDa et possède la fonn e structurale de la 

lettre majuscule grecque gamma (f). Elle est composée de quatre domaines : DO, D 1, 

D2 et D3 (Yonekura et al. , 2003; Yonekura et al. , 2005). La structure tertiaire de la 

fl agelline est présentée dans la fi gure 1.9 a. DO et Dl forment la base du r . Ces deux 

domaines, composés par des hélices a , vont permettre la polymérisation en 

interagissant avec ces mêmes domaines appartenant à d 'autres flagellines, ce qui est 

présenté dans la figure 1. 9 b et c. Dans le fil ament tous les domaines DO et D 1 se 

retrouvent cachés au centre tandis que les domaines globulaires D2 et D3 , qui 

forment la barre transversale du r , se retrouvent exposés à la surface du filament du 

flage lle (Yonekura et al. , 2003 ; Yonekura et al. , 2005) . Les domaines D2 et D3 

présentent une grande variabilité de leurs séquences entre espèces de bactéries . 
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a. 

b. c. 11 

Figure 1.9 : Modélisation de la structure de la flagelline. 
Une schématisation de la structure tertiaire de la flagelline de L. pneumophila est 
présentée en (a.) . Les sites de liaisons au TLR sur le domaine D 1 et le site de 3 5 
acides aminés interagissant avec 1 'IP AF sont mis en évidence (Lightfield et al. , 2008). 
La structure du filament du flagelle formé par un polymère de flagelline de S 
typhimurium est présentée selon une vue transversale en (b.) et selon une vue 
longitudinale du filament en (c.) (Yonekura et al., 2003). 
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Comme ils sont exposés au système immunitaire lorsque les bactéries pathogènes 

envahissent un organisme, ils sont la cible d 'anticorps générés chez 1 'hôte (Lightfield 

et al. , 2008). II est à noter que S. typhimurium utilise un mécanisme de variation 

antigénique pour échapper à ces anticorps en exprimant alternativement deux 

variantes de la flagelline , FliC ou FljB (Miao et al. , 2007) . Par contre les domaines 

DO et D 1 qui sont masqués sont très conservés parmi les flagellines des bactéries 

Gram-négatives (Donnelly et Steiner, 2002; Lightfield et al. , 2008; Miao et al. , 2007). 

Ce sont sur ces domaines que les sites de liaison aux PRR ont été identifiés et 

présentés dans la figure 1. 9 a. Plus précisément, 13 résidus du domaine D 1 forment le 

site de liaison de la flagelline avec le TRL5 lorsque celle-ci est retrouvée dans le 

milieu extracellulaire (Smith et al. , 2003) . Il est à noter que ce site est aussi nécessaire 

à la polymérisation pour la formation du filament et donc nécessaire pour une bonne 

mobilité des bactéries _(Donnelly et Steiner, 2002) . Lorsque la flagelline se retrouve 

dans le cytosol des cellules myéloïdes infectées , c'est une séquence de 35 acides 

aminés en C-terminal du domaine DO qui interagit avec 1 ' IPAF (pour «IC E-protease 

activating factor») parfois par l' intermédiaire de NAIP5 pour certaines flagellines. 

Ces récepte1,1rs appartiennent tous deux à la famille des NLRs (Lightfield et al. , 2008). 

Cette séquence a tout d 'abord été caractérisée sur la flagelline de L. pneumophila. 

D'autres flagellines interagissent avec l'IPAF comme celle de S. typhimurium 

(Mariathasan et Monack, 2007) . 

Il est intéressant de souligner que deux composantes indépendantes de 

l ' immunité innée convergent pour la reconnaissance de la même molécule 

microbienne. Cette redondance est aussi observée avec les TRL 7 (Diebold et al. , 2004) 

et TLR8 (Heil et al. , 2004) qui reconnaissent l' ARN viral simple brin à l' intérieur des 

endosomes et avec RIG-I et MDA5 (comme indiqué dans la figure 1.4) qui· répondent 

aussi à l' ARN viral mais dans le cytoplasme (Fuj ita et al. , 2007). De plus, la réponse 

induite suite à la liaison de la flage lline sur le TLR5 est différente de celle générée 

par l' IPAF. Les différentes cytokines et chimiokines produites suite à une stimulation 
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par la flagelline sont listées dans le tableau 1.9. Les deux types de voies de 

reconnaissance de la flagelline conduisent à la génération de signaux pro­

inflammatoires. Cependant lorsque la flagelline est intracellulaire le signal est plus 

fort et se traduit par la sécrétion d' IL-lp et d' IL-18. Les deux récepteurs PRR 

peuvent ainsi discriminer les bactéries selon leur virulence. Si la flagelline se retrouve 

dans le cytosol des cellules myéloïdes, cela signifie que les bactéries sont invasives et 

plus dangereuses que celles qui restent dans le milieu extracellulaire et dont la 

flagelline est détectée seulement par le TLR5 (Miao et al. , 2007). 

Tableau 1.9 : Liste de cytokines et chimiokines produites suite à l'activation du 
TLRS ou de I'IP AF par la flagelline sur des cellules épithéliales ou des cellules 

Cellules dendritiques 
et 

Macrophages 

Cellules épithéliales 

myéloïdes · 

Cytokines et chimiokincs produites suite à 
l'activation de récepteurs de l'immunité innée par 

la flagelline : 

TLRS 

IL-6, IL12p40 (Uematsu et al. , 
2006) 
TNF-a (Zeng et al. , 2006) 
CXCLI, CXCL2, CXCL3, 
CCL2, CCL3, CCL4 (Means 
et al. , 2003) 
CCLS, macrophage 
inflammatory proteins, 
(MI P-la and MIP-lp), 
(Moynagh, 2005) 

IL-8 (Rhee et al., 2004) 
CCL20 (S ierro et al. , 200 1) 

IPAF 

1 L-1 p, 1 L-18 (Mariathasan 
et al. , 2004; Miao et al. , 2007) 

Non déterminé 
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1.4.2 Flagcllinc : interaction avec le TLRS ct voies de signalisation 

Le TLR5 est grandement exprimé par les cellules intestinales épithéliales, par 

les cellules dendritiques et par les macrophages (Rhee et al. , 2005). Dans 1 ' intestin, le 

TLR5 est locali sé sur la surface basale des entérocytes (Gewirtz et al. , 2001 a). Il n' est 

pas exprimé sur la surface apicale où il serait en contact avec les bactéries pathogènes 

et commensales présentent dans la lumière intestinale. Ceci permet de restreindre 

l'activation du TLR5 aux bactéries qui ont traversé l' épithélium et qui représentent un 

danger (Gewirtz et al. , 2001a; Gewirtz et al. , 2001 b; Rhee et al. , 2005). Un modèle in 

vitro a mis en évidence que la flagelline monomérique est transloquée au pôle basal 

des entérocytes lors d 'une colonisation de cellules épithéliales par S. typhimurium. À 

cet endroit elle active la réponse innée via le TLR5 des entérocytes ou des cellules 

dendritiques qui sont également présentes (Gewirtz et al. , 2001 b; Rhee et al. , 2005). 

Suite à la liaison avec la flagelline, le TLR5 se diméri se. Il y a un recrutement 

du Myd88 (pour «Myeloid differentiation primary response gene (88)») par son 

domaine TIR (pour «Tol l/lnterleukine-1 Receptor-like Domain») intracellulaire 

(Rhee et al. , 2004; Rhee et al. , 2006). Le MyD88 est appelée molécule adaptatrice car 

de son recrutement découle une cascade de réactions (phosphorylation, interactions 

protéine-protéine) qui permettent la transduction du signal et qui aboutissent 

finalement à l' activation du facteur de transcription NF-KB qui régule l' expression de 

gènes impliqués dans la réponse inflammatoire de l' hôte (Mogensen, 2009). 

Il a été montré par des études avec des souris «knock-out» que la voie de 

signalisation du TLR5 ainsi que du TLR7 et TLR9 est uniquement dépendante du 

MyD88 (Mogensen, 2009; Rhee et al. , 2004; Rhee et al. , 2006; Takeda et Akira, 

2004), contrairement à celles des TLRl , TLR2, TLR4 et TLR6 qui sont aussi 

dépendante de TIRAP (pour «TIR domain- containing adapter proteim>) (Homg et al. , 

2002). Le TLR3 possède par contre une voie de signalisation dépendante de TRIF 
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(pour «TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-P») et indépendante du 

Myd8 8 (Akira et al. , 2003). Cette voie est aussi employée par le TLR4 et conduit par 

contre à l' activation du facteur de transcription IRF-3 (pour «<nterferon regulatory 

factor 3») qui lui régule l'expression des interfé rons de type I (Akira et al. , 2003; 

Mogensen, 2009). Ces voies de signalisation sont regroupées dans la fi gure 1.1 0, ci­

après. 

TLR 5 
TLR7 
TLR9 

TL 

Figure 1.10 : Transduction du signal après la liaison des PAMPs aux LRs. 
Les différentes voies de signalisation avec les adaptateurs après activation des TLRs 
sont indiquées. L'activation du TLR5 mène à l'activation du facteur de transcription 
NF-KB et à l'expression de cytokines inflammatoires. Cette voie de signalisation est 
dépendante de l' adaptateur MyD88 (Akira et al. , 2003). 
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1.4.3 Flagelline : interaction avec l'inflammasome et voies de signalisation 

Des NLRs sont impliqués dans la reconnaissance de molécules bactériennes 

introduites dans le cytosol de cellules hôtes (Lightfield et al. , 2008; Miao et al. , 2007). 

Le site de reconnaissance par l' IPAF de la flagelline est situé dans la séquence des 35 

acides aminés situés en position C-terminale. Cette séquence est conservée chez les 

bactéries Gram négatives (Lightfield et al. , 2008) comme le montrent plusieurs 

exemples illustrés dans la figure 1.11. · 

441 
1 

470 
1 

L . pneumophila (Lp) ... EMASLT!<N ILQQAGTm1LAQAN LPQ VLSLLGR 
P. aer uginosa (Pa ) ... ETAALSKNQV~QQAGTAILAQAN LPQAVLS LLR -
5 . flexneri (Sf) ... EVSNMSKAQIIQQAGNSVLAKANQVPQ VLSLLQG 
5 . typhimur i um ( St ) ... EV NMSRAQILQQAGTS VLli.QANQVPQNV LSLLR-

I dentical (*) * ?( ***** 
Figure 1.11 : Comparaison de la séquence des 35 acides aminés en C-terminal de 
la flagelline de différentes bactéries Gram négatives. 
Les séquences des 35 acides aminés situés en C-terminal des flagellines de Legionella 
pneumo phil a, Pseudomonas aeruginosa, Shigella jlexneri et Salmonella typhimurium 
sont comparées (Lightfield et al., 2008). Les leucines en gras sont essentielles dans la 
reconnaissance des flagellines par 1 'IPAF dans les macrophages (Lightfield et al., 
2008). 
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Dans le macrophage, cette reconnaissance mène à 1' activation de la caspase-1 

après l'assemblage d'un complexe protéique de 700 kDa connu sous le nom 

d'inflammasome (Mariathasan et Monack, 2007 ; Ogura et al. , 2006; Petrilli et al. , 

2007; Petrilli et al. , 2005; Sutterwala et al. , 2007; Watanabe et al. , 2008). La caspase-

1 est nécessaire pour la maturation et la sécrétion d'IL-l~ et IL-18 (Lamkanfi et al., 

2007; Mariathasan et al., 2004; Martinon et Tschopp, 2004; Yu et Finlay, 2008). Ces 

cytokines initient une réponse inflammatoire en activant 1' expression de facteurs 

d'adhésion sur les cellules endothéliales qui favoriseront la migration des leukocytes 

au site de l' infection (Mariathasan et Monack, 2007). L' activation de l'inflammasome 

a aussi pour conséquence la mort de la cellule ce qui est un moyen de limiter la 

multiplication des bactéries invasives pathogènes au sein de la cellule hôte 

(Mariathasan et Monack, 2007; Mariathasan et al. , 2004). La caspase-1 est la 

molécule effectrice centrale de l'inflammasome. Elle est d' abord synthétisée sous 

forme inactive (pro-caspase-1) et pour être active, elle est clivée en deux sous-unités 

p20 et p 1 0 qui forment un hétérotétramère (Mariathasan et Monack, 2007). Elle est 

activée grâce à la protéine ASC (pour «apoptosis-associated speck-like protein 

containing a CARD») qui s 'est complexée à l' IPAF (Martinon et Tschopp, 2004). 

L'activation de l' inflammasome par la flagelline a été schématisée par Marithasan et 

Monack (Mariathasan et Monack, 2007) et est présentée dans la figure 1.12. 
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Pro-caspase-1 r 
Pro teolyt•c cleavage cf=l r:P 

r----__:;/ '\..,________., 

Figure 1.12: Activation de l'inflammasome du macrophage par la flagelline 
monomérique intracellulaire. 
L' IP AF est essentiel pour 1 ' activation . de la caspase-1 par les flagelline de S. 
typhimurium et L. pneumophilia pour induire la maturation et la sécrétion d ' IL-l~ et 
d'IL-18 et pour induire la mort du macrophage (Mariathasan et Monack, 2007). Dans 
le cas deL. pneumophilia, NAIP5 (pour «neuronal apoptosis inhibitor protein 5») est 
nécessaire en plus de l' IPAF pour activer la caspase-1 (Lightfield et al. , 2008). Dans 
le cas de S. typhimurium, l' implication d' autres NLR reste à être étudiée (Mariathasan 
et Monack, 2007). 

1.4.4 Usage de la flagelline comme adjuvant dans des études de vaccination 

Les molécules pouvant générer une réponse immunitaire innée ont été 

employées en vaccinologie comme adjuvant pour leurs capacités 

immunomodulatrices (Reed et al. , 2009; Schwarz et al. , 2003). Les premières études 

démontrant un effet adjuvant de la flagelline datent des années 1990 (McEwen et al. , 

1992; Mizel et Bates, 201 0). Utilisée en mélange ou en fusion avec des peptides ou 

des protéines, la flagelline a démontré des effets adjuvants permettant d'augmenter 
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les réponses immunitaires en anticorps et à médiation cellulaire (Mizel et Bates, 

201 0). 

Dans la grande majorité des études, la capacité de la flagelline à se lier au 

TLR5 est visée. En effet, la flagelline et les antigènes étudiés sont administrés de 

manière extracellulaire chez 1 ' hôte (Mizel et Bates, 201 0). La protéine GFP (pour 

«Green Fluorescent Prote in») et 1 ' OV A sont deux antigènes modèles employés pour 

étudier les capacités adjuvantes de la flagelline (Cuadros et al. , 2004; Huleatt et al., 

2007; Salman et al., 2009; Sarti et al. , 2011 ). Les principaux pathogènes visés dans 

des études de vaccins utilisant la flagelline comme adjuvant sont le virus de la grippe 

(Ben-Yedidia et Arnon, 1998; Huleatt et al. , 2008; McEwen et al. , 1992; Skountzou 

et al. , 201 0; Song et al. , 2009), le protozoaire Plasmodium (Bargieri et al. , 201 0; 

Bargieri et al. , 2008 ; Braga et al. , 201 0) et la bactérie Yersinia pestis (Ba tes et al. , 

2008; Hanko et al. , 2006; Mizel et al. , 2009). En plus d'être reconnue par le TLR5 , la 

flagelline a aussi l' avantage de pouvoir être utilisée par différentes voies 

d'administration, notamment par les voies intranasale (Hanko et al. , 2006; Lee et al. , 

2006) et orale (Salman et al. , 2009 ; Sarti et al. , 2011 ). Il est à noter que FljB, 

flagelline de S. typhimurium, fusionnée à des antigènes du virus de la grippe a été 

testée dans des études cliniques de phase I chez 1 'homme (Taylor et al. , 201 1; Turley 

et al. , 2011). Fait intéressant, la flagelline a montré une meilleure efficacité que 

l' Alum (Huleatt et al., 2008) ou l ' adjuvant complet de Freund (Huleatt et al. , 2007) 

dans des immunisations sous-cutanées. 

D 'autre part, peu d'études ont employé la flagelline dans des vaccins ADN 

(Applequi st et al. , 2005) . Ces travaux ont montré un effet adjuvant de la flagelline 

lorsque administrée via un vecteur plasmidique en mélange avec des plasmides 

exprimant des antigènes. Une étude récente a montré un effet adj uvant de la flage lline 

FliC de S. typhimurium dont la séquence a été insérée dans le génome d ' un vecteur 

VSV recombinant disséminatif (Ahmed et al. , 201 0). Dans cette étude, la flagelline 



70 

est produite de manière intra-cellulaire pendant le cycle infectieux du vecteur viral 

mais n' est ni introduite dans les particules virales produites ni fusionnée à une 

protéine du VSV. Cependant son expression permet d'aumenter la réponse en 

anticorps contre le VSV (Ahmed et al. , 201 0). La flagelline a aussi été administrée 

par des AdV mais dans un contexte de thérapie anti-cancer (Tosch et al. , 2009). 

Pour conclure, le tableau 1.10 résume l' emploi de la tlagelline comme 

adjuvant dans des études de vaccinations contre des agents infectieux ou anti-cancer 

en fonction de la souche bactérienne dont elle provient, de son utilisation en protéine 

de fusion ou bien en mélange avec un antigène et la voie d 'administration employée. 
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Ce chapitre présenté sous forme d'article scientifique a été accepté pour 

publication dans la revue Molecular Biotechnology. La conception, réalisation et 

l'analyse des expériences ont été faites par l' auteur de cette thèse. La rédaction du 

manuscrit ainsi que le montage des figures ont été réalisés par l'auteur de cette thèse. 

Élodie Roques et Marie-Claude St-Louis ont été impliquées respectivement dans les 

essais de lymphoprolifération et dans la production des adénovirus recombinants. Le 

Docteur Bernard Massie a développé le système d'adénovirus recombinants. Le 

Docteur Denis Archambault a participé à la conception des expériences, a supervisé 

le projet et corrigé le manuscrit. Tous les auteurs ont discuté des résultats, révisé et 

approuvé le manuscrit final. La référence de cet article se retrouve à la fin de cette 

thése. 
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2.1 Abstract 

The aim of this study was to evaluate the usefulness of replicating but non 

disseminating adenovirus vectors (AdVs) as vaccine vector using human rotavirus 

(HRV) as a madel pathogen. HRV VP7, VP4 or VP4il (N-terminal 336 amino acids 

of VP4) structural pro teins as weil as the VP4ô:: VP7 chimeric fusion prote in were 

expressed in mammalian cells when delivered with the Ad V s. A preliminary 

experiment demonstrated that VP4il was able to induce an HRV -specifie IgG 

response in BALB/c mice inoculated intramuscularly with AdVs expressing the 

rotaviral protein. Moreover, an AdV -prime/plasmid DNA-boost regimen of vectors 

resulted in VP4il-specific an ti body (Ab) titers - 4 times higher than tho se obtained 

from mice immunized with AdVs alone. Subsequently, the various HRV protein­

encoding AdVs were compared using the AdV-prime/plasmid DNA-boost regimen. 

Higher IgG and lgA responses to HRV were obtained when- VP4il::VP7 fusion 

protein was used as an immunogen as compared to VP7 or VP4 alone or to a mix of 

both proteins delivered independently by AdVs, A synergetic effect in tenns of Ab 

was obtained with VP4il: :VP7. In conclusion, this work demonstrated for the first 

ti me the suitability of using replicating but non disseminating Ad Vs as vaccine vector 

and the VP4ô: : VP7 fusion protein as an immunogen for vaccination against HRV. 

Keywords: Rotavirus, replicating non disseminating adenovirus, VP4, VP7, 

neutralizing antibodies . 
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2.2 Introduction 

Human rotavirus (HRV) is one of the most important infectious agents 

worldwide, causing severe dehydrating diarrhea in infants and young children 

(Soares-Weiser et al., 2010) with roughly 500,000 deaths annually, mostly in 

developing co un tries (Boschi-Pinto et al., 2008; Chen et al. , 20 12b ). In 1998, 

RotaShield was the first tetravalent live-attenuated vaccine which however was 

withdrawn from use bec~use of a number of intestinal intussusception cases in 

vaccinated infants (Franco et al., 2006). Since 2006 two live-attenuated HRV 

vaccines (RotaTeq and Rotarix) have been approved. Despite rigorous safety tests 

and good protection correlates, live vaccines still have potential risks including 

reversion of virulence GPlotkin, 2009). 

Protection against rotavirus infection still Jacks a clear understanding (Angel 

et al. , 2012; Franco et al., 2006; Plotkin, 2010; Ward et al., 2010). Components of the 

immune system including neutralizing antibodies (NAbs), non-neutralizing antibodies 

(Abs), secretory Abs in the intestine and cell-mediated immune (CMI) response have 

ali been proposed as correlates of protection (Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0). 

However, total serum rotavirus-specific lgAs and NAbs are currently considered as 

the best markers of protection against rotavirus (Angel et al., 20 12; Franco et al., 

2006). 

The two major viral surface structural proteins termed VP4 and VP7 are 

involved in HRV cell binding and entry (Aoki et al. , 2011; Pesavento et al., 2006). 

These proteins are the main targets of the host immune system for the induction of 

NAbs (Franco et al. , 2006) and, thereof, have been selected by many investigators for 

the development of subunit vaccines (Choi et al. , 1998; Qiao et al., 2009; 

Wigdorovitz et al. , 2004). However, unlike live vaccines, subunit vaccines are often 
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inefficient at inducing optimal immune response (Plotkin, 2009). As a result, the use 

of adjuvants (Reed et al. , 2009) and/or of vectors like viral vectors (Robert-Guroff, 

2007) to induce optimal immune response is required. 

Adenovirus vectors investigated for years as part of gene therapy applications 

are among the most exploited viral vectors for vaccine purposes (Robert-Guroff, 

2007; Rollier et al. , 2011). In 2008, the failure of Merck's STEP clinical trial using 

replicating-defective adenovirus vector for human immunodeficiency virus (HIV) 

vaccine has enlighten sorne weaknesses of such a system (Wilson et Watkins, 2009). 

Therefore many efforts were do ne to improve the efficacy of these vectors (Houghton, 

2011 ; Liu, 201 0; Sun et al. , 2011 ). One of them relies on a strate gy to enhance the 

immunogenicity of replication-defective adenovector -based HIV vaccine by 

complementing for expression of the adenovirus El gene through DNA inoculation 

allowing virus replication in vivo (Sun et al. , 2011 ). However the complementation 

strategy with the simultaneous use of two different vectors is more likely limiting for 

vaccine administration and efficiency. 

A replicating but non disseminating adenovector (AdV) has been described 

(Bourbeau et al. , 2007). This vector is based on a replication-competent platform 

consisting of an human adenovirus type 5 with a deletion in the protease (PS) gene 

(Oualikene et al. , 2000) the product of which is necessary for viral assembly (Russell , 

2009). In the absence of the PS gene, the AdV replicates its DNA normally in 

infected cells but fails to form infectious particles, thus preventing its dissemination 

in the host environment (Oualikene et al. , 2000; Russell, 2009). Bourbeau et al. 

(2007) demonstrated that such Ad Vs not only increased trans gene expression in 

infected cells when compared to non-replicating adenovectors, but were also as 

efficient as a replicating disseminating adenovector system in cancer therapy 

(Bourbeau et al., 2007). 

--------------------------------------------------------- - -- --
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In this study, the AdVs were evaluated as a proof-of-concept vaccine vector 

using HRV VP4 and VP7 proteins as immunogens. Since the assembly of rotaviral 

epitopes have been shown to improve immune responses (!strate et al. , 2008; Kovacs­

Nolan et Mine, 2006), we also sought to fuse a truncated form of VP4 (VP4M with 

VP7 and evaluate the immunogenicity of the resulting fusion protein delivered by 

AdVs. 
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2.3 Material and methods 

2.3.1 Cell cultures 

The human alveolar adenocarcinoma A549, human embryonic kidney 293A 

(HEK 293A) and simian epithelial kidney MA 104 cel! li nes were maintained in 

Dulbecco minimal essential medium with 8% fetal bovine serum (FBS) at 37°C in a 

humidified atmosphere of 5% C02. The 293-PS-CymR cellline, a clone derived from 

the HEK 293A cells that was developed by Bernard Massie, was propagated as 

previously described (Mullick et al. , 2006; Oualikene et al. , 2000). 

2.3.2 Generation of gene constructs for expression in Mammalian cells 

VP7- and VP4-encoding genes from the HRV Wa strain (GenBank accession 

no. AAA4734 and AAA66953 , respectively) were optimized for codon usage in 

mammalian cells and synthesized through GeneArt services (Regensburg, Gerrnany) . 

VP7- [326 amino acids (aa)] , VP4- (776 aa), VP4~- (N-terminal 336 aa of VP4) and 

VP4~: : VP7-encoding sequences were amplified by PCR and cloned into pcDNA3.0 

(Invitrogen, Carlbad, CA) as described elsewhere (Zhong et al. , 2006). HEK 293A 

cells (plated in wells of six-well plates at a density of 5 x 10
5 

cells per weil) were 

transfected with PolyFect transfection reagent (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) 

with each plasmid construct and incubated for 48 h. Total cell protein concentrations 

were quantifi d with a d tergent-compatible protein assay (Bio-Rad, Missis auga, 

ON, Canada) . 

2.3.3 Construction of AdVs 

AdVs were constructed usmg the AdenoVator system (MP Biomedicals, 

Irvine, CA). GFP-, VP7-, VP4-, VP4~- and VP4~ : :VP7-encoding sequences were 

fi rst subcloned into the Bglii restriction site of the modified shuttle vector 
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pAdenoVator-CMV5(CuO)-IRES-ElA (Bourbeau et al. , 2007) in which the early 

domain lA (ElA) sequence is inserted downstream of an internai ribosome entry site 

(IRES) to be co-expressed wi th the trans gene. Expression of adenovirus E 1 A enables 

viral DNA replication, thereby increasing viral genome copy number in infected cells 

(Russell, 2009). Each construct was confirmed by DNA sequencing. The various 

recombinant AdVs (AdV L\PS-CuO-transgene-IRES-ElA) were generated using the 

AdEasy system (MP biomedicals) with the AdV L\PS backbone according to the 

manufacturer' s protocol. Recombinant Ad Vs were propagated and produced at high 

titers in 293-PS-CymR cells. They were then purified by double cesium chloride 

(CsCl) gradient as described (Bourbeau et al., 2007). The recombinant AdV titers 

were determined and calculated as the median tissue culture infective dose (TCID 50) 

per milliliter. 

AdV -delivered protein expression was monitored in A549 cells that were 

plated in wells of six-weil plates at a density of 5 x 105 cells per weil and transduced 

with each recombinant AdV at an MOI of 1 O. After 48 h of incubation, cell extracts 

were prepared and total cell protein concentrations were determined as described 

above. 

2.3.4 Recombinant protein production 

Recombinant VP4L\ and VP7L\ (amino acids 84-332 of VP7) proteins were 

produced in E. coli and purified as previously described (Bergeron-Sando al et al., 

2011 ). Briefly, genes encoding VP4L\ and VP7 L\ proteins were cloned into pTrcHisB 

expression vector (Invitrogen) and proteins were purified on Ni-NTA-His-Bind® resin 

(Novagen, Madison, WI, USA) under denaturing conditions according to the 

manufacturer's manual. Proteins were dialyzed against a phosphate-buffered saline 

solution (PBS, pH 7.3), and qualitatively evaluated by SDS-PAGE followed by 

immunoblotting using Horseradish peroxidase (HRP)-coupled goat anti-His Abs 



80 

(Qiagen). The identity of the proteins was confirmed by MALDI time-of-flight 

tandem mass spectrometry (McGill University and Genome Quebec Innovation 

Centre), using the MASCOT software (Matrix Science Inc., Boston, USA). Purified 

His-tagged VP4L1 and VP7 L1 pro teins were quanti fied as above and stored at -80°C for 

further use as antigens in the immunological tests. 

2.3.5 Western blot assay 

For each sample, 50 )lg of total cell extract prepared as described (Gomez 

Corredor et Archambault, 2009) were fractionated on 12% SDS-polyacrylamide gels, 

electroblotted onto a nitrocellulose membrane and probed with a 1:10,000 dilution of 

either rab bit VP7- (Bergeron-Sandoval et al., 2011 ), mouse monoclonal VP8*- (for 

VP4 and VP4L1 detection) kindly provided by Dr. Harry B. Greenberg (Stanford 

University) or AdV-E1A gene product-specific Abs (Millipore, Billerica, MA). 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) immunostaining (Sigma­

Aldrich, St. Louis, MO) was used as a loading control. Detection of the proteins was 

performed as previously described (Bergeron-Sandoval et al., 2011). 

2.3.6 Rotavirus Wa strain propagation and purification 

Propagation and titration of the human rotavirus (HRV) Wa strain (kindly 

provided by Dr. Dongwan Yoo from the University of Illinois) were performed in 

MA 104 cells as described (Gray et Dessel berger, 2000). The virus was puri fied using 

CsCl gradients (Gray et Desselberger, 2000) and titered using a Focus Fluorescent 

Unit assay (FFU) (Coulson et Masendycz, 1990). Virus concentration (J..Lg/ml) was 

determined by multiplying OD260 x dilution factor x 185 )lg/ml (Gray et Desselberger, 

2000). 
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2.3. 7 lmmunization of mice 

Animal protocols were approved by the University ' s Animal Protection 

Institutional Committee according to the regulations of the Canadian Council for 

Animal Care. Six-week-old female BALB/c mice were purchased from Charles River 

(St-Constant, QC, Canada). Mice were inoculated intramuscularly in both legs of 

each mouse with a total volume of 50 ~-tl per leg with either AdVs or plasmid DNA. 

Blood samples and spleens were collected as previously described (Girard et al., 

2011). 

2.3. 7.1 Preliminary ex periment 

In a preliminary experiment, mice of five groups (five mice per group) were 

immunized on day 0 and on days 14 and 35 post primary immunization (PPI). At 

each time point, mice of a control group received PBS and mice of the second group 

received AdV expressing GFP (1 x 108 TCID50 per dose). Mice ofthe third and fourth 

groups were inoculated with AdV expressing VP4~ (Ad V-VP4~) or plasmid DNA 

(l 00 11g per dose) also expressing VP4~ (pcDNA3.0-VP4~) , respectively. Mice of a 

fifth group received Ad V-VP4~ on day 0 and pcDNA3 .0-VP4~ on da ys 14 and 3 5 

PPI. Animais were euthanized on day 66 PPI. 

2.3.7.2 Experiment 1 

Mi ce of five groups ( eight mi ce per group) were inoculated on day 0 with 1 x 

108 TC ID 50 of Ad V and boosted on day 14 with 100 11g of plasmid DNA ex pressing 

the same protein as AdV. Mice received the following immunogens: GFP, VP7, VP4, 

VP4~, or VP4~::VP7 . An additional plasmid DNA boost was realized five days 

before euthanasia of animais on day 40 PPI. Preliminary data showed that this final 

boost increases the in vitro spleen lymphocyte proliferation to HRV (not shown). 
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2.3.7.3 Experiment 2 

Four groups of six mice were used. Mice of the first two groups were 

immunized on day 0 with 2 x 108 TCID50 AdV expressing either GFP (group 1) or 

VP4~: :VP7 (group 2) and boosted on days 14 and 35 PPI with 200 flg of plasmid 

DNA expressing the same proteins. Mice were euthanized on day 40 PPI. Mice of the 

last two groups of mice received a mix of vectors expressing VP4~ and VP7 (group 

3), or VP4 and VP7, respectively (group 4). Mice ofthese two groups, namely VP4~ 

1 VP7 and VP4 1 VP7, were injected on day 0 with 1 x 108 TC ID 50 Ad V-VP4~ and 1 

x 108 TCID50 AdV-VP7, orwith 1 x 108 TCID5o AdV-VP4and 1 x 108 TCID5oAdV­

VP7, respectively. On days 14 and 35 PPI, mice received the appropriate mix of 100 

flg of each recombinant plasmid DNA expressing the same pro teins as for Ad Vs for a 

total of 200 flg of plasmids. 

2.3.8 Indirect Immunofluorescence Assay (IF A) 

MA104 cells were plated into wells (1.0 x 104 cells per weil) of a 96-well 

plate and infected the next day with HRV (200 FFU per weil). Cells were fixed in 

PBS-4% formaldehyde for 15 min and blocked for 1 h at 37°C in PBS-5% bovine 

serum albumin (BSA). The assay was performed using mouse sera as primary Abs 

and Cy3-coupled anti-mouse IgG secondary Abs (1: 1 ,000), each incubated for 2 h at 

37°C. IFA titers were expressed as the Log2 of the reciprocal of the highest serum 

dilution prod cing a po itive fluorescent signal. 

2.3.9 Indirect ELISA 

96-well Costar ELISA plates (Fisher Scientific) were coated overnight at 4 °C 

with 1 flg recombinant VP4~ or VP7 ~ produced in bacteria (Bergeron-Sandoval et 

al., 2011) or 100 ng CsCI-purified, UV-inactivated (Caballero et al., 2004) HRV per 

weil diluted in 100 mM carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) to a final volume of 
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100 ~-tl. Following a blocking treatment with BSA, Ab titration was performed using 

100 ~-tl of two-fold se rial serum dilutions and an incubation time of 2 h at 37°C. HRP­

conjugated goat anti-mouse lgG 1 (1: 10,000), IgG2a (1 :5,000) or IgA (1 :5,000) (Santa 

Cruz Biotechnologies) were added for 1 h at 3 7°C. HRP signal was detected as 

described (Girard et al., 2011 ). ELISA titers of serum samples from each individual 

mouse were expressed as the Log2 of the last dilution of sample giving a mean 00 

higher than two-fo1d the mean 00 obtained from negative control mouse serum. 

2.3.10 Rotavirus neutralization assay 

The virus neutralization test was performed according to the FFU reduction 

assay (Coulson et Masendycz, 1990; Kovacs-Nolan et Mine, 2006) with 

modifications. Briefly, serially-diluted heat-inactivated sera were mixed with the 

virus (250 FFU) in OMEM supplemented with porcine pancreatic trypsin (5 ~-tg/ml) 

and incubated at 3 7°C for 1 h. MA 1 04 cells in 96-well tissue culture plates were 

infected during 2 h with each of the serum-virus mixtures (two wells per mixture). 

Cells were then incubated in OMEM supplemented with porcine pancreatic trypsin (5 

11g/ml) and were fixed in PBS-formaldehyde 4% after 18h. Residual infectious virus 

was detected by IF A using VP4~- and VP7-specific antisera (Bergeron-Sandoval et 

al. , 2011) (1:500) and Alexa green 488 coupled anti-rabbit secondary IgGs (1:1,000) 

(lnvitrogen). The presence of virus-infected cells was detected using a TE-300 

inverse microscope (Nikon, Mississauga, Canada) coupled to the confocal MRC-

1 024ES system (Bio-Rad). NAb titers were expressed as the Log2 of the reciprocal of 

the highest serum dilution producing a 50% reduction in FFU. The virus 

neutralization assays were repeated twice. 

2.3.11 Spleen lymphocyte proliferation assay 

Spleen white cells from each mouse were prepared as previously described 

(Girard et al. , 20 11 ). Quadruplicate cel! cultures were stimulated for 3 da ys with 



- ---·------------------------------------------------------------------------

84 

CsCI-purified, UV-inactivated HRV (200 ng/ml). Cells were labelled with radioactive 

H3 -thymidine incorporated in cell DNA for 24 h prior to cell harvesting (Girard et al., 

2011). The lymphocyte proliferation results were expressed as stimulation index (SI) 

which is the ratio of mean counts per minute (CPM) of cells) stimulated with the 

antigen divided by the mean CPM of cells without antigen. 

2.3.12 Statistical analysis 

One-way analysis of variance (ANOV A) followed by Tukey' s post-test were 

carried out for statistical analyses between multiple groups using GraphPad Prism 

software (Windows Version 5.0, Graphpad Software, Lajolla, CA, USA). 

Significance was set at P<0.05. 
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2.4 Results 

2.4.1 Expression of VP7, VP4, VP4A, and VP4A::VP7 constructs in 

mammalian cells 

Sequences encoding GFP, VP7, VP4, VP4~ and VP4~::VP7 proteins were 

inserted each into AdVs or pcDNA3.0 plasmids. VP4~ is a truncated version of VP4 

that contains the major neutralizing epitopes of VP4 and the sequence motif for virus 

attachment to target cells (Graham et al., 2006; Monnier et al. , 2006; Pesavento et al., 

2006). 

Expression ofVP7 (38 kDa) , VP4 (86 kDa), VP4~ (38 kDa), and VP4~::VP7 

(76 kDa) was ·evaluated by Western blot either in AdV-infected A549 cells (Fig. 2.1A) 

or in pcDNA3.0-transfected HEK 293A cells (Fig. 2.1B) . Molecular weights of the 

expressed proteins were those predicted for the corresponding genes. However, 

additional VP4~ and VP7 bands were observed in cells treated with the VP4~::VP7-

expressing AdV and DNA plasmid vectors (Fig. 2.1A and B). These bands were 

attributed to spontaneous cleavage of a fraction of VP4~: : VP7. As expected, 38 kDa 

and 40 kDa ElA proteins that allow adenoviral DNA replication were detected in the 

cellular ex tracts of Ad V -infected cells (Fig. 2.1 A). 

2.4.2 Immunogenicity of HRV VP4A delivered by AdVs 

In a preliminary experiment, the single immunogen VP4~ was selected to be 

delivered with AdVs inoculated in mice on days 0, days 14 and 35 post primary 

immunization (PPI) to ensure the validity of the AdV system (Fig. 2.2). This 

procedure was also compared with pcDNA3 . 0-VP4~ inoculations. The kinetics of 

serum IgG responses to HRV, as determined by IFA, is shown in Fig. 2. Although 

HRV -specifie Abs were detected in both groups of mi ce, the highest Ab levels were 

observed in the Ad V-VP4~-inoculated group. Abs were detected as earl y as 14 da ys 
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PPI in this group and their leve) was stable for over one month after the last 

immunization at day 35 PPI. In contrast, Abs were first detected on day 35 PPI in the 

plasmid DNA-inoculated group and their level slightly decreased one month after the 

last immunization. No HRV-specific Abs was detected in mice of the PBS- or AdV­

GFP-inoculated negative control groups. 

One inconvenience of viral vector-based vaccines is the immunogenicity of 

the vector itself which may limit their use in repeated immunizations. In order to 

circumvent possible AdV neutralization, prime/boost immunization regimens with 

AdV and plasmid DNA, respectively, were developed (Houghton, 2011 ; Sun et al. , 

2011). Mice of a fifth group, namely the AdV/pcDNA3.0-VP4~ group, were then 

immunized with AdV-VP4~ on day 0 and boosted with pcDNA3 .0- VP4fl on days 14 

and 35 PPI (Fig. 2.2) . This prime/boost regimen resulted in VP4~-specific Ab levels 

that were about 4 times higher than those obtained from mice immunized with AdV­

VP4~ alone from day 35 PPI. 

2.4.3 VP7, VP4, VP4A or VP4A::VP7 immunogens induce HRV-specific Ab 

responses 

The results of the preliminary experiment prompted us to compare the 

immunogenicity of the VP7, VP4, VP4~, and VP4tl::VP7 proteins administered with 

the AdV-prime/plasmid DNA-boost regimen. Mice were i.mmunized with AdV on 

day 0 and boosted with plasmid DNA on days 14 and 35 PPI. On day 40 PPI, the IgG 

response specifie to HRV was evaluated by IF A in individual mouse sera (Fig. 2.3A). 

Wh ile each group of mi ce had significant levels of HRV -specifie IgGs, the highest 

Ab levels were observed in the VP4~::VP7 group of mice (Fig. 2.3A). Ab titers in 

VP4 and VP4fl groups of mice were similar and were higher than those of the VP7 

group. An indirect ELISA was also performed using either purified HRV (Fig. 2.3B), 

VP4~ (Fig. 2.3C) or VP7 tl (Fig. 2.30) recombinant proteins as antigen. While the 
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highest Ab levels were agam observed in the VP4ô:: VP7 group, no significant 

difference was noted between the VP4, VP46. and VP7 groups. This was attributed to 

the technique itself where mature viral partiel es were used as antigen such that it may 

not have detected the IgG response directed to sorne conformational epitopes exposed 

on unfolded VP4 pro teins present in the infected cells used in IF A. 

A second set of experiments was conducted to determine whether VP46. and 

VP7 need to be delivered as a VP46.::VP7 fusion protein to obtain optimal antibody 

response. Mice were immunized on day 0 with AdVs expressing either GPF or 

VP4ô::VP7 fusion protein and boosted with the plasmid DNA vectors on days 14 and 

35 PPI. Two other groups of mice, namely VP4MVP7 and VP4NP7, were 

immunized with a mixture of AdV and subsequently plasmid DNA vectors encoding 

the proteins separately. Results showed that the IgG responses obtained on day 40 

PPI were higher in the VP46.::VP7 group than both the VP4ô/VP7 and VP4/VP7 

groups regardless of the antigen used in the ELISA (Fig. 2.3B to 0). The immune 

response was further ana\yzed in terms of Ab isotypes and IgG subclasses on sera 

collected from individual mice at day 40 PPI (Fig. 2.4A). Significant levels of serum 

HRV-specific IgGl (typical of a Th2 immune response), IgG2a (typical of a Thl 

immune response) and lgA were detected by ELISA in each group of animais 

immunized with the HRV immunogens in both experiments 1 and 2, the highest 

levels being obtained in mice of the VP4ô: :VP7 group. This result also correlated 

with the highest levels of HRV -specifie NAbs observed in mi ce of the VP46.:: VP7 

group (Fig. 2.4B). Taken together, the results show that VP4ô::VP7 fusion protein 

represents an immunogen of choice for immunization against HRV. 

2.4.4 CMI response to HRV 

The CMI response to HRV was evaluated in individual mice at day 40 PPI 

using a rotavirus-specific lymphocyte proliferation test. As shawn in Fig. 2.5 , the 
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VP4 and VP4~::VP7 groups of mtce from experiment 1 showed positive 

lymphoproliferative response with similar mean SI values of 1.93 (± 0.30) and 2.10 

(± 0.42), respectively. The control· GFP and VP7 and VP4~ groups of mice did not 

show significant HRV -specifie lymphocyte activity. 

The VP4~::VP7 and VP4/VP7 groups of animals from experiment 2 also 

showed similar positive lymphocyte response to HRV stimulation. This response was 

higher than that observed in the VP4~NP7 group. 
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Figure 2.1: Expression in mammalian cells of VP7, VP4, VP4.'\, and VP4.'\::VP7 
constructs through replicating but non disseminating adenovector (AdV) or 
plasmid DNA delivery systems. 
Total cell proteins (50 j.!g) were fractionated on 12% SDS-polyacrylamide gels, 
electroblotted onto a nitrocellulose membrane and probed with VP7-, VP8*-, or 
AdV-ElA gene products-specific antibodies. Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) immunostaining was used as a loading control. The 
molecular masses of the expressed proteins are indicated in the central margin. Panel 
A: Expression of VP7, VP4~ or AdV ElA proteins were detected by Western blot 
using total cell protein extracts of A549 cells infected with the various AdVs. Mock­
infected or A549 cells infected with an Ad V -GFP construct were used as negative 
controls. Panel B: Expression of VP7 and VP4~ was detected by Western blot using 
total cell protein extracts of HEK 293A cells transfected with the various pcDNA3 .0 
constructs. Non-transfected (NT) HEK 293A cells and cells transfected with 
pcDNA3.0-GFP were used as negative controls. 
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Figure 2.2 : Preliminary experiment design and kinetics of anti-HRV IgG 
an ti body production as determined by indirect immunofluorescence assay (IF A). 
Four groups offive mice received three intramuscular injections on day 0 and on days 
14 and 35 post primary immunization (PPI) of (i) PBS, (ii) 1 x 108 TCIDso AdV -GFP, 
(iii) 1 x 108 TCID50 AdV-VP4~, and (iv) 100 llg pcDNA3 .0-VP4~. A fifth group, 
namely AdV/pcDNA3 .0-VP4~, received 1 x 108 TCID50 AdV-VP4~ on day 0 and 
100 jlg pcDNA3.0-VP4~ on days 14 and 35 PPI. Sera were collected on day 0 and on 
days 14, 35 , 56, and 66 PPI. IF A titers of pooled sera from each group of mice were 
expressed as Log2 of the reciprocal of the highest serum dilution giving positive 
fluorescent signal. Titers are representative of three independent tests. 
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Figure 2.3: Antibody (Ab) response in mice immunized intramuscularly with 
constructs expressing varions HRV immuno~ens. 
In experiment 1, mice were inoculated with 10 TCID50 AdVs on day 0 and boosted 
on da ys 14 and · 35 post primary immunization PPI) with 100 ~g of p1asmids 
expressing the same proteins as for AdVs. The groups of mice were named according 
to the proteins the animais received: GFP, VP7, VP4, VP4b. and VP4b.::VP7. In 
experiment 2, the first two groups of mice, namely GFP and VP4b.::VP7, were 
inoculated with 2 x 108 TC ID 50 Ad Vs on day 0 and boosted on da ys 14 and 3 5 PPI 
with 200 ~g of recombinant plasmid ex pressing the same pro teins as for Ad Vs Mi ce 
from two other groups, namely VP4L1 1 VP7 and VP4 1 VP7, were inoculated on day 
0 with a mix of 1 x 108 TCID50 AdV-VP4L1 and 1 x 108 TCID50 Ad V-VP7 or with a 
mix of 1 x 108 TC ID 50 Ad V-VP4 and 1 x 1 08 TC ID 50 Ad V-VP7, respective! y. They 
were then boosted on days 14 and 35 PPI with a mix of plasmids (1 00 )..lg each) 
ex pressing the same proteins as Ad V s. IF A and ELISA titers of serum sam pies from 
each indivjdual mouse were expressed as the Log2 of the last dilution of sample 
giving a mean OD higher than two-fold the mean OD obtained from negative control 
mouse serum. Titers are representative of three independent tests. Labelling of data 
with superscripts of different letters indicates significant differences at P<0.05 using 
one-way analysis of variance (ANOV A) followed by Tukey's post-test for statistical 
analyses between multiple groups using GraphPad Prism software (Windows Version 
5.0, Graphpad Software, Lajolla, CA, USA). 
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Figure 2.4: Characterization of antibody (Ab) isotypes and neutralizing Ab 
response specifie to HRV on day 40 post primary immunization from the same 
groups of mice described in the legend of Fig. 2.3. 
Panel A: IgA, IgG1 or IgG2a specifie to HRV were detected by ELISA using purified 
HRV particles as antigen. HRP-conjugated goat anti-mouse lgG 1 (1: 1 0,000), IgG2a 
(1 :5,000) or IgA (1 :5,000) (Santa Cruz Biotechnologies) were added for 1 hat 3JOC. 
Colurnns represent the mean value of Ab titers (±standard deviation). Panel B: Mean 
(± standard deviation) neutralization Ab titers specifie to HRV. The neutralization 
assays were performed in duplicate cell cultures and were repeated twice. Labelling 
of data with superscripts of different letters indicates significant differences at P<0.05 
using one-way analysis of variance (ANOV A) followed by Tukey's post-test for 
statistical analyses between multiple groups using GraphPad Prism software 
(Windows Version 5.0, Graphpad Software, Lajolla, CA, USA). 



)( 
Q,) 

"'C 
c:: 
c:: 
0 ·-..... 
ca 
::::l 
E .. 

UJ 

Experiment 1 

3 - b ... 
b ... 

2 - "'~ 

1• .. '! 
a ~ .. 

1 -a .. ~ 1• 
1•. 

0 1 1 1 1 

c,«~ ~~'\ ~~~~~~.~~'\ 
~~~~· 

95 

Experiment 2 

b b 
1 ... 
1 c .. ~ .. 
1 

.. 
a 

1 
~ 

1 
1 

1 1 1 1 1 

Figure 2.5: HRV -specifie lymphoproliferation response from spleen ce lis of mi ce 
on day 40 post primary inmunization. 
Quadruplicate cell cultures were stimulated with CsCl-purified, UV -inactivated HRV 
(200 ng/ml) for 72 h. Cells were labelled with radioactive H3 -thymidine incorporated 
in DNA for 24 h prior to cell harvesting. Results were expressed as stimulation index 
(SI) which is the ratio of mean CPM of cells stimulated with the antigen divided by 
the mean CPM of cells without antigen. Columns represent the mean SI values (± 
standard deviation) obtained in mice of the same groups described in the legend of 
Fig. 3. Labelling of data with superscripts of different letters indicates significant 
differences at P<0.05 using one-way analysis of variance (ANOV A) followed by 
Tukey ' s post-test for statistical analyses between multiple groups using GraphPad 
Prism software (Windows Version 5.0, Graphpad Software, Lajolla, CA, USA). 
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2.5 Discussion 

In this study, replicating but non disseminating adenovectors were generated 

and found to be suitable expression vectors for HRV immunogen delivery in vivo. 

The effectiveness of replicating but disseminating adenovectors has been shown in 

vaccine studies (Peng et al., 2005; Robert-Guroff, 2007). These vectors provide 

elements of innate immunity and induce immunogen-specific Ab and CMI responses 

(Liu, 201 0; Robert-Guroff, 2007). Another ad van tage is that Ad V genome replication, 

enabled by the adenovirus ElA genes, increases transgene expression as compared to 

non replicating AdVs (Bourbeau et al., 2007), a characteristic that is important in 

vaccinology. Expression of E 1 A-encoding sequence also offers the ad van tage of 

activating the innate immune response through Toll-like receptor (TLR)-dependent 

and independent pathways, resulting in enhanced type I interferon (IFN) production 

and, presumably, enhanced vaccine potency (Huarte et al., 2006; Russell , 2009; Zhu 

et al., 2007). However, safety is a major concern of using these Ad Vs for vaccination. 

Here, dissemination was not possible as the replication-competent platform was used 

with a deletion in the PS gene, preventing the formation of adenovirus infectious 

particles (Oualikene et al., 2000). 

The mature triple-layered icosahedral rotavirus particle has two surface 

structural proteins termed VP4 and VP7 that determine the P and G genotypes, 

respectively (Hoshino et Kapikian, 1996). Rotavirus structural VP4 and VP7 proteins 

are suitable immunogens for vaccine development because they carry the major 

epi topes eliciting the production of NAbs in the immunized host (Choi et al., 1998; 

Herrmann et al., 1996; Li. et al., 2004; Liu et al., 2005). It is noteworthy that 

approximately 90% and 65% of HRV strains circulating worldwide. share cross­

reactive neutralizing epi topes on VP4 and VP7, respectively. In addition, the G 1 P[8] 

Wa strain was selected in our study because it was shown that the monovalent 

Rotarix vaccine which is of the G 1 P[8] genotype is protective against homotypic, 
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partially heterotypic, and heterotypic HRV strains (Correia et al. , 201 0; Fischer 

Walker et Black, 2011 ). Nevertheless, as new rotavirus strains may emerge, 

incorporation of VP4- and VP7 -encoding sequences from other viral strains in 

replicating but non disseminating AdVs may need to be considered for HRV vaccine 

development. Finally, another way to improve HRV vaccines might be the 

incorporation of the VP6 protein because of its high degree of conservation among 

various HRV strains and its ability to induce protection in animal models (Franco et 

al., 2006; Plotkin, 201 0). 

Systemic DNA vaccination targeting VP4 and VP7 proteins was shown to 

correlate with significant production of protective Abs in mice following rotavirus 

challenge (Herrmann et al. , 1996; Herrmann et al. , 1999) although failure of this 

approach to allow protection was also reported (Choi et al. , 1998). Non replicating 

AdVs expressing VP7 or VP4 were also used to immunize monkeys (Li et al. , 2004} 

and mice (Both et al. , 1993; Liu et al. , 2005), resulting in rotavirus-specific Ab 

response. Here, vaccination with either a plasmid DNA or an AdV expressing VP4~ 

resulted in HRV -specifie Ab responses. Moreover, the Ad V -prime/plasmid DNA­

boost regimen resulted in VP4~-specific Ab titers that were greater than those 

obtained from mice immunized with the AdV or plasmid DNA alone (Fig. 2.2) . 

lt is known that non replicating Ad Vs are capable of either priming or boos ting the 

immune response to an immunogen when used in heterologous immunization 

regimens (Dunachie et Hill, 2003). Here we demonstrated that replicating but non 

disseminating AdV s are sui table vectors for priming the Ab response which is 

currently considered as the best marker of protection against rotavirus (Angel et al. , 

2012; Franco et al. , 2006). The plasmid DNA-prime/vector boost also is a common 

regi~en in vaccinology to achieve protection predominantly mediated by a CD8+ T 

cell response. Such immunization regimen was indeed effective against hepatitis C 

virus, HIV and malaria (Dunachie et Hill, 2003 ; Houghton, 20 11 ; Paris et al. , 201 0). 
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Since the CMI response has been proposed as a correlate of protection against HRV 

infection (Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0), the plasmid ON A-prime/ Ad V boost 

immunization regimen might need to be considered for future HRV vaccine 

development. 

By usmg an AdV -prime/plasmid DNA-boost reg1men, we were able to 

investigate further various HRV immunogens, namely VP7, VP4, VP4~ and 

VP4~::VP7, in order to determine the best approach to induce optimal HRV -specifie 

immune response. Each of the HRV pro teins induced serum HRV -specifie IgG and 

lgA responses capable of neutralizing HRV in vitro. Mixed Thl!Th2 responses were 

also elicited with ali immunogens used as shown by the presence of anti-HRV IgG 1 

and IgG2a isotypes. This aspect of the immune response was not studied when 

immunizing mice with VP7- or VP4-expressing AdVs (Li et al. , 2004; Liu et al. , 

2005). Our results are thus in agreement with the Th1 /Th2 response observed during 

HRV infection in a pig mode! (Azevedo et al. , 2006) and with the fact that AdVs, like 

other viral vectors, are able to induce both antibody and CMI responses (Robert­

Guroff, 2007). 

Fusion of VP4~ and VP7 pro teins resulted in the highest immune responses in 

terms of eliciting HRV -specifie serum lgGs, lgAs, Nabs and systemic CMI. Although 

measurement of serum HRV -specifie NAbs and IgAs is the current standard for 

assessing protective immune response following rotavirus vaccination in humans, 

CMI is also believed to be at play in protection (Franco et al. , 2006 ; Plotkin, 201 0). 

Indeed, VP7 of various rotavirus strains was shown to induce CMI response through 

CD4+/CD8+ T cell activation (Buesa et al. , 1999; Heath et al. , 1997; Jaimes et al., 

2005). 

This study is the first report using VP4~:;VP7 fusion protein as immunogen to 

induce a HRV -specifie immune response . Other fusion strategies in attempts to 
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develop a rotavirus vaccine have been investigated. The assembly of severa! copies of 

a major rotavirus VP8* epitope was previously shown to improve the immune 

response (Kovacs-Nolan et Mine, 2006). Studies in mice also have shown that a 

fusion between VP8* (the N-terminal subunit of VP4) and a truncated version (first 

N-terminal 92 aa) of the VP2 protein induces high VP4-specific Ab titers (!strate et 

al., 2008). Remarkably, the VP4t1::VP7 fusion protein generated an Ab immune 

response that was higher than that obtained with VP4 or VP7 alone, or with a mix of 

both latter proteins, suggesting a synergetic effect for VP4t1::VP7. Such immune 

synergetic effect in using fusion proteins was also observed in the influenza virus 

(Wei et al., 2011) or Plasmodiumfalciparum (Theisen et al. , 2004) systems. 

Induction of mucosal immunity in the intestine in terms of secretory IgA 

response is crucial in preventing or clearing rotavirus infection (Franco et al. , 2006). 

Nevertheless, high serum lgG and/or lgA levels have been associated with protection 

against HRV infections in sorne studies (Franco et al. , 2006; Plotkin, 201 0). Here we 

determined for the first time that replicating but non disseminating AdVs used either 

alone or in combination with plasmid DNA in a prime-boost strategy are suitable 

vectors for immunogen delivery. We also showed that both the Ab and CMI 

responses to rotavirus were induced when using these vectors. This work lays the 

foundation for developing subunit vaccines against rotavirus infection, targeting more 

particularly the VP4L1::VP7 fusion protein, and to use the replicating but non 

disseminating adenovector system for mucosal administration to induce protective 

local immunity. Additional work is needed to determine the efficacy of this vaccine 

strategy in a rotavirus infection mode!. 
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3.1 Abstract 

The aim of this study was to determine whether flagellin in fusion with human 

rotavirus (HRV) structural proteins stimulates the innate immune response and 

enhances the HRV -specifie immune response when delivered through the intrarectal 

route with replicating but non disseminating adenovector (R-AdV). Salmonella 

typhimurium flagellin B (FljB) in fusion with HRV VP4~::VP7 protein induced IL­

l~ production in J774A.l macrophages exposed to the R-AdV. Intrarectal 

administration of R-AdVs expressing either VP4ô::VP7 or VP4ô::VP7::FljB in 

BALB/c mi ce resulted in HRV -specifie mixed Th l/Th2 immune responses. The 

HRV -specifie antibody response elicited with the use of R-AdV expressing 

VP4ô::VP7::FljB was higher than that with R-AdV expressing VP4~: : VP7. The 

results also show that the replication capability of R-AdV s contributed to enhance the 

HRV -specifie immune response as compared with that obtained with non-replicative 

AdVs. This work lays the foundation for using the R-AdV system and FljB­

adjuvanted formulation to elicit a mucosal immune response specifie to HRV. 

Keywords: rotavirus, replicating but non disseminating adenovectors, flagellin, 

adjuvant, fusion protein. 

-------------------------------------------------------------- ---- ----
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3.2 Introduction 

Unlike live-attenuated vaccmes, most killed pathogen- and subunit-based 

vaccines are inefficient at inducing optimal immune responses (Mishra et al. , 201 0; 

Silin et al., 2007). As a result, these vaccines general! y require the use of adjuvants to 

modulate and/or enhance the immune response to the administered immunogens 

(Reed et al. , 2009). Adjuvants are either vehicles that optimize immunogen delivery 

and presentation to the immune system (Reed et al., 2009; Sun et al. , 2009) or 

immunomodulating agents, such as cytokines and Toll-like receptor (TLR) ligands 

that activate the innate immune system (Reed et al., 2009). While vehicle-type (for 

instance Aluni and Squalene MF -59 ™) or immunomodulating [for instance 3-0-

desacyl-4'-monophosphoryl lipid A, (MLP)] adjuvants are extensively used in human 

vaccine formulations for systemic vaccination (Garcon et al. , 2011; Gosse! in et al. , 

2009; Plotkin, 2009; Reed et al., 2009; Silin et al. , 2007), there are no commercially 

available adjuvants for use in mucosal immunization (Silin et al., 2007). Therefore, 

development of novel adjuvants and delivery strategies is necessary in order to 

improve the efficacy of mucosal immunization (Belyakov et Ahlers, 2009). 

Previous studies have shown the potency of flagellin as both a systemic and 

mucosal adjuvant when either mixed or fused to an immunogen (Bates et al., 2011 ; 

Delaney et al. , 2010; Girard et al., 2011; Lee et al., 2006; Pino et al., 2005 ; Salman et 

al. , 2009; Sruii et al. , 20 11 ; Takata et al., 2006; Taylor et al. , 2011; Yamamoto et al., 

20 1 0). Flagellin, a structural prote in of the flagellar filament of Gram-negative and of 

a few Gram-positive bacteria possesses highly conserved domains across bacterial 

species (Y onekura et al., 2005). Consistent! y, an adj uvant effect has been described in 

flagellins derived from Salmonella typhimurium (FljB or FliC) (Bates et al., 2011; 

Delaney et al., 201 0; Girard et al., 20 Il ; Pino et al., 2005; Sai man et al., 2009; Sarti 



105 

et al., 2011; Takata et al., 2006; Taylor et al., 2011 ; Yamamoto et al. , 201 0), 

Legionella pneumophila (FlaA) (Xu et al. , 2011), Listeria monocytogenes (FlaA) 

(Schulke et al., 2011) and Vibrio vulnificus (FlaB) (Lee et al., 2006). 

Flagellin exerts its adjuvant effect by activating the innate immune system 

through binding to TLR5 expressed at the surface of a variety of cells including 

dendritic cells, macrophages and enterocytes (Miao et al., 2007). The flagellin-TLR5 

binding initiates an immune cascade through intracellular signaling which results in 

translocation of the NF-KB transcription factor to the nucleus and then activation of 

genes encoding pro-inflammatory cytokines such as interleukin-6 (IL-6), IL-8 and/or 

tumor-necrosis-factor-a (TNF-a), (Gewirtz et al. , 2001a; Rhee et al., 2004). Flagellin 

can also bind the ICE protease-activating factor (IPAF; also known as CARD12 or 

NLRC4), a member of the intracellular Nod-like receptor (NLR) family (Miao et al. , 

2007). In macrophages, binding of flagellin to IP AF induces caspase-1 cleavage 

leading to secretion of the pro-inflammatory cytokines IL-l~ and IL-18 (Lightfield et 

al. , 2008; Miao et al. , 2007). To date, flagellin ' s adjuvant property when delivered 

intracellularly has been demonstrated in only two studies where plasmid DNA 

(Applequist et al. , 2005) or recombinant vesicular stomatitis virus (VSV) (Ahmed et 

al. , 201 0) were used as vaccine vectors . 

Human rotavirus (HRV) is recognized as being one of the most important 

infectious agents causing severe dehydrating diarrhea in infants and young children 

(Soares-Weiser et al. , 2010). It has been estimated that rotavirus infection is 

responsible for about 500,000 deaths annually, mostly in developing countries (Chen 

et al. , 2012b). Although a viremic state may occur, HRV is primarily found in the 

intestinal tract due to infection of enterocytes in the small intestine (Blutt et al. , 2003). 

The mature, triple-layered icosahedral virus particle has two surface structural 

proteins, termed VP4 and VP7, which have been selected by many investigators to 

serve as candidate immunogens for the development of subunit vaccines against HRV 
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(Choi et al. , 1998; Qiao et al., 2009; Wigdorovitz et al., 2004). These proteins are 

involved in HRV cell binding and entry (Pesavento et al., 2006) and contain the 

major epitopes for the induction of neutralizing antibodies (NAbs) in a virus-exposed 

host (Franco et al., 2006). These Nabs account for viral clearance although the cell­

mediated immune (CMI) response may also play a role in eliminating the virus 

(Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0). 

In a recent study, we reported on the potential use of replicating but non 

disseminating adenovector (R-AdV) encoding VP4~ (àmino acids 1-336 of VP4 

containing NAb-inducing epitopes) in fusion with VP7 (termed VP4~::VP7) to serve 

as a subunit vaccine (Girard et al. , 2013). This AdV is based on a replication­

competent platform consisting of a human adenovirus type 5 genome with a deletion 

in the protease (PS) gene (Oualikene et al., 2000), the product of which is necessary 

for viral assembly (Russell, 2009). In the absence of the PS gene, the Ad V replicates 

its DNA normally in infected cells but fails to form infectious particles, thus 

preventing its dissemination within the host environment (Oualikene et al. , 2000; 

Russell, 2009). 

In this study, we report for the first time the adjuvant effect of S. typhimurium 

f1agellin (FljB) when fused to VP4~::VP7 and delivered by R-AdV through the 

intrarectal route in BALB/c mice. The results showed that this vaccine strategy 

induced a HRV -specifie an ibody (Ab) response both systemically and locally in the 

small intestine. We also show that the replicative property of the R-AdV was 

essential to induce mucosal immunity in the intestine. 
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3.3 Material and methods 

3.3.1 Cell cultures 

The human alveolar adenocarcinoma A549 and embryonic kidney 293 A 

(HEK 293A) cell !ines and simian epithelial kidney MA 104 cells were maintained in 
' 

Dulbecco minimal essential medium (DMEM; Invitrogen, Carlsbad, CA) 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, PAA Laboratories, Etobicoke, ON, 

Canada). The 293-PS-CymR cellline, a clone derived from the HEK 293A cells, was 

propagated as previously described (Mullick et al., 2006; Oualikene et al., 2000). 

J774A.1 macrophage-like cells (TIB-67, American Type Culture Collection, 

Manassas, V A, USA) were maintained in RPMI 1640 medium (Invitrogen) 

supplemented with 10 % FBS. All cell li nes were cultured at 3 7°C in a humidified 

atmosphere of 5% C02. 

3.3.2 Recombinant adenoviruses 

R-AdVs expressing GFP or VP4~::VP7 of the HRV Wa strain have been 

described (Girard et al., 2013 ). Salmonella enter ica serovar typhimurium SL1344 

strain FljB- (GenBank accession no. NCO 16810.1) encoding gene was optimized for 

codon usage like the VP4~::VP7 encoding sequence to ensure optimal expression in 

mammalian cells, and was synthesized through commercial services (GeneArt, 

Regensburg, Germany). FljB- and VP4~ :; VP7-FljB- ncoding sequences were first 

subcloned into the Bgl II restriction site of the modified shuttle vector pAdenoVator­

CMV5(CuO)-IRES-E1A (Girard et al. , 2013; Roques et al., 2013). The various R­

AdVs (AdV ~PS-Cu0-transgene-IRES-E1A) were generated as described (Girard et 

al. , 2013) using the AdEasy system (MP Biomedicals) and the AdV ~PS backbone 

according to .the manufacturer's protocol. Replicative-defective adenovectors (RD­

AdVs) encoding VP4~ :: VP7-FljB were generated using the AdEasy system (MP 
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Biomedicals) consisting of the shuttle vector pAdeno Vator-CMV5-IRES-GFP and an 

adenovirus genomic backbone containing a functional PS-encoding gene. 

R-AdVs and RD-AdVs were propagated in the 293-PS-CymR complementing 

cell line and in HEK 293A cells, respectively. Both types of AdV were produced at 

high titers and purified by double cesium chloride (CsCl) gradient (Bourbeau et al. , 

2007). 

3.3.3 Protein expression 

Protein expression from the generated AdV was monitored in A549 cells that 

were plated in six-weil plates at a density of 5 x 105 cells per weil and transduced 

with each recombinant AdV at various multiplicities of infection (MOI). After an 

incubation time of 48 h, whole cell protein extracts were prepared (Gomez Corredor 

et Archambault, 2009) and stored at -80°C until further use. FljB expression was 

monitored in J774A.1 cells transduced with each R-AdV and RD-AdV at an MOI of 

250. After 24 h of incubation, who le ce il prote in extracts were prepared as above. 

For each sample, 50 ~g of whole cell protein ex tracts were electrophoretically 

separated onto 12% sodium-dodecyl-sulfate (SDS)-polyacrylamide gels and 

transferred onto nitrocellulose membranes (Bio-Rad). Membranes were saturated 

overnight at room temperature with a phosphate buffered salt solution (pH 7.3) (PBS) 

containing Tween 20 (0 .05 % v/v) (PBS-T) and 5% (w/v) powdered skimmed milk. 

Membranes were then exposed for 1 h to a 1:10,000 dilution in PBS-T of either rabbit 

anti-FljB polyclonal Abs (Girard et al. , 2011 ), mouse anti- 1 A monoclonal Abs 

(Millipore, Billerica, MA, USA) or mouse anti-glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) monoclonal Abs (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Horse-radish peroxydase (HRP)-coupled goat anti-rabbit-IgG (1: 10,000) or HRP­

coupled goat anti-mouse-IgG (1: 1 0,000) (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, 

CA, USA) added for 1 h at room temperature served as secondary Abs. The signal 
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was detected by enhanced chemiluminescence (Perkin-Elmer, Boston, MA, USA) as 

described (Girard et al., 2013). 

To determine the immunomodulatory effect of FljB expression in transduced 

J774A.l cells, culture supernatants were harvested for IL-l p production as measured 

by ELISA using the BD OptEIATM mouse set (BD Biosciences, Mississauga, ON, 

Canada). The experiment was repeated three times. 

3.3.4 Rotavirus production 

The human rotavirus (HRV) Wa strain was propagated in MA104 cells as 

described (Gray et Desselberger, 2000). The virus was purified using CsCl gradients 

(Gray et Desselberger, 2000) and titered using a focus fluorescent unit assay (FFU) 

(Coulson et Masendycz, 1990). Virus concentration was calculated using the equation 

OD260 x dilution factor x 185 11g/ml (Gray et Desselberger, 2000). 

3.3.5 In vivo studies in mice 

Six-week-old female BALB/c mice were purchased from Charles River (St­

Constant, QC, Canada). All experiments in mice were approved by the University of 

Québec at Montréal 's Institutional Animal Protection Committee, in accordance with 

the ru les and regulations of the Canadian Council for Animal Care. 

3.3.5.1 Intrarectal administration 

Mi ce were fasted for 8 h prior to the intrarectal administration of 1 00 111 per 

dose per animal. The procedure was carried out under anaesthesia- with isoflurane 

(Fisher Scientific, Ville St-Laurent, QC, Canada) using a polyethylene catheter 

(PE20) introduced up to a distance of 4 cm from the anus. Animais remained in a 

supine position for 2 min with the head facing upwards (at a 45° angle) in order to 

achieve optimal distribution of the inoculum in the administration site and to impede 
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its immediate return. The sedated animais were thereafter placed in their cages with 

free access to water and food . 

3.3.5.2 Intrarectal immunization of mice with AdVs and sample collection 

Four groups of eight mice were treated with the respective AdV (1 x 108 

TCID50 per dose) on day 0 and on day 21 post-primary immunization (PPI) through 

the intrarectal route. The control group received R-AdV expressing GFP. Mi ce of the 

second and third groups were immunized with R-AdV expressing either VP4fl::VP7 

or VP4fl::VP7::FljB, respectively. Mice of a fourth group received RD-AdV 

encoding VP4~::VP7::FljB. Mice were euthanized on day 42 PPI. Mice were 

anesthesized with isoflurane, and blood was collected from each of the mice by 

cardiac puncture. Following clotting, samples were centrifuged (600 xg at room 

temperature for 10 min) and the resulting sera were stored at -20 oc until further 

analysis for HRV-specific Ab determination. 

Small intestines were removed and washed with 5 ml of cold washing buffer 

(PBS, 25 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, Sigma-Aldrich), 1% bovine 

serum albumin (BSA, Fisher Scientific) and complete protease inhibitor cocktail 

(Roche, Laval, QC, Canada)) (Girard et al. , 2011 ). Intestinal contents were 

centrifuged (3 ,500 x g) at 4 °C for 15 min and the collected supernatant fluids were 

stored at -80°C un til HR V -specifie Ab determinations could be made. 

For analysis of the HRV -specifie lymphoproliferative response used as a 

corre1ate of CMI, spleens were collected aseptically and their mononuclear cell 

content isolated using standard methods (Girard et al. , 2013 ). 

3.3.6 Indirect ELISA 

The presence of anti-FijB or anti-HRV Abs ·in mouse serum or intestinal 

washes was determined by an indirect ELISA. Wells of 96-well ELISA plates (Fisher 

Scientific) were each coated with 1 flg recombinant FljB produced in bacteria 
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(Bergeron-Sandoval et al. , 2011) or with 1 ng UV -inactivated (Caballero et al. , 2004) 

CsCl-purified HRV, each diluted in 100 mM carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) to 

a final volume of 100 ~1. Following overnight incubation at 4 °C, plates were washed 

four times with PBS-T and blocked with 150 ~1 of PBS-T containing 1% (w/v) BSA 

(PSB-T-BSA) for 1 hat 37°C. Serum or intestinal wash samples diluted 1:100 or 1:2, 

respective! y, were added into wells (1 00 ~1 per well , two wells per dilution) and 

incubated for 2 hat 37°C. Plates were washed as described above and the presence of 

bound Abs was detected using horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti­

mouse IgG (HRP-IgG) diluted 1:20,000 in PBS-T-BSA or HRP-conjugated goat anti­

mouse lgG 1 (1: 10,000), lgG2a (1 :5,000) or lgA (1 :5,000) (Santa Cruz 

Biotechnologies). The presence of HRP-coupled secondary Abs was detected by 

adding 100 ~1 3,3' ,5 ,5'-tetramethyl-benzidine (TMB, Sigma-Aldrich) per weil. 

Reaction development was stopped after 30 min by adding 50 ~1 of 1 M H2S04. 

Optical density (OD) was determined at 450 nrn using a Tecan Infi nite M1000 multi­

well plate reader (Tecan Group Ltd, Mannedorf, Switzerland). The assay was 

repeated three times in independent tests for each animal in each of the groups. 

3.3. 7 Rota virus neutralization assay 

The presence of rotavirus-specific NAbs in mouse sera was determined using 

a modification of the method described by Coulson and Masendycz (Coulson et 

Masendycz, 1990; Kovacs-Nolan et Mine, 2006). Briefl y, sera were inactivated at 

56°C fo r 30 min before testing. Seriai two-fold dil utions in DMEM (starting at 1 :8) of 

each serum sample were mixed with an equal volume of the rotavirus supplemented 

with 5 ~g/ ml of porcine pancreatic trypsin, fo llowed by an incubation at 37°C for 1 h. 

The serum-virus mixture (25 ~1 per well containing 250 FFU of virus) was then used 

to inoculate duplicate cultures of MA 104 cells in 96-well tissue culture plates fo r 96 h. 

For each weil, cytopathic effect was evaluated and compared to MA104 cells 

inoculated with the virus and treated with control serum of mice immunized with 
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GFP. NAb titers were expressed as the log2 of the reciprocal of the last serum dilution 

with no cytopathic effect. The neutralization assays were repeated twice. 

3.3.8 Spleen lymphocyte proliferation assay 

The spleen lymphocyte proliferation assay was performed as previous1y 

described (Girard et al., 2013). Briefly, quadrup1icate cell cultures plated in 96-well 

plates were treated with either UV-inactivated purified rotavirus (200 ng/ml), FljB (1 

llg/ml), Concanavalin A (Con A, Sigma-Aldrich) (1.5 11g/ml) used as a control of 

lymphocyte functional activity, or cell culture medium (control cell cultures). The 

cells were incubated for a total of 72 h at 37°C. Cells were pulsed with 0.5 11Ci of 

tritiated thymidine (specifie activity, 6.7 Ci/mmol ; Perkin Elmer, Woodbridge, ON, 

Canada) for 24 h prior to harvesting on a Wallac silica membrane (Perkin Elmer). 

The bound radioactivity was measured using the Wallac Microbeta 1450 Tri1ux liquid 

scintillation counter (Perkin Elmer). The lymphoproliferative response was expressed 

by calculating the stimulation index (SI) which represents the ratio of the mean 

counts per minute (CPM) incorporated by the antigen-containing cell cultures to the 

mean CPM incorporated by the control cell cultures. 

3.3.9 Analysis of colonie innate immunity in intrarectally inoculated mice 

Mice were subdivided into seven groups of six mice and were inoculated 

intrarectally on day O. Mice of the first group were given PBS alone and served as 

negative control animais. Four other groups received 1 x 108 TC ID 50 of R-AdV s 

encoding either GFP-, FljB-, VP4~ : :VP7- or VP4~::VP7 :: FljB. Mice of the sixth 

group received 1 x 108 TCID50 of RD-AdV encoding VP4~::VP7::FljB. Mice of the 

seventh group were treated with 25 mg/ml 2,4,6 trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS, 

Sigma Aldrich) diluted in 40% ethanol (vol/vol) to a final volume of 100 111. 

Animais were weighed and monitored daily for the presence of clinical signs 

of pi1oerection, immobility, diarrhea and/or rectal bleeding. Mice were euthanized 48 
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h after treatment. Colons were removed and washed with 5 ml of the cold washing 

buffer described above. Colons were taken for homogeniZlation in 1 ml of lysis buffer 

(PBS, 25 mM EDT A and complete protease inhibitor cocktail). Homogenates were 

centrifuged (3 ,500 xg) at 4°C for 15 min and supernatants were stored at -80°C. IL-l~ 

concentration was measured as above. 

3.3.10 Statistical analysis 

One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey ' s post-test were carried 

out for statistical comparisons between multiple groups using GraphPad Prism 

software (Windows Version 5.0, Graphpad Software, Lajolla, CA, USA). 

Significance was set at P < 0.05 . 
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3.4 Results 

3.4.1 Protein expression from adenovectors 

Sequences encoding FljB and VP4L'l: :VP7::FljB were inserted each into the R­

AdV genome. Similarly, sequences coding for GFP and VP4L'l: :VP7 ::FljB were 

inserted each into the RD-AdV genome. Expression ofHRV proteins by Western blot 

(WB) using either anti-VP4 or anti-VP7 Abs were observed in A549 cells infected 

with the VP4L'l::VP7- (Girard et al. , 2013) and VP4L'l ::VP7::FljB-expressing AdV 

used at an MOI of 100. Molecular weights (MW) of the expressed proteins were as 

predicted for the corresponding genes (data not shown). 

The WB procedure was also carried out using FljB-specific rabbit antiserum. 

As shawn in Fig. 3.1A, positive expression signais were obtained from J774A.1 

macrophages infected with FljB- (Jane 3) or VP4t-.::VP7::FljB- (Jane 5) expressing R­

AdVs used at an MOI of 250. No signal was observed from cells infected with either 

GFP- or VP4L'l::VP7-expressing R-AdV (lanes 2 and 4, respectively). As expected, 

the 38 kDa and 40 kDa ElA gene products that allow adenovirus DNA replication in 

infected ce Ils (Bourbeau et al. , 2007) were detected in the cellular ex tracts of R-Ad V­

infected 177 4A.l ce Ils for each construct (Fig. 3.1 A, lanes 2-5). Wh en the assay was 

performed in macrophage cells infected with the VP4L'l::VP7::FljB-expressing RD­

AdV used at MOis of either 250 or 1000, a positive FljB signal was observed only 

with the latter MOI (Fig. 3.1A, Jane 7). Similar discrepancy in express ion levels of 

VP4L'l ::VP7: :FljB from RD-AdVs used at various MOis was also observed in A549 

ce lis (Fig. 3.1 B, lanes 6-9). 
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3.4.2 FljB and VP4ô::VP7::FijB expressed in J774A.l macroph'ages induces 

· IL-lP secretion 

To determine a possible activation of the innate Immune system by FljB 

expressed intracellularly, IL-l~ production was monitored in supernatant fluids of 

J774A.l cells infected for 24 h with either R-AdVs (expressing GFP, FljB, 

VP4L\::VP7 and VP4L\::VP7::FljB), or RD-AdVs (expressing GFP and 

VP4L\: :VP7:: FljB). As shown in Fig. 3.1C, expression ofGFP or VP4L\::VP7 from R­

AdVs correlated with low and comparable levels of IL-l~ . RD-AdV expressing GFP 

did not induce the production of detectable IL-l~- In contrast, expression of FljB used 

either al one or as a fusion protein with VP4L\ and VP7 induced high IL-l~ production 

by J774A.l macrophages using either R-AdV or RD-AdV as delivery systems. 

However the FljB fusion to HRV proteins in the R-AdV system resulted in a lower 

IL-l~ leve! of secretion when compared to FljB al one. Despite differences in 

VP4L\::VP7::FljB protein expression due to the AdV system employed (Fig. 3.1 B), 

levels of secreted IL-l~ by macrophages transduced with either of the AdV types 

were nearly comparable although they were statistically different. Increasing the RD­

AdV MOI from 250 to 1000 did not enhance the IL-l~ leve! in transduced 

macrophages. 

3.4.3 FljB fusion with VP4ô::VP7 enhances antibody (Ab) response to HRV 

when using R-AdV inoculated through the intrarectal route 

HRV -specifie Ab responses were investigated by indirect ELISA ( using CsCl­

purified, UV -inactivated HRV as substrate antigen) in sera and intestinal washes ' 

collected on day 42 PPI from individual BALB/c mice intrarectally immunized with 

R-AdV-delivered antigens (namely GFP, VP4L\::VP7 or VP4L\::VP7::FljB) (Fig. 3.2 

and 3.3). Mice receiving R-AdV expressing VP4L\::VP7 through the intrarectal route 

mounted both systemic (serum) and mucosal (intestine) Ab responses (Fig. 3.2 and 

3.3). The use of R-AdV expressing VP4L\ ::VP7::FljB significantly increased the 
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HRV -specifie Ab responses in terms of serum IgG (Fig. 3 .2A), serum lgA (Fig. 3 .2B) 

and intestinal IgA (Fig. 3.3) levels when compared to those obtained with the use of 

R-AdV expressing VP4~::VP7 . These results correlated with the levels of HRV 

NAbs in sera from mi ce of both groups (Fig. 3 .2E). 

HRV -specifie serum Abs were further analysed by lgG isotyping. High levels 

of HRV-specific IgGl and IgG2a were detected in mice immunized with R-AdV 

expressing VP4~ ::VP7 or VP4~::VP7::FljB when compared to animais receiving 

GFP as control antigen (Fig. 3.2C and 0). Although no differences between both 

animal groups were observed in anti-BRV IgG 1 production, the addition of FljB to 

the HRV immunogens increased the leve! of anti-HRV IgG2a (Fig. 3.20). 

Although the FljB fusion to VP4~::VP7 increased the HRV-specific Ab 

response, it did not impact the HRV -specifie spleen lymphoproliferative response 

(Fig. 3.4). The R-AdV-VP4~ :: VP7- and R-AdV-VP4~: :VP7 :: FljB-treated groups of 

mice showed low and similar lymphocyte response to HRV stimulation with 

respective mean SI values of 1.55 (± 0.2) and 1.73 (± 0.2), whereas the control group 

ofmice given R-AdV GFP showed no HRV-specific lymphocyte activity at ail. Mice 

of ali groups of mice showed robust spleen lymphocyte polyclonal activation to Con 

A stimulation (data not shown). 

3.4.4 Replicating but non disseminating AdV (R-AdV) is more efficient than 

replication-defective AdV (RD-AdV) in inducing an immune response 

specifie to VP4A::VP7::FljB 

In addition to the group of mice intrarectally immunized with R-AdV 

expressing VP4~::VP7 ::F ljB , mice of an additional group were treated with the same 

dose ofRD-AdV also expressing VP4~::VP7::FljB. Higher serum HRV-specific total 

IgG (Fig. 3.2A), IgG2a (Fig. 3.20) and NAb (Fig, 3.2E) levels were obtained in mice 
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immunized with the R-AdVs when compared to those obtained with RD-AdVs. The 

RD-AdV system did not significantly induce the production of anti-HRV IgG 1 (Fig. 

3.2C) and IgA in serum (Fig. 3.2B) or IgA in the intestinal washes (Fig. 3.3) when 

compared to the R-AdV system, nor did it induce detectable HRV -specifie spleen 

lymphoproliferative response in immunized mice (Fig. 3.4). 

3.4.5 Adenovectors expressing VP4i\::VP7::FljB induce immune responses 

specifie to FljB 

VP4~::VP7::FljB either delivered with R-AdV or RD-AdV induced the 

production of anti-FljB IgG in sera from intrarectally immunized mice (Fig. 3.5A). 

The highest Ab levels were obtained using the R-AdV system. Although significant 

levels of FljB-specific serum and intestinal IgA were detected in mice immunized 

with R-AdV, no FljB-specific IgAs were detected in mice which received RD-AdV 

(Fig 3.5A). 

The lymphoproliferative response to FljB was also evaluated in splenic 

leukocytes collected from individual mice. As shown in Fig. 3.5B, mice of the R­

AdV-VP4~: : VP7: :FljB-treated group developed a significant lymphocyte response to 

FljB stimulation with a mean SI of 3.76 ± 1.67. In contrast, mice of the RD-AdV­

VP4~::VP7::FljB-treated group did not show FljB-specific lymphocyte activity with 

a mean SI of 2.04 (± 0.26) that was comparable to the mean SI of 1. 7 (± 0.19) 

observed in mice of the control group treated with R-AdV -GFP. 

3.4.6 FljB and VP4i\::VP7::FljB delivered intrarectally by adenovectors do 

not induce colonie inflammatory cytokine production 

During the immunization procedure, a few mice receiving R-AdV or RD-AdV 

expressing VP4~: :VP7 : : F ljB developed overt signs of piloerection and immobi lity 

from 24 to 72 h following intrarectal administration, suggesting an inflammatory state 
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(Ruyssers et al., 2009). Since the infection of J774A.l cells with either R-AdV or 

RD-AdV was found to induce the secretion of IL-l~ in vitro (Fig. 3.1 C), we asked 

whether FljB expression might be responsible for the observed signs of inflammation. 

Accordingly, mice were inoculated intrarectally with R-AdV expressing GFP, FljB, 

VP4~::VP7, VP4~::VP7::FljB or RD-AdV expressing VP4~::VP7: : FljB . Mice of 

two other groups received PBS (negative control) or TNBS, a known pro­

inflammatory agent used a positive control of inflammation (Bai et al., 201 0), 

respectively. As expected, the TNBS treatment resulted in a significant reduction in 

body weight (Fig. 3.6A). Moreover, ali mice receiving TNBS showed extemal signs 

of piloerection and immobility from 6 h following treatment in comparison to a 

fraction of animais from groups receiving FljB. These clinical observations are 

consistent with the results obtained from the analysis of colonie tissue homogenates 

48 h following treatment that showed enhanced production of IL-l~ (Fig. 3.6B), IL-6 

and TNF-a (data not shown) in mice of the TNBS-treated group when compared to 

ali the other groups of mice. Mice of the latter groups showed comparable quanti ti es 

of IL-l~' although a significant increase was observed in mi ce of the R-Ad V­

VP4~::VP7::FljB group when compared to that seen in mice receiving either PBS or 

the VP4~ ::VP7::FljB-expressing RD-AdV. 
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Figure 3.1 Expression of FljB constructs in mammalian cells through replicating 
but non disseminating AdV (R-AdV) or replicative-defective AdV (RD-AdV) 
delivery systems. 
Total cell proteins (50 11g) were separated on 15% SDS-polyacrylamide gels, 
electroblotted onto a nitrocellulose membrane, and probed with FljB-specific, or 
adenovirus ElA gene products-specific antibodies. Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) immunostaining was used as a loading control. The 
molecular masses of the expressed pro teins are indicated in the central margin. Panel 
A: Expression of FljB or adenovirus type 5 ElA gene products were detected by 
western blot assays with total cell protein extracts of J774A.l cells infected with AdV 
encoding the appropria te constructs. Mock infected or J774A.l ce lis (Jane 1) infected 
with R-Ad-GFP construct (Jane 2) were used as control. Panel B: Expression of 
VP4~: :VP7 : :FljB was detected by western blot assays with protein extracts of A549 
cells transduced with R-AdV or RD-AdV at different MOI during 48 h. Non-infected 
cells (MOCK) and cells transduced with R-AdV -GFP were used as negative control. 
Panel C: Production of IL-l p inflammatory cytokine was quantified by ELISA in 
J774A.1 macrophage culture supernatant fluids harvested after 24 h of infection with 
the different R-AdV or RD-AdV. Columns represent the mean value of IL-l p 
concentrations of three independent experiments (± standard deviation). Labelling of 
data with superscripts of different letters indicates significant differences between 
groups at P<0.05. 
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Figure 3.2 HRV-specific systemic antibody responses in mice immunized 
intrarectaly with constructs expressing HRV immunogens either individually or 
fused to FljB. 
Groups of mice were inoculated on day 0 with R-AdV expressing GFP, VP48.: :VP7 
or VP48.::VP7::FljB, or RD-AdV expressing VP48.::VP7. They were boosted on day 
21 post-primary immunization (PPI). Sera were collected from each mouse on day 42 
PPI for BRY-specifie antibody response. Levels of anti-HRV IgG (panel A), IgA 
(panel B), IgG 1 (panel C) and IgG2a (panel D) were evaluated by indirect ELISA. 
For each group of mice, columns represent the mean value of optical densities (± 
standard deviation). Panel E represents the mean of neutralization Ab titers (± 
standard deviation). Labelling of data with superscripts of different letters indicates 
significant differences between groups at P<0.05. 
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Figure 3.3 HRV-specific intestinal IgA response in mice immunized intrarectally 
with constructs expressing HRV immunogens either individually or fused to 
FljB .. 
Levels of anti-HRV IgA were evaluated by indirect ELISA in intestinal washes from 
each mouse of the groups described in the legend to Fig. 2, using purified HRV 
particles as antigen. For each group of mice, columns represen he mean alue of 
optical densities (± standard deviation). Labelling of data with superscripts of 
different letters indicates significant differences between groups at P<0.05. 
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Figure 3.4 HRV-specific lymphoproliferative response from mice spleen cells on 
day 42 post primary inmunization. 
Columns represent the mean stimulation index (SI) values (± standard deviation) 
obtained for groups described in the legend to Fig. 3.2. Labelling of data with 
superscripts of different letters indicates significant differences between groups at 
P<O.OS. 
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Figure 3.5 Systemic and intestinal immune responses specifie to FljB in mice 
immunized int arectally with constructs expressing HRV immunogens either 
fused or not to FljB. 
Sera and intestinal washes were collected from each mouse of the groups described in 
the legend to Fig. 2 on day 42 post primary immunization for FljB-specific antibody 
response that was evaluated by indirect ELISA. Panel A : Serum anti-FljB lgG levels, 
serum anti-F ij B IgA levels and intestinal anti-FljB lgA levels . For each group ofmice, 
columns represent the mean value of optical densities (± standard deviation). Panel B: 
F ljB-specific spleen white cell proliferative response. Columns represent the mean 
value of the SI(± standard deviation). Labelling of data with superscripts of different 
letters indicates significant differences between groups at P<O.OS . 
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Figure 3.6 Inflammation study in mice immunized intrarectally with R-AdV 
expressing GFP, FljB, VP4~::VP7, VP4â::VP7::FijB . or with RD-AdV 
expressing VP4â::VP7::FijB. 
Panel A: Evolution of mouse weight during 48 h post-intrarectal treatments. Mice of 
another group treated with TNBS served as the positive control group. The results 
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refer to the mean mouse weight percentage changes overtime. *** stands for P<O.Oül 
ano * stands for P<0.05 . Panel B: IL-lp production in colon homogenates, 48 h post 
intrarectal inoculations. Labelling of data with superscripts of different letters 
indicates significant differences between groups at P<0.05. 



128 

3.5 Discussion 

In the present study, we showed that R-AdVs expressing HRV immunogenss 

are suitable vaccine delivery vectors for intrarectal immunization as demonstrated by 

the induction of bath mucosal (intestinal) and systemic (serum) HRV-specific Ab 

responses. Using a number of immunogens including those derived from HRV, 

severa! studies demonstrated that protective immune responses are most efficiently 

mounted when induced by mucosal immunization (Belyakov et Ahlers, 2009; Liu et 

al. , 2005; Masan et al. , 2008; Neutra et Kozlowski, 2006; Silin et al. , 2007). Although 

induction of mucosal immunity in the intestine is crucial in preventing or clearing 

rotaviral infection, oral delivery of subunit vaccines remains a challenging 

immunization route in light of potential immunogen degradation following passage 

through the gastrointestinal tract (Lu gade et al. , 201 0; Plotkin, 2009; Si lin et al. , 2007) 

and/or development of immunogen-specific immunological tolerance (Masan et al. , 

2008 ; Simon et Kotloff, 2010). Intranasal administration of AdV (Liu et al. , 2005) or 

virus-like parti cie (VLP)-based vaccines (Blutt et al. , 2006b) were found to be more 

efficient in achieving protection against rotavirus infections in mice than oral 

administration. Complete protection can also be achieved in mice when using VLPs 

co-administered with cholera toxin through the intrarectal route (Parez et al. , 2006). 

Consistently, the present study supports the use of intrarectal immunization in order 

to generate an intestinal immunogen-specific immune response. Finally, when 

compared to the intranasal route, intrarectal administration of an AdV -based vaccine 

was also shown to generate a higher intestinal immunogen-specific immune response 

(Zhu et al. , 2008). Since AdVs, which are effective in gene transfer to epithelial cells, 

are susceptible to gastric acidic pH (Cheng et al., 2003), they may be a more suitable 

antigen delivery system for intrarectal than oral vaccination routes. 
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The effectiveness of replicating but disseminating AdVs has been .shown in 

vaccine studies (Peng et al. , 2005; Robert-Guroff, 2007). These vectors provide 

elements to stimulate innate immunity and to induce Ag-specifie Ab and CMI 

responses (Liu, 201 0; Robert-Guroff, 2007). However, safety is the major concem of 

using disseminating AdVs (Plotkin, 2009). In this study, dissemination was not 

possible, as the replication-competent platform used is a mutant AdV with a deletion 

in the PS gene (Oualikene et al. , 2000). 

Using an identical R-AdV system as reported herein, Bourbeau et al. 

demonstrated that AdV genome replication, enabled by the adenovirus early gene 

ElA, increased transgene expression as compared to non replicating AdV systems 

(Bourbeau et al. , 2007). Our results demonstrated that not only R-AdV increased 

VP4~: :VP7::FljB expression in vitro but also enhanced the immune response specifie 

to HRV in mice when compared to a first generation RD-AdV system. Discrepancy 

in Ag expression levels in vivo may not be the only explanation for this result. Indeed, 

the expression of ElA encoding sequence of R-AdV is known to further enhance the 

immune response by activating the innate immune system through Toll-like receptor 

(TLR)-dependent and independent pathways, resulting in enhanced type 1 interferon 

(IFN) production and, presumably, enhanced vaccine potency (Huarte et al. , 2006; 

Russell, 2009; Zhu et al. , 2007). 

In a prev10us study, we reported that systemic delivery of a R-AdV­

prime/plasmid DNA-boost vector regimen, based on the delivery of the VP4~: :VP7 

fusion protein, induced the production of HRV -specifie .fgG and IgA bearing 

neutralizing properties, as well as a virus-specifie CMI response. Mixed T1-d /T H2 

responses were also elicited as shown by the presence of anti-HRV lgG 1 and IgG2a 

isotypes (Girard et al. , 2013). Consistently, the R-AdV expressing VP4~::VP7 used 

in this study also raised such HRV -specifie immune responses when delivered 

through the intrarectal route, in addition to anti-HRV lgA detected in intestinal 
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washes. Together, these correlates of immunity represent markers of protection 

against rotavirus infection (Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0). 

The adjuvant property of flagellin was reported by Ahmed et al. (20 1 0) who 

showed an increase in VSV-specific Abs following the administration of a VSV 

vector encoding S. typhimurium FliC flagellin (Ahmed et al. , 201 0). Another study 

also reported an increase of immunogen-specific serum IgA and IgG following the 

co-administration of plasmids encoding FliC and the immunogen, respectively 

(Applequist et al., 2005). Here we showed that intrarectal immunization with R-AdV 

expressing VP4~: :VP7::FljB resulted in an enhanced HRV-specific Ab response 

when compared to that using the VP4~ :: VP7-expressing R-AdV. This study is the 

first to report the adjuvant properties of FljB when fused to virally delivered 

Immunogens. 

Although flagellins are extensively used as adjuvants in immunization studies 

where the immunogens are delivered via either the systemic or mucosal (e.g oral and 

intranasal) routes (Cuadros et al., 2004; Huleatt et al. , 2007; Huleatt et al. , 2008 ; Pino 

et al. , 2005 ; Salman et al. , 2009; Sarti et al. , 2011 ), this study is the first to 

demonstrate the ir potential use through intrarectal delivery by Ad V s. This delivery 

strategy using R-AdVs expressing either VP4~::VP7 or VP4~::VP7::FljB elicited an 

Ag-specifie mixed TH liT H2 immune response characterized by the presence of a 

HRV -specifie CMI response, in addition to HRV -specifie IgG 1 and IgG2a production. 

Although Flj B increased serum anti-HRV total lgG, lgA, and IgG2a levels, it did not 

increase anti-HRV lgG 1 leve!. Such modulation of Ag-spec ifie IgG isotypes is in 

agreement with that observed in other studies reporting the use of bacterially­

expressed recombinant fl agellins for mucosal immunization (Girard et al. , 2011 ; Pino 

et al. , 2005 ; Salman et al. , 2009; Vicente-Suarez et al. , 2009). 

FljB used either alone or fused with VP4~ :: VP7 and delivered via R-AdV 

induced IL-l~ production in 177 4A. l macrophages. This activation of the innate 
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immune system IS more likely the mechanism underlying the FljB-associated 

adjuvant effect observed in this study. Production of IL-l p was previously shown in 

bone marrow derived macrophages infected with a retroviral vector expressing L. 

pneumophila FlaA, following NLR binding and, thereof, caspase-1 activation 

(Lightfield et al. , 2008). Other studies reported that FliC delivered intracellularly by 

plasmid DNA or a VSV vector induced maturation of human monocytes and 

dendritic cells, respectively (Ahmed et al. , 2010; Applequist et al., 2005). RD-AdV 

expressing FlaA from L. monocytogenes also induced maturation of human 

monocyte-derived dendritic cells (Tosch et al., 2009). Alternatively, FljB activation 

of TLR5 is another possible underlying mechanism as the VP4~::VP7::FljB protein 

may be secreted/released by infected cells and then recognized by TLR5-expressing 

cells present in the intestinal microenvironment (Miao et al., 2007). 

Intradermal administration of plasmid DNA expressing FliC in mice induced 

rapid acute local inflammation at the injection site, lasting seven days post­

inoculation (Applequist et al., 2005). In our study, a subset of animais showed 

clinical signs of inflammation following intrarectal administration of R-AdV or RD­

AdV. Although the in vitro study with J774A.l macrophages showed that R-AdV 

expressing FljB fused with HRV proteins activated the innate immune response, the 

levels of IL-l p were rather low in mo use colons 48 h following inoculation of these 

R-AdVs (Fig. 6) . This outcome can be regarded in a positive light as the induction of 

a too high degree of inflammation in colons that would result in the development of 

tissue lesions is undesirable. 

Detection of FljB-specific CMI and systemic/intestinal Ab responses · 

fo llowing two intrarectally administrations of R-AdV encoding VP4~::VP7::FljB is 

in agreement with the observed immune response to fl agell in fo llowing either natural 

infection with S. typhimurium (Alaniz et al. , 2006; Merrell et Falkow, 2004; Miao et 

al. , 2007) or intramuscular administration of flagellin-adjuvanted formulations 
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(Bergeron-Sandoval et al., 2011 ; Didierlaurent et al. , 2004; Huleatt et al. , 2007). In a 

previous study, we reported that no FljB-specific immune response was detected 

following the oral administration of plant-derived recombinant FljB mixed with 

ovalbumin (Girard et al. , 2011 ). This discrepancy may be attributed to the dose of 

flagellin/FljB used in conjunction with the immunization route and frequency of 

flagellin/FljB administration. Nevertheless one may argue that FljB-specific immune 

response observed here might hamper the subsequent use of this adjuvant. However, 

this concem is limited by the fact that pre-existing immunity to flagellin did not 

interfere with its adjuvant function when used with severa! antigens (Ben-Yedidia et 

Arnon, 1998; Honko et al., 2006). 

This study showed th at the R-Ad Vs are sui table vectors for HR V immunogen 

delivery through the intrarectal route. This immunization strategy engendered both 

HRV -specifie Ab and CMI responses following the administration of vectors 

expressing VP4~::VP7. Moreover, this study is the first report demonstrating the 

suitability of FljB-adjuvanted fusion protein as a perspective strategy to increase 

immunogen-specific Ab response following the immunogen delivery by R-AdVs. 

Although these observations lay the foundation for using the R-AdV system and 

immunogens fused with FljB for developing effective subunit vaccines against 

rotavirus, additional studies are needed to ascertain the protective effect of this 

immunization strategy in animais experimentally infected with HRV. 
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Ce chapitre présenté sous fom1e d'article scientifique a été accepté pour 

publication dans la revue Vaccine . La conception et la rédaction du manuscrit ont été 

faites par 1' auteur de cette thèse. La réalisation et 1 ' analyse des expériences ainsi que 

le montage des figures ont été réalisés par 1' auteur de cette thèse à 1' exception de la 

production de protéine recombinante dans les plantes transgéniques et des 

expériences d'analyse des lavages intestinaux de souris par la technique ELISA. Ces 

dernières expériences ont été réalisées par Wilfried Saron qui a aussi été impliqué 

dans les essais d'immunisations et reccueils des échantillons. Louis-Philippe 

Bergeron-Sandoval a développé le système d'expression de la flagelline 

recombinante dans les plantes transgéniques. Le Docteur Fathey Sarhan a supervisé la 

production de plantes trangéniques et a corrigé le manuscrit. Le Docteur Denis 

Archambault a participé à la conception des expériences, supervisé le projet et corrigé 

le manuscrit. Tous les auteurs ont discuté des résultats, révisé et approuvé le 

manuscrit final. La référence de cet article se retrouve à la fin de cette thése. 
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4.1 Abstract 

The aim of this study was to produce adjuvant with high biosafety, efficacy 

and low cost. Towards this goal, the plant Nicotiana benthamiana transient 

expression system was successfully used to express Salmonella typhimurium's 

flagellin (FljB). The yield of the expressed FljB was 280 mg per kg of fresh weight 

(FW) leaves. The lyophilized plant powder containing plant expressing FljB was 

mixed with ovalbumin (OV A) and used for oral immunization of BALB/c mice. The 

ELISA analysis showed higher and accelerated OVA-specific serum antibody 

responses in mice given the mixture when compared to animais receiving OVA alone. 

Furthermore, FljB elicited a mixed Thl/Th2 response as shown by the presence of 

specifie anti-OVA IgG 1, IgG2a and IgG2b isotypes. OVA-specific IgAs were also 

detected in mice given the mixture. Cell-mediated immune response to OV A was 

induced by FljB as determined by a spleen lymphocyte specifie proliferation test. No 

immune response was generated against FljB. In conclusion, our results showed for 

the first time the production of FljB in plants and the efficient use of the crude 

lyophilized extract as an adjuvant for oral immunization. 

Keywords: Flagellin, adjuvant, transgenic plant, oral immunization. 
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4.2 Introduction 

Although mucosal surfaces represent the mam entry for many infectious 

agents, the majority of commercial vaccines used to prevent these infectious diseases 

are administered through injections notably the vaccine against influenza and 

hepatitis A viruses (Plotkin, 2005). However, experimental systemic vaccines failed 

to generate protection against mucosal pathogens associated with chronic diseases 

such as human immunodeficiency virus 1 (HIV -1 ), herpes viruses, hepatitis C virus 

and Mycobacteria (Belyakov et Ahlers, 2009; Belyakov et al. , 2001 ; Kozlowski et al. , 

1997; Neutra et Kozlowski, 2006; Wang et al., 2004). These observations 

demonstrate the need of other strategies like mucosal immunization to achieve 

protection (Belyakov et Ahlers, 2009). Indeed, severa! studies demonstrated that 

protective mucosal responses are most efficient when induced by mucosal 

immunization compared to systemic administered vaccines (Belyakov et Ahlers, 2009; 

Masan et al., 2008 ; Neutra et Kozlowski, 2006; Silin et al. , 2007). In addition, 

mucosal vaccines have the ability to induce antibody production and cell-mediated 

immune (CMI) response at both systemic leve! and mucosal sites (Neutra et 

Kozlowski, 2006). 

Delivery of vaccmes by oral route has been considered for years in 

vaccinology research because of their capacity to trigger mucosal immunity and their 

ease of administration, without the use of needles that may cause unnecessary pàin 

and local infection in patients. In spite of these advantages, oral delivery remains a 

challenging immunization route because of possible antigen degradation in the 

gastrointestinal tract (Lugade et al. , 2010; Plotkin, 2009; Silin et al., 2007) and 

development of immune tolerance (Masan et al. , 2008; Simon et Kotloff, 201 0) . The 

intestinal mucosal immune system protects the body against infections but also 

against harmful immune responses caused by ingested foreign molecules which 
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otherwise can be immunogenic when introduced upon injection (Mowat et al. , 2004). 

It is weil known that orally administered non-pathogenic antigens induce tolerance 

that can inhibit subsequent systemic immune responses (Mowat, 2003 ; Mowat et al. , 

2004). 

Commercial oral vaccmes, such as polio and rotavirus vaccmes are 

exclusively composed of living attenuated organisms that replicate in the intestine 

(Bishop, 2009; Ehrenfeld et al. , 2009; Plotkin, 2009; Soares-Weiser et al. , 2010). 

However regain of virulence is a potential risk associated with live vaccines (Piotkin, 

2009). Thus, other approaches to develop oral vaccines with non-living pathogens are 

needed (Ehrenfeld et al. , 2009; Plotkin, 2009 ; Soares-Weiser et al. , 2010). Plants are 

considered an attractive production system for vaccines because of the ir low cost and 

the ease of large scale production (Oavoodi-Semiromi et al. , 2009). Moreover, plant­

based vaccine vectors do not represent any biosafety concerns since plant pathogens 

do not replicate in animal and humans (Daniell et al. , 2009; Granell et al. , 2010; 

Vezina et al., 2009). Considering these advantages, H5N1 influenza virus-like 

particles (VLPs) were produced in plants as an alternative to egg-based vaccine 

manufacturing. Clinicat trials indicate good safety profile and promising 

immunogenicity of such plant-produced VLPs in humans (Landry et al. , 201 0) . In 

addition, plant-based edible vaccines do not require protein purification, and are easy 

to store and deliver (Sala et al. , 2003). Despite these advantages, no plant-based 

vaccines are currently available for commercial purposes. 

Plant-based vaccines are defined as recombinant proteins produced in plants 

using either transient or stable expression technology (Daniell et al. , 2009; Vezina et 

al., 2009). In both systems, antigens are expressed in plant tissues from which they 

can be purified and processed for oral del ivery. The advantage of the transient 

expression system over stable transformation is the rapidity and low cost of 

production (Daniell et al. , 2009; Vezina et al. , 2009). This approach is suitable for 
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proof of concept experiments and the preliminary evaluation before moving to the 

time consuming stable transformation system. 

Unlike live-attenuated vaccines, most killed pathogen and new generation 

vaccines, such as subunit and plant-based vaccines, often Jack efficacy to induce 

optimal immune responses (Mishra et al., 201 0; Si lin et al., 2007). As a result, 

development of such vaccines require the use of adjuvant to modulate and/or enhance 

the immune response to antigens (Reed et al., 2009). Adjuvants are classified into two 

categories; the first is the vehicles (for example, mineral salts, emulsions, liposomes, 

virosomes, ISCOMs) that optimize antigen delivery and presentation to the immune 

system (Reed et al., 2009; Sun et al., 2009). The second is the immunomodulating 

agents for instance, Toll-like receptor (TLR) ligands, cytokines, bacterial toxins that 

enhance the immune response (Reed et al., 2009). Although the vehicle-type 

adjuvants such as Alum (aluminium hydroxide gel) and Squalene MF-59™ are 

extensively used in human vaccine formulation, no immunomodulating adjuvant has 

been approved for systemic vaccination in humans (Gasselin et al., 2009; Plotkin, 

2009; Reed et al., 2009; Silin et al., 2007). In addition, there is no adjuvant 

commercially available for mucosal vaccines (Silin et al. , 2007). Thus advances in 

new adjuvant and delivery strategies will greatly improve the efficacy of mucosal 

immunization (Belyakov et Ahlers, 2009). 

Among mucosalloral adj uvants are bacterial derivatives, namely the subunit B 

of cholera toxin (CTB) and the Escherichia coli (E. coli) thermolabile genetically 

modified toxin (L T) (Plotkin, 2009; Summerton et al. , 201 0). Plant lectins, sa po nin 

and TLR-ligands constitute other potential mucosal adjuvants (Cooper et al. , 2008; 

Granell et al., 201 0; Lavelle et al. , 200 1; Murad et Clay, 2009). Among the TLR­

ligand group is flagellin, a structural protein that forms the flagellar fi lament of 

Gram-negative bacteria (Y onekura et al., 2005). Flagellins possess highly conserved 

domains among Gram-negative bacteria species and constitute a Pathogen-Associated 
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Mo1ecular Pattern (PAMP) recognized by TLR5 expressed at the surface of epithelial 

and immune system cells (Miao et al., 2007). Binding of monomeric flagellin to 

TLR5 initiates an immune response and resu1ts in the translocation of the NF -KB 

transcription factor to the nucleus to transactivate genes encoding inflammatory 

cytokines such as interleukin-8 (IL-8), tumor-necrosis-factor-a (TNF -a), and IL-6, 

and chemoattractant CCL20 that recruits polymorphonuclear granulocytes to mucosal 

tissues such as the lung and intestine epithelia (Gewirtz et al., 2001 a; Rhee et al., 

2004). In addition, TLR5 ligation usually leads to OC maturation (IL-12 production 

and B7 expression (Pino et al. , 2005)) resulting in robust activation of Th1 immune 

responses (Means et al., 2003). Thus FljB links innate and adaptive immunity 

through TLR5 binding (Rhee et al., 2004; Rhee et al., 2006; Sierra et al., 2001). 

Mucosal adjuvant properties and efficacy of Salmonella typhimurium FljB 

were described in severa! studies (Bargieri et al., 201 0; Hanko et al. , 2006; Lee et al. , 

2006; Miao et al., 2007; Pino et al., 2005; Salman et al., 2009; Takata et al. , 2006), 

including those for the development of influenza vaccines using recombinant FljB 

prote in expressed in E. coli (Huleatt et al., 2008; Skountzou et al., 201 0; Song et al., 

2009). However, it is important to develop other methods with low cost and 

procedural simplicity to produce flagellin to use as adjuvant. Towards this goal, the 

plant transient expression system in Nicoliana benthamiana (tobacco) was used to 

produce FljB which was thereafter evaluated for its adjuvant potential. Systemic and 

mucosal specifie immune responses were monitored in mice following oral 

administration of ovalbumin, a madel antigen used in severa! studies (Huleatt et al., 

2007; Oliveira et al., 1998; Plebanski et al., 2010; Sun et al., 2010; Tincer et al., 

2011), and the lyophilized plant leaves expressing FljB as adjuvant. The adjuvant 

properties of plant-produced FljB were also compared with those of FljB produced in 

E. coli. 
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4.3 Material and methods 

4.3.1 Transient expression of FljB in Nicotiana benthamiana 

Nicotiana benthamiana plants were grown in growth chambers m a 1: 1: 1 

mixture of black earth, ProMix (Premier) and vermiculite, at a temperature regime of 

25°C day 1 21 oc night with a 16 h photoperiod. Two weeks after seeding, plantlets 

were potted individually and grown under the same conditions for two additional 

weeks. For transient expression assays, the pCambia1380 FljB and pCambia1380 

GFP (used as a negative control) plasmid constructs were used for Agrobacteria 

transformation as described with slight modifications (Bergeron-Sandoval et al., 

2011 ). Briefly, transformed Agrobacterium tumefaciens strain AGLl were grown in 

Luria Bertani (LB) medium containing ampicillin and kanamycin (Fisher Scientific, 

Ville St-Laurent, Qc, Canada) until they reached an 00(600 r~ml of 0.8. Agrobacteria 

suspensions were centrifuged (5000 x g, 10 min, 4°C) and resuspended in the 

infiltration medium [5g/L Murashige and Skoog Basal salt (Sigma-Aldrich, Oakville, 

ON, Canada), 10 mM 2-(N-morpholino)-ethane sulfonic acid, pH 5,6 (Sigma­

Aldrich), 200 f.lM acetosyringon, 58 mM sucrose] (Kane et al., 2007). These bacteria 

were mixed at a 1:1 ratio with a suspension of Agrobacteria carrying the P 19 

suppressor of post-transcriptional gene silencing in order to enhance transient 

express10n of the heterologous constructs (Kane et al., 2007). Following 

Agrobacteria infiltration through leaves, plants were grown for 7 days. Agrobacteria­

infiltrated plant leaves were harvested, frozen in liquid nitrogen, grounded into a fine 

powder using a mortar and pestle, lyophilized (Benchtop SLC; VirTis, Stone Ridge, 

NY, USA) and stored. Powder of crude lyophilized plant leaves, designated hereafter 

as plants expressing FljB or control (in the case of GFP) plants, was used in mouse 

immunization protocol. 
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4.3.2 Production and purification of recombinant FljB in E. coli 

For adjuvant comparison purposes, recombinant FljB was produced in E. coli 

and purified as previously described (Bergeron-Sandoval et al. , 2011). Briefly, FljB 

gene was cloned into pTrcHisB expression vector (Invitrogen, Carlsbad, ON, Canada) 

and proteins were purified on Ni-NT A-His-Bind® resin (Novagen, Madison, WI, 

USA) under denaturing conditions according to the manufacturer' s manual and as 

described elsewhere (McDermott et al. , 2000). Proteins were dialyzed against a 

phosphate-buffered saline solution (PBS, pH 7.3), and qualitatively evaluated by 

SOS-PAGE and immunoblotting using horseradish peroxidase (HRP)-coupled goat 

anti-His antibodies (Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Purified His-tagged FljB was 

quantified using a Lowry Protein Ass.ay (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada) and 

stored at -80°C until used. 

4.3.3 Characterization of recombinant FljB produced in plants and in E. coli 

For immunoblot analyses, both bacteria-expressed and plants expressing FljB 

proteins were separated on 12% SDS-polyacrylamide gels and transferred onto 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad). Blots were saturated with 

PBS-Tween 20 (0.05 %v/v) (PBS-T) containing 5% (w/v) powdered skimmed milk, 

and then incubâted at room temperature with rabbit anti-FljB antibodies (Bergeron­

Sandoval et al. , 2011) at a 1 :20,000 dilution. Detection of the proteins was performed 

using an HRP-coupled goat anti-rabbit-IgG antibody (1 : 1 0,000) and the HyGLO 

chemiluminescence HRP antibody detection reagent kit (Denville Scientific Inc. , 

Metuchen, NJ, USA). 

Quantity of FljB expressed in the infiltrated plants was estimated by 

immunoblot. Briefly immunoblots of different plant sample di lutions and known 

amounts of recombinant FljB proteins expressed in E. coli were analyzed by 

densitometry of the X-ray fi lms with the Quantity One software (Bio-Rad). The 
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stability of the FljB protein m lyophilized plant powder was determined by the 

functional antigenicity of the prote in using immunoblotting. 

4.3.4 Immunization of mice 

Animal protocols were approved by the University ' s Animal Protection 

Institutional Committee according to the regulations of the Canadian Council for 

Animal Care. Six-week-old female BALB/c mice were purchased from Charles River 

(St-Constant, QC, Canada) and assigned in five groups of eight individuals. Mice 

were immunized on days 0, 10, 20, 27, 34, and 41. Before immunization, mice were 

fasted for six hours with free access to water. Gastric acidity was neutralized by 

gavage using a blunt-ended probe with 100 jll of 4 % calcium carbonate 1 h before 

immunization (Rigano et al. , 2006). Each group of mice received by gavage one of 

the following immunization treatments : (i) Control (Ctrl) : PBS, 100 jll ; (ii) OV A 

(Grad III, Sigma-Aldrich): 100 jlg dissolved in 100 Ill PBS ; (iii) OVA-rFijB : OVA 

(1 00 jlg) and purified FljB (20 jlg) produced from E. coli dissolved in PBS to a final 

volume of 100 jll; (iv) OV A-Plant(FljB): OV A (1 00 jlg) and 6.1 mg of plants 

ex pressing FljB ( containing 20 jlg of FljB) adjusted to a final vo lume of 100 j.!l w ith 

PBS; and (v) OV A-Plant(Ctrl) : OV A (1 00 jlg) and 6.1 mg of lyophilized control 

plant powder adjusted with PBS to a final volume of 100 IlL Following the gavage 

procedure, mice were fasted 1 h with free access to water. 

4.3.5 Sample collection 

Blood samples were collected from the mandibular vem before antigen 

administration (day 0) and at days 10, 20, 27, 34, and 41 post primary immunization 

(PPI). At each time point serum samples were poo led for each group of mice. On day 

48 PPI, blood was obtained from cardiac blood puncture in mice under anaesthesia 

with isoflurane (Fisher Scientific). Following clotting, samples were centrifuged (600 

x g at room temperature for 10 min) and the resulting sera were stored at -20 °C until 
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analysis. Spleens were collected aseptically, crushed with a 5 ml sterile syringe piston 

for spleen cell separation. Red blood cell lysis was performed using 0.83% 

ammonium chloride buffer (Sigma-Aldrich). Small intestines were removed and 

washed with 5 ml of cold washing buffer [PBS, 25 mM ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA, Sigma-Aldrich), 1% bovine serum albumin (BSA, Fisher Scientific) and 

complete protease inhibitor cocktail (Roche, Laval, QC, Canada)] (Abdul-Wahid et 

Faubert, 2007). Intestinal contents were centrifuged at 3,500 xg, at 4°C for 15 min 

and supernatants were stored at -80°C. 

4.3.6 Indirect ELISA 

4.3.6.1 Serum anti-OV A and anti-FijB antibodies 

The pre~ence of serum OV A- and FljB-specific antibodies was evaluated by 

an indirect ELISA procedure. Wells of 96-well Costar ELISA plates (Fisher 

Scientific) were coated with 10 11g OVA per weil or 1 11g E. coli-expressed purified 

recombinant FljB diluted in 0.05 M carbonate-bicarbonate buffer (pH 9.6) to a final 

volume of 100 111. Following an overnight incubation at 4 °C, plates were washed 4 

times with PBS-T and then saturated with 150 111 of PBS-T with 1% BSA for 1 h at 

37°C. For anti-OVA lgG titration assay, 100 f.!l of two-fold seriai serum dilutions 

(made in PBS-T with 1% BSA) starting with a 1:8 dilution were added into wells 

(two wells per dilution) and incubated for 3 h at 3 7°C. For isotype detection of OV A­

specifie lgG 1, lgG2a, IgG2b, and IgA, sera were di lut d 1:100 and 100 f.!l of each 

dilution were added to wells for 3 hat 37°C. For detection ofFljB-specific IgGs, sera 

were diluted 1:8 and 100 ~-tl were incubated for 3 hat 37°C. 

Plates were washed as described above and HRP-conjugated goat anti-mouse 

total IgGs (HRP-IgG) diluted 1 :20,000 in PBS-T containing 1% BSA or HRP­

conjugated goat anti-mouse IgG 1 (1: 1 0,000), lgG2a ( 1 :5,000), lgG2b( 1 :5,000), or 

lgA (1 :5 ,000) (Santa Cruz Biotechnologies, Santa Cruz, CA, USA) were added for 1 
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h at 3 7°C. Plates were washed and HRP signal was detected by adding 100 f.Û 3, 3 ' , 

5,5'-tetramethyl-benzidine (TMB, Sigma-Aldrich) per weil. Reaction was stopped 

after 30 minutes at room temperature by adding 50 f.Û 1 M H2S04 to each weil, and 

optical density (OD) was determined at 450 nm (using Tecan Infinite M1000 reader, 

Tecan Group Ltd, Mannedorf, Switzerland). For titration assay, the end titers of each 

pooled or, where indicated, individual serum samples were determined as the last 

dilution of sample giving a mean OD superior to two-fold the mean OD obtained 

from negative control mouse serum. For isotype detection assay, results were 

expressed as the mean OD ofthree independent tests for each group ofmice. 

4.3.6.2 Intestinal OV A and FljB-specific antibodies 

Presence of ovalbumin- or FljB-specific IgGs and IgAs in individual mouse 

intestinal wash was analysed by indirect ELISA. Coating, washing and blocking steps 

were performed as described above. A l :2 dilution of intestinal wash ( 100 f.ll) was 

used and incubated for 3 h at 3 7°C. Al·! sam pies were run in duplicates. Plates were 

washed and HRP-conjugated secondary goat anti-mouse IgG (1:20,000) and IgA 

an ti bodies (1: 1 ,000) were added for 1 h at 3 7°C. The assay was repeated three times. 

A blank (two wells for each sample) was performed in the same condition on the 

same plate for which OVA or FljB proteins were replaced by BSA (10 f.lg per weil) in 

the coating buffer. The results were expressed as corrected mean OD values after 

subtracting the blank. 

4.3. 7 Spleen lymphocyte proliferation assay 

Spleen white cells from each mouse were suspended in RPMI cell culture 

medium (Invitrogen) supplemented with penicillin (1 00 U/ml)/streptomycin ( 100 

ug/ml) (Invitrogen), 10% fetal bovine serum (FBS, P AA Laboratories Inc ., Etobicoke, 

ON,Canada), 0.05 mM ~-mercaptoethanol (Fisher Scientific) and 10 mM 4-(2-

hydroxyethyl)- 1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES, Invitrogen), and seeded in 
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each weil of 96-well plates at a concentration of 4.0 x 105 cells per weil. 

Quadruplicate wells received either OVA (1 0 flg/ml), recombinant FljB (5 f.Lgfml) , 

Concanavalin A (Con A, Sigma-Aldrich) (1.5 f.Lgfml) used as a positive control of 

lymphocyte functional activity, or cell culture medium (control cell cultures). The cell 

cultures were incubated for 4 days at 37°C. All cultures were pulsed with 0.5 f.!Ci of 

tritiated thymidine (specifie activity, 6.7 Ci/mmol; Perkin Elmer, Woodbridge, ON, 

Canada) 24 h before harvesting cells on a Wallac silica membrane (Perkin Elmer). 

The incorporated radioactivity was measured with Wallac Microbeta 1450 Trilux 

liquid scintillation counter (Perkin Elmer). The cell blastogenic responses were 

expressed by calculating the stimulation index (SI) which represents the ratio of the 

mean counts per minute (CPM) incorporated by the antigen or mitogen-containing 

cell cultures to the mean CPM incorporated by the control cell cultures. 

4.3.8 Statistical analysis 

The mean SI, antibody 00 or IgG titers values for each group of mice were 

compared by one-way analysis of variance (ANOVA) and a Tukey's multiple 

comparison test by using GraphPad Prism 5 software. 
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4.4 Results 

4.4.1 Yield and stability of recombinant FljB in plants 

Plants were agroinfiltrated with pCambial380 FljB construct for protein 

production in Nicotiana benthamiana leaves. No visible damage or necrosis was 

observed on the transformed leaves after infection. The agroinfiltrated leaves were 

frozen in liquid nitrogen, ground into fine powder and then lyophilized for storage. 

The leve! of FljB in transformed leaves was estimated by scanning immunoblots of 

seriai dilutions of known quantity of purified FljB expressed in E. coli using the 

Biorad Quantity One program software .. The analysis indicated that the yield of the 

expressed FljB was 3.3 mg per gram of lyophilized plant powder which corresponds 

to an amount of 280 mg of FljB per kg of plant fresh weight (FW). This protein 

quantity falls within the 100-400 mg/kg FW range of tobacco leaves obtained for 

therapeutic or vaccine purposes (Daniell et al. , 2009). FljB stability in the lyophilized 

plant leaves powder was also determined in term of antigenicity after 7 months of 

storage at room temperature. As shown in Fig. 4.1, both plant prote in leve! (as 

determined by Coomassie blue staining of a SDS-PAGE) and FljB antigenicity (as 

determined by immunoblotting) were intact after seven months of storage, indicating 

the stability of plant expressing FljB in powder form over time. 

4.4.2 Plants expressing FljB enhance antibody response to OV A 

The kinetics of ovalbumin (OV A)-specific antibodies (IgG) in pooled sera, as 

determined by ELISA, is shown in Fig. 4.2A. Serum anti-OVA IgGs were detected as 

early as 20 days PPI in the OV A-Plant(FljB) group, whereas these antibodies were 

first detected on day 34 PPI for the OV A-rFljB and OV A-Plant(Ctrl) groups, and on 

day 41 PPI for the OVA group. The groups immunized with OVA mixed with either 

plants expressing FljB [OVA-Plant(FljB)] or purified Flj B expressed in bacteria 

(OV A-rFljB) and used as an adjuvant positive control, showed high antibody 
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response at the end of ex periment (day 48 PPI). An ti body titers in both groups of 

mice at 48 days PPI were similar and were about 30 times higher than those obtained 

from mice immunized with OVA alone or OVA mixed with powder from control 

plant leaves ((OV A-plant(Ctrl)]. A similar result was obtained at day 48 PPI when 

individual mo use sera were tested, showing a significant difference (P :S 0.01) 

between titers of the two groups of mice receiving Flj8 and those of the two Flj8-

untreated groups (Fig. 4.28). _Altogether the results indicate that Flj8 expressed in 

plants enhances and accelerates the immune response to ovalbumin. 

The above results prompted us to analyse the antibody immune response in 

terms of antibody isotypes and IgG su helasses on sera collected from individual mice 

at day 48 PPI. Anti-OV A lgG 1 s, typical of a Th2 immune response, were detected in 

the four groups of animais immunized with OV A, the highest antibody levels being 

observed in the OV A-Plant (Flj8) and OV A-rFlj8 groups of mice (Fig. 4.3A). OV A­

Plant (Flj8) and OVA-rFlj8 groups of mice also showed significant levels of anti­

OVA IgA when compared to the OVA and OVA-Plant(Ctrl) groups (Fig. 4.38). In 

addition, significant levels of anti-OVA lgG2a and IgG2b (typical of a Thl immune · 

response) were detected only in the OVA-Plant (Flj8) and OVA-rF!j8 groups (Fig. 

,4.3C and D). No Thl immune response was observed in groups of mice given OVA 

alone or OV A mixed with control plant extract. These results clearly showed that oral 

immunization with OV A and Plant (Flj8) or with OV A and rFlj8 resulted in both 

Thl and Th2 immune responses. Finally, the highest levels of ovalbumin-specific 

IgA (Fig. 4.4A) and IgG (Fig. 4.48) antibodies in intestinal washes were detected in 

mice which received OV A with either plants expressing Flj8 or rFlj8 . Taken together, 

these results show that plants expressing Flj8 constitute a potent adjuvant for oral 

immunization. 



149 

4.4.3 Plants expressing FljB induce cell-mediated immune response to OV A 

The CMI response to OV A was evaluated in spleen white cells collected from 

individual mi ce at the end of experiment ( e.g. at day 48 PPI) using a specifie 

lymphocyte proliferation test. As shown in Fig. 4.5A, the OV A-Plant (FljB)- and 

OV A-rFljB-treated groups of animais showed positive lymphocyte response to 

ovalbumin stimulation (SI 2: 2.00) with mean SI values of 2.56 (± 0.75) and 2.10 (± 

0.42), respectively. The difference between these two groups was not significant. 

Control group of mice given P8S (Ct!) as weil as the OVA and OV A-Plant(Ctrl) 

groups of mice did not show ovalbumin-specific lymphocyte activity (SI < 2.00). Ali 

groups of mice showed positive spleen lymphocyte polyclonal activation to Con A 

stimulation with mean SI values ranging from 48.6 to 87.7 indicating lymphocyte 

functional activity. 

4.4.4 Plants expressing FljB do not generate immune response to FljB 

To determine whether an immune response was developed against the adjuvant, 

the antibody and cell-mediated immune responses specifie to Flj8 were evaluated. As 

shown in Fig. 4.58 , no significant SI values (SI < 2.00) were observed in groups of 

mice immunized with Flj8 (either OVA-rFlj8 or OVA-plant (Flj8) groups). In 

addition, no antibody directed against Flj8 was detected in serum (Fig. 4.6A) or 

intestinal washes from these groups of mi ce (Fig. 4.68 and C). 



A. Rubisco_. 
(55 kDa) 

B. FljB .... 
(53 kDa) 
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Figure 4.1: Stability of FljB expressed inN. benthamiana. 
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Panel A, SDS-PAGE/Coomassie-blue staining of soluble proteins; panel B, 
Immunoblot of FljB. Lane 1. Total soluble protein extract from lyophilized leaves 
powder agroinfiltrated with the GFP construction. Lane 2. Total soluble proteins from 
powder of fresh lyophilized leaves agroinfiltrated with the FljB construction. Lane 3. 
Same extract concentration of plants expressing FljB after 7 months storage . Lane 4. 
His-tag FljB expressed in bacteria. Immunoblot was done with an anti -FljB rabbit 
hyperimmune serum as primary antibody (1 :20,000) and an anti-rabbit IgG-HRP 
( 1:1 0,000) as secondary antibody. SDS-PAGE/Coomassie blue-stained gel was a 
replicate of the immunoblot to estimate the loading using RubisCo prote in as standard. 
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B. 

Figure 4.2: Experimental design and production of serum OV A-specifie IgGs in 
orally-immunized BALB/c mice. 
Panel A: Kinetics of IgG titers as determined with indirect ELISA using OV A as 
antigen and pooled mouse sera from each experimental group, namely Control (Ct!), 
OV A, OV A-rFljB, OV A-Plant(FljB) and OV A-Plant(Ctl). Panel B: IgG titers at day 
48 PPI from serum of individual mice within each group. For each group of mice 
(n=8), column represents the mean value of lgG titers (+/- standard deviation). The 
values of the OV A-rFljB and OV A-Plant(FljB) groups were significantly different 
from that of the OVA group at P :S 0.001 (***) using ANOV A. 
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A. Anti-OVA lgG1 B. Anti-OVA lgA 

C. Anti-OVA lgG2a D. Anti-OVA lgG2b 

*** * 

Fig re 4.3: Serum OVA-specific a tibody "sotype production ·n orally­
immunized BALB/c mice. 
ELISAs were performed using OVA as antigen and OVA-specific IgG 1 (panel A), 
IgA (panel B), lgG2a (panel C) and IgG2b (panel D). Antibody production was 
detected at day 48 PPI from serum of individual mi ce within each experimental group, 
namely Control (Ctl), OVA, OVA-rFljB, OVA-Plant(FljB) and OVA-Plant(Ctl). For 
each group of mice (n=8), column represents the mean OD (+/-standard deviation). 
Significant differences between the OV A group values and those of the OV A-rFljB, 
OVA-Plant(FljB) and OVA-Plant(Ctl) groups are indicated with asterisks. ** stands 
for P ~ 0.01 and** * for P ~ 0.001 using ANOVA. 
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Figure 4.4: OV A-specifie IgA antibodies in intestinal washes of orally 
immunized BALB/C mice. 
ELISAs were performed using OVA as antigen and OVA-specific IgA (panel A) and 
lgG (panel B) antibodies were detected in intestinal washes collected from each 
individual mouse of experimental groups (8 mice per groups), namely Control (Ctl), 
OV A, OV A-rFljB, OV A-Plant(FljB) and OV A-Plant(Ctl) at day 48 PPI. Results were 
presented as mean OD of three independent tests for each mouse with the bar 
indicating the mean for each group. 
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A.OVA 
*** B. FljB 

** 

Figure 4.5: OV A- and FljB-specific spleen white cell proliferation responses of 
orally immunized BALB/C mice. 
Quadruplicate spleen white cell cultures were stimulated with 10 Jlg/ml of OV A 
(panel A) or 5 Jlg/ml of recombinant FljB (panel B) during 96 h. Cell s were labelled 
with radioactive H3 -thymidine incorporated in D A 22 h before cell harvesting. 
Results are expressed as stimulation index (SI) which is the ratio of mean CPM of 
cells stimulated with the antigen 1 mean CPM of cells without antigen. For each 
group of mice (n=8), namely Control (Ctl), OV A, OV A-rFljB, OV A-Plant(FljB) and 
OVA-Plant(Ctl), column represents the mean value of the stimulation index (+/­
standard deviation).** stands for P ~ 0.01 and*** for P ~ 0.001 using ANOV A. 
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B. Intestinal wash anti-FijB lgG 

C. Intestinal wash anti-FijB lgA 

Figure 4.6: Analysis of FljB-specific serum and intestinal an ti body production in 
orally immunized BALB/C mice. 
ELISAs were performed using purified recombinant FljB as antigen and FljB -specific 
lgG and/or IgA antibodies were d termined in sera (panel A) and intestinal washes 
(panels B and C) collected at day 48 PPI from each experimental group (8 mice per 
group), namely Control (Ct!), OVA, OVA-rFljB, OVA-Plant(FljB) and OVA­
Plant(Ctl). Results are presented as mean 00 of three independent tests for each 
group of mice (+/- standard deviation) . Mean OOs are considered significant when it 
is equal or superior to two-fold the mean 00 of negative control (Ctl) group. Serum 
from mice subcutaneously immunized with purified FljB expressed in plants 
(Bergeron-Sandoval et al. , 2011) was used as positive control. 
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4.5 Discussion 

In this study, we demonstrated, for the first time, that plants expressing FljB 

administrated by the oral route with a test antigen (OV A) elicits both systemic and 

local (mucosal) antigen-specific responses. This was measured by antibody and/or 

CMI responses in terms of antibody production and/or specifie blastogenic 

stimulation of spleen lymphocytes. OV A, a 43 kDa monomeric protein, has been 

widely used for decades and is still employed as an immunogen mode! in 

immunization studies to evaluate antibody ànd CMI responses (Huleatt et al., 2007; 

Oliveira et al., 1998; Plebanski et al., 201 0; Sun et al., 201 0; Tincer et al., 20 Il) . 

Recently, adjuvant activity was evaluated using OV A mode! by oral route delivery 

(Kajal et Misra, 2011; Li et al., 2011; Salman et al. , 2009; Sarti et al., 2011). In most 

of these studies, the specifie antibody response to OV A was measured using an 

indirect ELISA. As this test appears to detect only OV A linear epitopes (Varshney et 

al. , 1991 ), it is possible that the an ti body response was underestimated in our study 

and in others (Sa! man et al., 2009; Sarti et al., 2011 ). 

Although similar antibody and CMI systemic immune response levels were 

observed at day 48 PPI in mice given ovalbumin and E. co/i-expressed FljB, 

ovalbumin-specific antibodies were only detected at day 34 PPI in serum of these 

mice as compared to day 20 PPI in mice given plants expressing FljB. The difference 

in antibody response kinetics between these groups ofmice could be explained by the 

immunomodulatory effect of other components present in the leaves extract such as 

plant lectins, known to exert adjuvant properties (Grane!! et al., 201 0). This 

interpretation is suppmted by the fact that specifie systemic antibody immune 

response appeared earlier in mice given ovalbumin mixed with powder from control 

non transformed plants (from day 34 PPI) compared to that obtained from day 41 PPI 

in the group of mice given ovalbumin only (Fig. 4.2) . lt is also possible that 
' 

substances present in the freeze-dried plant cell extract protect both OV A and FljB 
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from digestive enzymes in the intestine and thus allow slow and constant release in 

the intestine for optimal immune stimulation following digestion of plant cell walls 

by bacteria that colonize the gut (Arien et al., 2008; Limaye et al., 2006). In addition, 

chemical interactions between OV A and plant components may have occurred during 

mixing, resulting in OV A protection from degradation in the gut. 

Early and high immune response was observed in our study in mice given 

plants expressing FljB and OV A when compared to groups of mice immunized with 

OV A alone or mixed with control plant lyophilized powder. Moreover, FljB, either 

expressed in plant or E. coli, induced Th 1 and Th2 immune response as determined 

by the presence of anti-OV A IgG2a and IgG2b isotypes, respectively. Similar IgG 

isotype modulation was reported in severa! studies where bacterially-expressed 

recombinant FljB was used for mucosal immunization (Pino et al., 2005; Salman et 

.al., 2009; Vicente-Suarez et al. , 2009). Only a Th2 immune response was observed in 

mice given OV A only, or in mice orally treated with OV A together with control plant 

lyophilized powder. Similar Th2-type immune response was reported in another 

study when OV A was g1ven alone or mixed with mannosylated nanoparticles 

(Salman et al., 2009). 

Our results show that no immune response was induced against FljB 

following repeated oral administration. This finding is in agreement with the results 

of Cuadros et al. (Cuadros et al., 2004) but contrasts with tho se of Didierlaurent et al. 

(Didierlaurent et al., 2004), Huleatt et al. (Huleatt et al., 2007) and Bergeron­

Sandoval et al. (Bergeron-Sandoval et al., 20 Il) where an immune response to 

flagellin was reported. In ali these studies, flagellin was utilized in the context of 

systemic immunization. These contradictory data could be explained by the vaccine 

strategy used including the flagellin!FljB dose as weil as the route and frequency of 

flagellin!FljB administration. Altemately, tolerance may have developed with the use 

of recombinant FljB in our study, in contrast to the S. typhimurium natural infection 
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context where a full-blown FljB-specific antibody and CMI response immune 

response is induced (Alaniz et al., 2006; Merrell et Falkow, 2004; Miao et al. , 2007). 

Regardless of the above, a pre-existing FljB-specific immunity state may exist in 

individuals prior to immunization and thus may interfere with the adjuvant function 

of FljB. However this concern is limited by the fact that pre-existing immunity to 

flagellin did not interfere with its adjuvant function when used with severa! antigens 

such as influenza virus (Ben-Yedidia et Arnon, 1998), Yersinia pestis (Honko et al. , 

2006), or OV A (Huleatt et al. , 2007). Thus, pre-existing immunity, if present, more 

likely would not interfere with TLR5 recognition of flagellin. 

In conclusion, we demonstrated in this study that crude lyophilized powder of 

leaves expressing FljB exerts high adjuvant activity by simply mixing the powder 

with the selected antigen for oral immunization purposes. This simple protocol is of 

partiçular interest. It offers the possibility of producing large amounts of recombinant 

proteins such as FljB adjuvant at an affordable priee and eliminates the protein 

purification steps that are needed for proteins produced from bacteria or eukaryotic 

cell expression systems (Davoodi-Semiromi et al. , 2009). In addition, the transient 

expression system used in our study is rapid and produces large amount of stable 

recombinant proteins. 
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CHAPITRE V 

DISCUSSION 
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5.1 Vaccin sous-unitaire anti-rotavirus 

5.1.1 Choix de la souche de rotavirus 

Dans notre étude, les protéines VP4 et VP7 de la souche humaine Wa du 

groupe de rota virus G 1 P [8] ont été sélectionnées comme modèles antigéniques pour 

élaborer des vaccins sous-unitaires. Ce groupe est l'un des cinq plus prévalents au 

niveau mondial (Santos et Hoshino, 2005; 2007). La protéine VP7 détermine le 

groupe G 1 et VP4 le groupe P[8]. Quatre vingt dix % des souches circulantes 

partagent des épitopes sur VP4 et 30% sur VP7. Ces épitopes permettent une 

reconnaissance croisée par des anticorps neutralisants (Franco et al. , 2006). Le vaccin 

Rotarix® (GSK) est une souche atténuée vivante appartenant au même groupe G 1 P[8] 

que la souche Wa. Ce vaccin permet d'obtenir une protection contre des souches 

homotypiques et hétérotypiques (Correia et al., 201 0; Fischer Walker et Black, 2011 ). 

Entre 2006 et 2012, l'efficacité de ce vaccin a été estimée à environ 90% en Europe 

et aux États-Unis et 80 %en Amérique Latine. Par contre, son efficacité varie de 50 % 

à 80 o/o en Afrique et en Asie (Vesikari, 20 12). Les mécanismes de protection de ce 

vaccin ne reposent pas seulement sur les protéines VP4 et VP7 capables d'induire des 

anticorps neutralisants. En effet les autres protéines produites pendant une infection 

par les virus vivants atténués dont notamment la protéine VP6 pourraient avoir un 

rôle à jouer (Kirkwood, 201 0). Des niveaux de protection similaires ont été obtenus 

avec le vaccin pentavalent Rotateq® (Merck Frosst). Avec cet autre vaccin vivant 

atténué, les mécanismes responsables de la protection reposent seulement sur les 

protéines VP4 et VP7 (Vesikari, 2012). Bien que plusieurs observations supportent 

l'hypothèse que le système immunitaire n'exerce pas une pression sélective suffisante 

contre les rotavirus pour favoriser l'apparition de sérotypes génétiquement éloignés 

(Franco et al., 2006; Santos et Hoshino, 2005), il serait pertinent de connaître 

l'impact de l'introduction de Rotarix® et Rotateq® sur la prévalence des souches 

existantes (Kirk wood, 20 1 0). 
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Dans le chapitre II, il fut démontré que la protéine de fusion VP4L1:: VP7 

permettait d 'obtenir une réponse immunitaire plus forte contre le rotavirus qu ' un 

mélange de VP4 et VP7. À la lumière des informations précédentes et de ces résultats, 

une suite possible à· ce projet serait d 'abord de sélectionner des souches n ' appartenant 

pas au groupe G 1 P(8] qui sont les plus prévalentes dans certaines régions 

géographiques, puis de construire de nouveaux vecteurs exprimant VP4L1:: VP7 

appartenant à ces souches. D'autre part, le risque d'invaginations intestinales associé 

aux rota virus vivants atténués toujours présent dans 1 'esprit du public ainsi que les 

faibles taux de mortalité associés aux rotaviroses en Europe freinent l'adoption de ces 

vaccins dans des campagnes de vaccination obligatoires dans certains pays europé.ens 

(Vesikari, 2012). Ces derniers points appuient la pertinence du développement de 

vaccins sous-unitaires contre le rotavirus. 

5.1.2 Limites du modèle d'étude 

Dans les chapitres II et III, il a été démontré que les protéines VP7, VP4, 

VP4L1 ou VP4ô: :VP7 et VP4L1 ::VP7 ::FljB permettent de générer une réponse sérique 

en anticorps neutralisants ainsi qu ' une réponse cellulaire systémique. VP4L1::VP7 et 

VP4L1: :VP7: :FljB administrées par voie intrarectale permettent aussi de générer une 

réponse en IgA spécifique au rotavirus dans l' intestin, voie d 'entrée du rotavirus. Ces 

composantes de la réponse immunitaire appartiennent au corrélat de protection établi 

(Franco et al., 2006; Plotkin, 2010). 

5.1.2.1 Réponse à médiation cellulaire 

Beaucoup d ' études portant sur le développement de vaccins contre le rotavirus 

se limitent à caractériser la réponse immunitaire en anticorps, notamment en anticorps 

neutralisants (Choi et al. , 1998; Kovacs-Nolan et Mine, 2006; Li et al. , 2004; Parez et 



163 

al., 2006). Pourtant l' implication de la réponse à médiation cellulaire semble 

importante dans la résolution d'une infection par les rotavirus d'après des études dans 

les modèles animaux (Franco et al., 2006; Plotkin, 201 0). D'autre part, le tropisme du 

virus au-delà de la muqueuse intestinale est inconnu et soulève de nombreuses 

interrogations sur les pathologies systémiques et les séquelles qu ' il pourrait causer 

(Blutt et Conner, 2007; Ramig, 2004). La confirmation de manifestations extra­

intestinales incluant la virémie (Feng et al., 2011; Hertel et Estes, 20 12) est un 

argument additionnel en faveur du développement d'une immunité cellulaire 

systémique capable d'enrayer l'infection lorsque présente dans les tissus. Dans les 

chapitres II et III la réponse mixte Thl/Th2 induite par les AdV exprimant les 

différentes protéines du rotavirus fut mise en évidence en isotypant les IgG 

spécifiques au rotavirus. Dans nos études, une prolifération des leucocytes de la rate a 

été observée suite à une stimulation avec le rotavirus humain. Il serait donc 

intéressant de caractériser la réponse cellulaire avec un profil de èytokines produites 

suite à une stimulation avec le rotavirus humain. 

5.1.2.2 Expérience de défi 

Bien que les résultats des chapitres II et III montrent 1' immunogénicité des 

protéines du rotavirus choisies, une étude de protection contre les infections dans une 

expérience de défi aurait validé l' utilisation de la protéine VP4~::VP7 dans des 

vaccinations. Les souris ne sont pas permissives à la souche Wa du rotavirus et 

comme indiqué précédemment dans le tableau 1.2 seules les souches simiennes RR 

et SA-11, la souche murine EDIM ainsi qu' une souche bovine ont été employées 

pour infecter les souris dans des expériences de défi (Choi et al. , 2006b; Feng et al., 

1997; Ward et al., 1990). Une équipe avait montré l' usage possible d'un modèle 

d ' infection avec les souches humaines Wa et HAL166 chez le rat nouveau-né 

permettant de tester un modèle d'immunité passive et ceci dans une seule étude 

publiée (Ciarlet et al. , 2002). Dans un premier temps, 1 'immunogénicité de la 
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construction VP4~::VP7 a été testée par l'administration par des AdV réplicatifs mais 

non disséminatifs chez trois rates adultes par voie intramusculaire. Cette étude 

préliminaire a montré des résultats encourageants car cette construction a permis de 

générer des IgG spécifiques au rotavirus mesurés dans un test ELISA indirect 

(résultats non montrés). En parallèle, une validation du modèle décrit précédemment 

fut effectuée en infectant des ratons de la souche Lewis âgés de trois jours avec du 

rota virus issus de culture de cellules MA 104 (Ciarlet et al. , 2002). Contrairement aux 

travaux de Ciarlet et collaborateurs, il n'a été observé ni diarrhée, ni virus infectieux 

dans les fèces, ni retard dans la croissance des ratons pendant les 7 jours suivant 

l' infection effectuée par gavage (résultats non montrés). De plus, aucun ARN viral 

n'a été détecté par RT-PCR dans les fèces 3, 5 et 7 jours après l' infection (résultats 

non montrés). Cette expérience a été répétée en utilisant du rotavirus purifié sur 

gradient de chlorure de césium titrant à 2 Log 10 de plus que précédemment mais n'a 

pas eu plus de succès. Pour finir, une autre souche Wa ainsi que la souche 

hétérotypique HAL166 provenant du laboratoire du Dr. Y. Hoshino (National Health 

Institute, Washington, USA) ont aussi été testées sans résultats non plus. Une trop 

grande atténuation des souches en culture cellulaire pourrait être à 1 'origine de ces 

résultats négatifs. 

Pour continuer cette étude et réaliser une expérience de défi, une alternative au 

modèle du rat pourrait être le modèle des porcelets gnotobiotiques développé par 

l'équipe du Dr. L. Saïf (Ohio State University, USA) (Saif et al. , 1996). Les porcelets 

sont permissifs à la souche Wa et développent une pathologie similaire à celle des 

humains (Saif et al. , 1996). La physiologie du système digestif de ces animaux 

ressemble aussi beaucoup à celle des enfants (Saif et al. , 1996). Un autre avantage de 

ce modèle est que les porcs sont plus permissifs aux infections par des Ad5 que les 

souris (Jogler et al. , 2006). Des AdV non réplicatifs de ce type ont été employés pour 

élaborer des vaccins contre des pathogènes porcins comme notamment le virus 

causant le syndrome reproducteur et respiratoire porcin (SRRP) (Cruz et al. , 20 1 0). 



165 

Par contre, le coût des animaux et les installations nécessaires à leur hébergement 

représentent les inconvénients majeurs de ce modèle. 



5.2 Protéines de fusion et augmentation de la réponse immunitaire 

5.2.1 Expression des protéines du rotavirus 
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Dans la conception initiale du projet les protéines du rotavirus devaient être 

produites dans les plantes et exprimées par des AdV dans le but d'utiliser une 

stratégie vectorielle combinatoire AdV /plante pour immuniser les souris. Il avait été 

choisi de produire les mêmes antigènes dans les plantes ainsi qu' avec les AdV. La 

fusion des trois protéines VP7, VP4 et FljB nécessitait de générer un gène chimérique 

de grande taille. Dans le but de favoriser le clonage dans le vecteur plasmidique 

d' expression dans les plantes, la protéine VP4 a été tronquée (Bergeron-Sandoval et 

al. , 2011 ). La protéine VP4~ contient les trois épi topes neutralisants majeurs de la 

partie VP8* de VP4 ainsi que d'autres épitopes neutralisants et le site de liaison 

permettant l'entrée du rotavirus dans les cellules situés sur la partie VP5* de VP4. 

Lorsque VP4~: :VP7 et VP4~::VP7::FljB ont été exprimées dans des cellules A549, 

293A ou des macrophages J774A.l infectés par des AdV, un clivage spontané de 

VP4~ a été observé. Ce clivage n'a pas été observé lors de l'expression de 

VP4~::VP7: : FljB dans les plantes (résultats non montrés). Il est possible que ce 

clivage ait aussi lieu in vivo chez les souris vaccinées. Le chapitre II a montré que la 

protéine de fusion VP4~: : VP7 a des effets synergiques sur la réponse immunitaire 

spécifique au rotavirus. De tels effets synergiques ont été observés en fusionnant deux 

fois la même protéine ou bien en fusionnant des protéines différentes (Theisen et al. , 

2004; Wei et al. , 2011). Ces résultats amènent plusieurs questions sur la nécessité de 

la fusion de ces protéines. En effet, il se pourrait que les effets synergiques soient dus 

à la fusion de la protéine ou bien à la co-expression des deux protéines VP4~ et VP7 

dans une inême cellule. Pour vérifier ce point il faudrait construire un AdV qui 

exprime les deux protéines non fusionnées en insérant les séquences codant pour les 

deux protéines sous le contrôle d' un même promoteur mais en plaçant un IRES entre 

les deux séquences. Une stratégie similaire a été appliquée avec les protéines M et 
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GP5 du virus du syndrome respiratoire et reproducteur porcin (SRRP) et des AdV 

non réplicatifs (Zheng et al., 2007). 

Comme mentionné précédemment les mêmes constructions antigéniques ont 

été produites en parallèle et exprimées dans des feuilles de tabac transgénique 

(Bergeron-Sandoval et al., 2011). Pour des raisons techniques, notamment des faibles 

rendements de production et une faible immunogénicité des protéines du rotavirus 

chez la souris (Bergeron-Sandoval et al. , 2011), cet objectif n'a pas pu être poursuivi. 

L'effet synergique de la fusion de VP4~ et VP7 n'a pas pu être testé dans un autre 

modèle de vaccin sous-unitaire. 

5.2.2 Expression de FljB en fusion ou seule 

La flagelline a été choisie pour ses capacités adjuvantes démontrées lorsqu 'en 

fusion ou en mélange avec des antigènes (Honko et al. , 2006; Huleatt et al., 2007; 

Mizel et Bates, 2010; Salman et al., 2009; Song et al., 2009; Taylor et al., 2011). La 

flagelline a été fusionnée en position soit N-terminale (Cuadros et al., 2004; Delaney 

et al., 201 0; Schulke et al., 2011) soit C-terminale (Bates et al., 2011; Xu et al., 2011) 

de 1' antigène. Aucune étude n'a comparé une position par rapport à l'autre. Il est 

suggéré que la fusion d' un antigène avec la flagelline peut modifier la conformation 

de celui-ci mais cela dépend toujours de l'antigène lui-même (Mizel et Bates, 201 0). 

De plus, quelques études rapportent que de plus forts effets adjuvants sont obtenus 

grâce à la fusion avec l' immunogène (Bates et al., 2011; Delaney et al., 2010; 

Schulke et al., 2011; Xu et al., 2011). Une meilleure activation des cellules 

présentatrices des antigènes serait à l'origine de ce phénomène (Mizel et Bates, 2010). 

Compte tenu que le site d'activation de l'inflammasome se retrouve dans les 35 

acides aminés en position C-terminale (Lightfield et al. , 2008), nous avions choisi de 

fusionner FljB en position C-terminale de VP4~::VP7. Un effet adjuvant dû à cette 

fusion a ainsi été démontré dans le chapitre III. 
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Dans le chapitre IV, FljB a généré un effet adjuvant lorsque produite seule 

dans les plantes puis mélangée à l' ovalbumine (OVA). Dans ce même chapitre ainsi 

que dans une étude antérieure (Bergeron-Sandoval et al., 2011 ), il a été montré que 

l'expression de FljB dans les feuilles de N. benthamiana n'avait pas induit d'effet 

toxique dans les tissus de la plante. À l 'opposé, Takakura et collaborateurs ont 

observé l'apparition de zones décolorées et nécrosées sur les feuilles d' un riz 

transgénique exprimant FljB (Takakura et al. , 2008). Les flagellines sont connues 

pour induire un mécanisme de défense chez la plante pouvant conduire à la mort des 

cellules végétales (Chinchilla et . al. , 2006; Gomez-Gomez et Bolier, 2002). La 

différence entre notre étude et celle réalisée dans le riz peut être expliquée par 

l' utilisation d'un système d' expression différent. En effet, Takakura et ses 

collaborateurs ont employé un système d' expression stable et continue alors qu ' un 

système d'expression transitoire, avec lequel la production de FljB ne dure que 7 

jours, avait été choisi dans nos études. 

Dans les chapitres III et IV, FljB a été produite dans des systèmes eucaryotes 

d' expression. FljB est une protéine non glycosylée (Yonekura et al. , 2003 ; Yonekura 

et al. , 2005) mais plusieurs sites de 0-glycosylations ont été prédits avec les serveurs 

NetNGlyc 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) et NetOGlyc 3. 1 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/) (Hansen et al. , 1998). Contrairement à E. 

coli ou S. typhimurium, les cellules de plantes ou de mammifères peuvent produire 

des modifications post-traductionnelles (N- et 0-glycosylations par exemple) lors de 

la maturation des protéines. En changeant de système d'expression (eucaryote au lieu 

de procaryote) des modifications ont pu être introduites dans la structure de FljB 

recombinante dans nos études. Il est possible que l'ajout de telles glycosylations ait 

interféré avec la reconnaissance de FljB par les PRR. Concernant cette hypothèse, des 

données contradictoires ont été obtenues. D'un côté il a été montré que la flage ll ine 

de Campylobacter jejuni [bactérie Gram-négative qui fait partie des quelques 
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exceptions parmi les Bacterï'a et Archaea capables d 'ajouter des glycosylations (Abu­

Qam et al., 2008)] poss~de des 0-glycosylations (Szymanski et al., 2003) et celles-ci 

n' interfèrent pas a~ec la reconnaissance de cette flagelline avec le TLR5 (de Zoete et 

al., 2010). Dans le chapitre IV, les résultats avec les plantes exprimant FljB comme 

adjuvant semblent aller dans ce sens puisqu'ils sont comparables à ceux obtenus avec 

FljB produite chez E. coli. À l'opposé, Applequist et ses collaborateurs ont montré 

dans une étude chez la souris qu'une protéine FliC mutée pour certains sites de N­

glycosylation et exprimée dans des cellules de mammifères avec un plasmide avait de 

meilleures capacités adjuvantes (Applequist et al., 2005). Il serait donc intéressant 

d'évaluer si des glycosylations potentielles de FljB administrée par les AdV 

n'affectent pas les capacités adjuvantes de cette protéine. 
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5.3 Les différentes voies d'administration 

5.3.1 La compartimentalisation de la réponse immunitaire en fonction des 

voies d'administration d'un antigène 

Chez l' homme, la majorité des vaccins commerciaux sont administrés par des 

injections intramusculaires (Plotkin, 2005). De nombreuses études ont démontré que 

de telles injections pouvaient induire une réponse immunitaire non seulement au 

niveau systémique mais aussi au niveau des muqueuses qui sont le point d 'entrée de 

la majorité des pathogènes (Belyakov et Ahlers, 2009; Haan et al. , 2001; Lin et al., 

2007; Neutra et Kozlowski, 2006). Cependant d'autres études ont montré que 

1 'induction d'une réponse immunitaire au niveau des muqueuses est plus forte 

lorsqu'induite par une administration locale (Belyakov et Ahlers, 2009; Mason et al., 

2008; Neutra et Kozlowski, 2006 ; Silin et al., 2007). La compartimentalisation des 

réponses immunitaires est responsable de ce phénomène (Czerkinsky et Holmgren, 

2012). Le site où l'antigène est rencontré par les lymphocytes est primordial pour 

déterminer la migration de ceux-ci vers un territoire tissulaire particulier (phénomène 

appelé écotaxie). Ce mécan·isme est contrôlé par l'expression de récepteurs et 

d'intégrines à la surface des lymphocytes (Kunkel et al. , 2003; Salmi et Jalkanen, 

2005). Le tropisme intestinal des lymphocytes est déterminé par l'expression de 

1 'intégrine a.4~7 qui est induite si les lymphocytes ont rencontré un antigène dans un 

organe lymphoïde secondaire associé à 1' intestin. Cette intégrine se lie à MAd CAM -1 

(adressine vasculaire des muqueuses 1) à la surface des cellules endothéliales des 

vaisseaux sanguins de la muqueuse intestinale (Salmi et Jalkanen, 2005). 

L'épithélium intestinal produit des chimiokines CCL25 ou CCL28 pour attirer les 

lymphocytes sensibilisés dans l'intestin. Ceux-ci portent respectivement des 

récepteurs CCR9 ou CCRl O. Des récepteurs et intégrines différents sont produits si 

les lymphocytes sont sensibilisés dans des organes lymphoïdes non reliés aux 

muqueuses. Le récepteur CCR9 est associé à l ' écotaxie du petit intestin mais des 
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plasmocytes sécréteurs d'IgA portant le CCRl 0 sont retrouvés dans toutes les 

muqueuses (Kunkel et al., 2003). D 'autre part, des virus peuvent modifier l'écotaxie 

des lymphocytes. En effet, des immunisations intramusculaires répétées avec des 

AdV ont montré que la fonctionnalité des lymphocytes T cytotoxiques augmentait 

ainsi que leur écotaxie intestinale grâce à l'expression de l'intégrine a4~7 (Ganguly 

et al. , 2011; Lin et al. , 2007; Tatsis et al. , 2007). Le choix d 'une voie d' administration 

d' un vaccin s'avère donc importante pour cibler les tissus où la réponse immunitaire 

doit être induite de manière optimale. 

5.3.2 La voie intramusculaire 

Générer des anticorps neutralisant le rotavirus au niveau intestinal est crucial 

pour obtenir une réponse protectrice contre une infection chez l' homme (Dennehy, 

2008; Franco et al. , 2006; Plotkin, 201 0). Cependant, 1' emploi de la voie 

d'administration intramusculaire peut résulter en une certaine protection contre des 

infections chez les animaux. C'est le cas par exemple de rotavirus inactivés (Jiang et 

al. , 2008; Johansen et al., 2003) et d' AdV exprimant VP4 (Liu et al., 2005). Plusieurs 

études ont proposé que les anticorps sériques sont le mécanisme à 1' origine de cette 

protection (Jiang et al. , 2002). D 'autre part, des injections d' AdV chez la souris par 

voie intramusculaire ne permettent pas de produire des slgA spécifiques à un antigène 

du VIH dans la salive, les fèces et les sécrétions vaginales (Lemiale et al. , 2003). La 

compartimentalisation de la réponse immunitaire demeure un paramètre important 

dans le choix de la voie d' administration d' un vaccin. 

La vote intramusculaire a été employée dans le chapitre II p"our pouvotr 

comparer l'imrnunogénicité des différentes protéines du rotavirus (VP4, VP4~, VP7 

et VP4~::VP7) chez la souris et éviter une tolérance possible des muqueuses qui 

aurait pu diminuer les niveaux de réponses immunitaires. Il a aussi été montré que de 

forts niveaux d'anticorps sériques obtenus après des immunisations systémiques 
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pouvaient induire une protection contre les . rotavirus (Jiang et al. , 2008). Une 

expérience de défi serait nécessaire pour évaluer les niveaux de protection engendrés 

dans notre étude. Le meilleur immunogène est la protéine VP48. :: VP7 

lorsqu'administrée par voie intramsuculaire (chapitre II) . Cette protéine a ensuite été 

fusionnée à un adjuvant (FljB) et testée dans des immunisations mucosales 9chapitre 

III). Dans le chapitre II, la protéine VP48.::VP7 a été administrée avec un régime de 

vecteurs différents (AdV /plasmide). Dans le chapitre III, les souris ont exprimé cette 

protéine grâce à deux injections d'AdV. Dans ces deux études, les niveaux d'IgG 

sériques spécifiques au rotavirus ont été analysés de manière préliminaire grâce à un 

test ELISA indirect pour comparer les groupes de souris immunisée avec VP48.:: VP7 

(résultats non montrés). Même si ce test a été effectué avec un mélange constitué de 

tous les sérums de souris issus d'un même groupe, les résultats indiquent que les deux 

procédures d'immunisation ont conduit à un niveau similaire d' IgG sériques 

spécifiques au rotavirus. Des tests supplémentaires sur les sérums issus de souris 

individuelles ainsi qu'un test de neutralisation virale effectué avec la même technique 

seraient nécessaires pour conclure que la voie d'administration intrarectale des AdV 

permet d'induire une réponse en anticorps et une réponse cellulaire similaires à une 

administration intramusculaire de la combinaison vectorielle Ad V /plasmide. 

5.3.3 La voie orale 

5.3.3.1 Avantages et inconvénients de la voie orale en vaccination 

La voie orale, employée pour l'administration de la grande majorité des 

médicaments, semble être toute indiquée pour vacciner. Son utilisation permet 

d 'éviter le recours à des injections parentérales et tous les inconvénients reliés à 

l ' emploi d'aiguilles (douleur, contamination possible par d'autres pathogènes . . . ). 

Cependant, même si elle est très pratique, la voie orale demeure la plus difficile pour 

stimuler le système immunitaire et engendrer des réponses immunitaires efficaces. La 

dilution de la préparation antigénique dans le bol alimentaire ainsi que sa possible 
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dégradation par les enzymes digestives ou par les grandes variations de pH dans le 

tube digestif en sont des causes possibles (Lu gade et al., 201 0; Plotkin, 2009; Si lin et 

al. , 2007). 

La tolérance orale, mécanisme mts en place dans l' intestin grêle par le 

système immunitaire adaptatif, est un autre obstacle possible à l' utilisation de la voie 

orale en vaccination (Masan et al., 2008 ; Simon et Kotloff, 201 0). Le système 

immunitaire intestinal permet de maintenir un équilibre entre l' immunité protectrice 

et 1 'homéostasie lorsque confronté à une flore commensale et à un grand nombre 

d'antigènes étrangers qui pour la plupart ne sont pas issus d 'organismes pathogènes 

(Masan et al. , 2008 ; Simon et Kotloff, 2010). Des cellules T régulatrices CD4+ 

sécrétrices de TGF-~ (pour «transforming Growth Factor-~») , appelées cellules Th3 , 

paraissent jouer un rôle déterminant dans la tolérance orale (Mowat, 2003 ; Mowat et 

al. , 2004; Weiner et al. , 2011). Une étude chez la souris dans laquelle I' OVA a été 

employée comme antigène a aussi montré un rôle des cellules T régulatrices CD4+ 

CD25+ dans l'induction de la tolérance immunitaire (Thorstenson et Khoruts, 2001). 

Ainsi, lorsqu 'un antigène inoffensif intrinsèquement est introduit par voie orale, il 

induit une réponse immunitaire au niveau systémique plus faible que lorsqu' injecté 

parentéralement (Mowat, 2003; Mowat et al. , 2004). Cet effet a pu être mesuré en 

terme de production d' IgG spécifiques dans une étude chez des souris BALB/c 

utilisant l 'OV A (Dearman et al. , 2001 ). Une inhibition de la prolifération des 

lymphocytes de la rate a été observée après une stimulation in vitro avec l'OVA 

(Oliveira et al. , 2002). Enfin, après avoir induit une tolérance orale, des injections 

systémiques du même antigène n'augmentent pas ou peu la réponse immunitaire 

spécifique à cet antigène (Mowat, 2003; Mowat et al. , 2004; Thorstenson et Khoruts, 

2001). Une suppression similai re des réponses immunitaires subséquentes est 

observée après l'administration de protéines inertes au niveau d'autres muqueuses 

(Mascarell et al. , 2011). 
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5.3.3.2 Utilisation de la voie orale en vaccination contre le rotavirus 

Les protéines de structure lorsqu'assemblées dans les particules de rotavirus 

sont reconnues pour leur résistance dans le tube digestif (Pesavento et al., 2006). Les 

variations de pH et l'action de la trypsine sont même nécessaires pour changer la 

conformation de VP4 et permettre l'entrée du virus dans les entérocytes (Crawford et 

al., 2001; Dormitzer et al., 2004). Cependant, les rotavirus inactivés ou bien les VLPs, 

qui ne peuvent ni infecter ni se répliquer dans les entérocytes, sont peu efficaces pour 

générer une réponse protectrice par voie orale en comparaison avec les rotavirus 

atténués vivants (El-Attar et al., 2009; Franco et al., 2006; Iosef et al., 2002; Jiang et 

al., 2008). Certaines protéines recombinantes purifiées du rotavirus employées dans 

des immunisations par voie orale ont permis de générer différents niveaux de 

protection contre une infection par des rotavirus (souches murines ou simiennes) chez 

la souris: Il s'agit de la protéine VP6 en mélange avec des adjuvants (Choi et al., 

2002) et de NSP4 fusionnée à des toxines (Choi et al., 2005a; Choi et al., 2006b). 

Plusieurs plantes transgéniques ont été générées pour exprimer des protéines du 

rotavirus de souches simiennes, bovines et murines. Ainsi un peptide de VP4 

(Wigdorovitz et al., 2004) ou VP8* (Lentz et al., 2011; Perez Filgueira et al., 2004) 

ou encore VP6 (Dong et al., 2005; Zhou et al. , 201 Oa) ont été produits dans des 

plantes et administrés par voie orale ce qui a permis de conférer une protection 

partielle contre le rotavirus dans des modèles d'infection chez la souris. 

Il était initialement prévu de tester les protéines chimériques VP4~:: VP7 et 

VP4~::VP7::FljB exprimées dans des plantes dans des immunisations par voie orale. 

Même si ces travaux n'ont pas abouti, les résultats obtenus avec les plantes exprimant 

FljB seule laisse entrevoir des applications possibles pour vacciner contre le rotavirus. 

En effet, 1 'usage de cet adjuvant pourrait augmenter et moduler la réponse contre le 

rotavirus inactivé administré par voie orale. Le rotavirus inactivé est connu pour 
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n'induire qu'une faible réponse Th2 (Jiang et al. , 2008). Cet adjuvant permettrait de 

développer des vaccins plus sûrs que des pathogènes vivants atténués. 

5.3.3.3 Tolérance orale et OVA 

Dans l' étude présentée dans le chapitre IV, l'OVA a été administrée en 

mélange avec FljB ou seule par voie orale dans le but d'évaluer la capacité adjuvante 

de cette dernière protéine. Après six gavages avec l'OVA seule effectués tous les sept 

jours, la réponse immunitaire contre l'OVA était globalement plus faible que lorsque 

l'OVA était mélangée à FljB. D'autres études ont montré chez la souris que 

seulement deux gavages (espacés de 7 jours) avec de l'OVA seule peuvent induire 

une tolérance orale à cette protéine (Oliveira et al., 2002; Oliveira et al. , 1998). 

Quand ils ont comparé un groupe de souris immunisées avec l'OVA seule par voie 

orale avec un autre groupe de souris immunisées par voie intra-péritonéale, ils ont 

observé une diminution de la réponse en anticorps sériques et n'ont pas relevé de 

prolifération spécifique à l' OVA des lymphocytes de la rate (Oliveira et al. , 2002). En 

utilisant la même technique que dans cette étude, nous n'avons pas non plus mesuré 

de prolifération spécifique à l'OVA des lymphocytes de la rate des souris immunisées 

par voie orale avec l'OVA seule ou mélangée avec des extraits de plantes 

n'exprimant pas FljB. 

La réduction de la réponse en anticorps par l'induction d'une tolérance orale à 

l'OVA aurait pu être montrée n ajoutant un group de souris immunisée 

parentéralement avec l'OVA seule. Il serait aussi pertinent de voir l'effet de 

l' adjuvant sur une possible tolérance orale contre l'OVA en évaluant si le mélange 

avec l'adjuvant administré par voie orale permet d'obtenir une réponse équivalente ou 

plus forte à celle obtenue avec des immunisations parentérales. En effet, Oliveira et 

collaborateurs ont montré que l' induction de la tolérance orale à l'OVA était contrée 

en liant de manière covalente ou non l'OVA à un adjuvant lipidique et en les 
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administrant par voie parentérale (Oliveira et al., 2002; Oliveira et al., 1998). De plus, 

ils ont démontré que l'emploi d' un adjuvant augmente la réponse en anticorps 

spécifiques à l' OVA et la prolifération des lymphocytes de la rate des souris en 

présence d' OV A (Oliveira et al., 2002). 

Deux études ont employé les flagellines de S. typhimurium comme adjuvant 

par voie orale (Cookson et Bevan, 1997; Salman et al., 2009) sans toutefois analyser 

l'effet de l'usage des flagellines sur la tolérance orale. De manière intéressante, 

Salman et collaborateurs ont immunisé des souris avec l' OVA en présence ou non de 

la flagelline par voie orale. D'autres groupes de souris ont reçu ces mêmes 

préparations à 1' aide d'injections sous-cutanées (Salman et al., 2009). Ils se sont 

limités à évaluer la réponse en IgA spécifiques à l'OVA dans les fèces confirmant 

que des immunisations par voie orale génèrent une réponse plus forte au niveau 

intestinal que des immunisations parentérales (Belyakov et Ahlers, 2009; Mason et al., 

2008; Neutra et Kozlowski, 2006; Silin et al., 2007). Par contre, ils ne montrent pas 

les niveaux d ' IgG ou d ' IgA spécifiques à l 'OVA dans le sérum, ce qui aurait permis 

de voir si l' ajout de flagelline peut contourner la tolérance orale en générant autant ou 

plus d'anticorps contre l'OVA qu'une immunisation sous-cutanée avec de l'OVA 

seule. 

5.3.3.4 Tolérance des muqueuses et FljB 

Dan 1 hapit IV, aucu 'po immunitair cont FljB n'a 't' détecté 

lorsqu'administrée en mélange avec l'OV A. FljB avait été produite avec deux 

systèmes différents, soit non purifiée dans des feuilles de tabac transgénique soit 

produite et purifiée à partir d' E. coli. Dans cette étude, six immunisations avec une 

dose contenant 10 ).l.g de FljB (produite dans l' un ou l'autre des systèmes) ont été 

effectuées par gavage. Dans l'étude de Bergeron-Sandoval et collaborateurs, les 

extraits protéiques issus de feuilles de tabac ont été administrés par voie sous-cutanée 
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et contenait 15.99 11g de VP7 ::F1jB, 6.13 11g de VP4~::FljB ou bien 2.03 11g de FljB 

(Bergeron-Sandoval et al., 2011 ). Une réponse détectable en IgG dans le sérum a été 

générée avec moins d ' injections et des doses de FljB à peine supérieures ou 

inférieures à celle employée dans le chapitre IV. D'autres études utilisant FliC ou 

FljB par voie systémique ont montré l'immunogénicité de celles-ci (Didierlaurent et 

al. , 2004; Huleatt et al., 2007). Il se peut donc qu'une tolérance orale à FljB ait été 

induite par l'administration par voie orale dans notre étude du chapitre IV. Pour 

vérifier cette hypothèse un groupe de souris immunisées par voie parentérale avec 10 

11g de FljB (protéine recombinante purifiée) et à la même fréquence que les groupes 

immunisés oralement aurait été nécessaire. Si cette hypothèse s'avérait vérifiée, il 

faudrait ensuite étudier si l'induction d'une tolérance orale à FljB ne serait pas un 

obstacle à la réutilisation de celle-ci dans des vaccinations subséquentes par la même 

voie ou bien par une autre. Il faudrait donc vérifier si une tolérance immunitaire ne 

nuit pas à sa reconnaissance par l' immunité innée. Il serait envisageable de clarifier 

ce point dans notre étude en vérifiant par exemple s' il est bien pertinent d 'utiliser 

FljB lors des six gavages. 

Bien que peu d'informations soient connues sur la tolérance immunitaire au 

niveau de la muqueuse du côlon, une flore commensale y réside ce qui suggère 

qu ' une tolérance à des antigènes pourrait aussi être induite à ce niveau. Les résultats 

du chapitre III montrent cependant qu'une réponse adaptative contre FljB a été 

générée aux niveaux systémique et intestinal chez les souris immunisées par voie 

intrarectale avec des AdV réplicatifs et non disséminatifs exprimant 

VP4L\ ::VP7: :Flj B. Des études utilisant des inj ections systémiques de Flj B fusionnée 

ou non à d 'autres antigènes (Bergeron-Sandoval et al. , 2011 ; Didierlaurent et al. , 

2004; Huleatt et al. , 2007) avaient auparavant montré de telles réponses immunitaires 

contre FljB. Dans le chapitre III, le mode d'administration de FljB est intracellulaire 

dans le contexte d'une infection par des AdV alors que dans le chapitre IV, où il n'y a 

aucune réponse générée contre FljB, celle-ci étant administrée sous forme de 
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protéines recombinantes et se retrouvant donc dans le milieu extracellulaire. Cette 

différence dans le mode d 'administration entre les études des chapitres III et IV 

pourrait expliquer pourquoi une réponse spécifique à FljB est générée par voie 

intrarectale et ne l' est pas par voie orale. 

Enfin à la vue des résultats du chapitre III, il est possible que l' immunité 

générée contre FljB nuise à ses fonctions adjuvantes dans des immunisations 

subséquentes par la même voie ou par une autre. Cependant d 'autres études ont 

montré qu'une immunité pré-existante en anticorps n' interférait pas aux fonctions 

adjuvantes de FljB dans des immunisations subséquentes par voie intranasale ou bien 

par voie systémique (Ben-Yedidia et Arnon, 1998; Honko et al., 2006). 

En conclusion, la voie orale est la plus difficile pour vacc iner de manière 

efficace. Les antigènes ou bien les adjuvants administrés par cette voie peuvent non 

seulement être dégradés dans le tractus digestif mais aussi induire une tolérance 

immunitaire. De nouveaux adjuvants qui peuvent augmenter et moduler la réponse 

immunitaire au niveau de la muqueuse intestinale tels que les plantes exprimant FljB 

seront d'une grande utilité dans le domaine de la vaccinologie. 

5.3.4 Les voies mucosales alternatives à la voie orale 

La tolérance orale, la dilution des antigènes dans le bol alimentaire et la 

dégradation d c ux-ci sont des obstacles majeurs à l' élaboration de vaccins oraux 

(Lugade et al., 2010; Mason et al., 2008; Plotkin, 2009; Silin et al., 2007; Simon et 

Kotloff, 201 0). Développer des vaccins sous-unitaires contre des pathogènes infectant 

la muqueuse intestinale est un défi et d'un grand intérêt pour la recherche en 

vaccinologie (Belyakov et Ahlers, 2009; Brandtzaeg, 2007; Plotkin, 2005). Bien 

qu'une tolérance immunitaire puisse être induite par des administrations au niveau de 

différentes muqueuses (Mascarell et al. , 20 Il), d'autres voies mucosales ont été 
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employées et ont permis d 'obtenir de meilleurs résultats que la voie orale pour induire 

une réponse immunitaire contre des vaccins sous-unitaires (Brandtzaeg, 2007). Ce 

phénomène est une caractéristique du système immunitaire commun aux muqueuses 

qui permet de vacciner à un site mucosal différent de celui que l 'on veut protéger 

(Czerkinsky et Holmgren, 2012; Williams, 2004). 

Dans le cadre de vaccins anti-rotavirus, la voie intranasale a été comparée à la 

voie orale. Son efficacité à générer une meilleure immunité protectrice a été montrée 

avec des protéines recombinantes (Choi et al., 2004; McNeal et al., 2006), des VLP 

(Bertolotti-Ciarlet et al. , 2003; Blutt et al., 2006b; O'Neal et al., 1997) et des AdV 

(Liu et al. , 2005). Dans cette dernière étude, une réponse protectrice plus faible est 

générée avec l' emploi de la voie orale qu 'avec la voie intramusculaire et intranasale 

(Liu et al. , 2005). Dans ce cas, même si la tolérance orale ne peut pas être écartée, le 

pH gastrique inactivant l' infectivité des AdV pourrait être la cause de ce résultat 

(Cheng et al., 2003). Cependant il faut souligner que dans ces études des adjuvants ou 

bien des vecteurs viraux ont été employés pour administrer les antigènes d ' intérêt au 

niveau de ces autres muqueuses. 

5.3.4.1 La voie intrarectale 

La voie intrarectale fut une alternative à la voie orale pour l'administration de 

VP6 recombinante (McNeal et al., 2007). L' administration par cette voie de VLP 

mélangées avec un adjuvant a conféré une protection dans un modèle d ' infection de 

souris (Agnello et al., 2006; Parez et al. , 2006; Soler et al. , 2007). Comparativement à 

la voie intranasale, la voie rectale permet de produire une réponse plus grande dans le 

petit intestin pour l'administration de VLP (Agnello et al., 2006). Les résultats 

présentés dans le chapitre III montrent que des AdV réplicatifs, non disséminatifs 

exprimant les protéines VP4~::VP7 et VP4~::VP7: : FljB et administrés par voie 

rectale permettent de générer une réponse spécifique au rotavirus humain au niveau 
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systémique et au niveau du petit intestin. Ces résultats appuyés par d 'autres études 

montrent la fais11bilité d'employer la voie intrarectale pour des vaccinations contre le 

rotavirus. 

5.3.4.2 Induction d'une réponse immunitaire dans le côlon 

Dans l'étude présentée dans le chapitre III, les AdV réplicatifs, non 

disséminatifs ont permis de générer une réponse immunitaire contre le rotavirus au 

niveau systémique et au niveau du petit intestin en infectant d 'abord la muqueuse 

colorectale. Bien que très documentée dans le petit intestin, l' induction d ' une réponse 

immunitaire contre un agent pathogène l'est peu dans le côlon (Macdonald et 

Monteleone, 2005). La muqueuse colorectale des souris, ovins, bovins, porcins et 

humains possède de nombreux follicules lymphoïdes ressemblant beaucoup à la 

structure des plaques de Peyer du petit intestin (Sedgmen et al. , 2004). Des analyses 

en microscopie électronique ont révélé que des cellules M de l'épithélium étaient 

associées à ces follicules (Sedgmen et al., 2004 ). Ces observations suggèrent que ces 

structures pourraient être à l'origine de l'induction d' une réponse immunitaire dans le 

côlon. Zhu et collaborateurs ont démontré chez la souris que des AdV non réplicatifs 

administrés par voie intrarectale peuvent infecter et exprimer leur transgène non 

seulement dans les cellules épithéliales de la muqueuse colorectale mais aussi dans 

les cellules épithéliales du caecum et de 1' iléon du petit intestin (Zhu et al., 2008). 

Ces observations avec d ' autres modèles antigéniques pourraient expliquer pourquoi 

les Ad employés dans le chapitre III ont permis de générer une réponse immunitaire 

spécifique au rotavirus dans le petit intestin. Dans cette autre étude, les AdV ont aussi 

infecté des cellules dendritiques retrouvées dans la lamina propria et dans les 

ganglions iliaques (Zhu et al., 2008). Ils ont aussi montré que ces cellules 

dendritiques pouvaient migrer de la lamina propria vers les ganglions iliaques où elles 

sont capables d'initier une réponse à médiation cellulaire et une réponse en anticorps 

au niveau de la muqueuse colorectale (Zhu et al., 2008). Une autre étude portant sur 
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des essais de vaccination contre le VIH chez le singe utilisant des AdV réplicatifs et 

disséminatifs a démontré que ces vecteurs infectaient des cellules dendritiques et des 

macrophages se retrouvant dans la muqueuse rectale et ceci qu ' ils soient administrés 

par voie intranasale ou intrarectale (Patterson et al. , 20 12). Ainsi, des Ad V 

disséminatifs peuvent se retrouver dans différentes muqueuses et peuvent 

potentiellement induire une réponse immunitaire dans différents compartiments 

mucosaux. Immuniser par voie intrarectale permet de produire des cellules B 

effectrices capables de migrer dans la muqueuse intestinale (Di Martino et al. , 2007; 

Kan tele et al., 1998; Quiding-Jarbrink et al. , 1997). Chez 1 'homme, des 

immunisations intrarectales lorsque comparées avec des immunisations orales n 'ont 

pas induit de différences au niveau de l'expression de l' intégrine a4~7 des 

plasmocytes spécifiques à l' antigène administré (Kantele et al. , 1998; Quiding­

Jarbrink et al. , 1997). Ceci se traduit aussi en une réponse équivalente en anticorps 

dans les sécrétions intestinales et dans le sérum (Kantele et al. , 1998). 

5.3.4.3 Voie intrarectale et utilisation des AdV 

Comme discuté dans le paragraphe précédent les AdV apparaissent comme 

des vecteurs efficaces pour acheminer des antigènes par voie intrarectale. Cependant 

l'emploi des AdV dans des immunisations répétées peut être limité par la génération 

d' anticorps neutralisant ces vecteurs (Lasaro et Ertl, 2009; Russell , 2009; Tatsis et 

Ertl , 2004). Dans le chapitre II , une stratégie vectorielle combinatoire AdV/plasmide 

a permis de générer une meilleure réponse contre VP4L1 que des immunisations avec 

des AdV seuls. Cette stratégie combinatoire a aussi permis de générer moins 

d'anticorps neutralisants dirigés contre les AdV dans le sérum des souris en util isant 

un test in vitro de neutralisation virale (résultats non montrés) . Après deux 

immunisations, les titres d 'anticorps neutralisant les AdV obtenus étaient 100 fois 

inférieurs à ceux obtenus par l'administration des AdV seuls. 
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La voie intranasale limite les effets d'une immunité pré-existante spécifique 

aux Ad V (Croyle et al. , 2008 ; Richardson et al. , 20 Il) en limitant possiblement la 

quantité d ' anticorps neutralisant les AdV générés (Barouch et al., 2011; Mast et al., 

201 0) . Les voies mucosales semblent représenter une bonne stratégie pour optimiser 

l'emploi des AdV. C'est pourquoi, avant de réaliser l' étude du chapitre III, une étude 

préliminaire avait été menée pour comparer la voie intrarectale à la voie 

intramusculaire en terme de niveaux d'anticorps sériques pouvant neutraliser les AdV 

in vitro (Fig. A 1 ). Dans cette étude deux injections d'Ad V exprimant la GFP (1 08 

TCID5o par injection) ont été réalisées au jour 0 et au jour 21. Les souris ont été 

sacrifiées au jour 42. Cette cédule est identique à celle appliquée dans le chapitre III. 

Dans cette étude, les AdV réplicatifs, non disséminatifs sont aussi comparés à des 

AdV non réplicatifs. L'utilisation de la vme intrarectale diminue très 

significativement (d ' environ 32 fois) les titres en anticorps neutralisants par rapport à 

la voie intramusculaire. Par contre, la réplication des AdV n' a eu aucun impact sur les 

titres en anticorps neutralisants. Une des explications à ces observations pourrait être 

la présence de particules défectives dans les préparations d ' AdV. Comme ces 

particules sont incapables d'infecter les cellules épithéliales, il est possible qu ' elles se 

retrouvent uniquement exposées au système immunitaire lorsqu'injectées par voie 

intramusculaire. Elles ne le sont majoritairement pas dans le cas d'une injection 

intrarectale où ces particules restent dans la lumière intestinale et sont évacuées dans 

les fèces . Les AdV réplicatifs et non disséminatifs ainsi que les AdV non réplicatifs 

employés dans notre étude avaient environ le même ratio de particules défectives soit 

environ 1 particule défective pour 20 particules infectieuses (résultats non montrés). 

Ce point pourrait expliquer pourquoi ces deux systèmes induisent la même quantité 

d' anticorps sériques neutralisant les AdV alors que la réplication permet de produire 

plus d ' antigènes (protéine d'intérêt et protéines de l' AdV) dans la cellule infectée . 

En .conclusion, des immunisations par vOie intrarectale semblent efficaces 

pour générer une réponse immunitaire spécifique au rotavirus dans le petit intestin et 
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au mveau systémique. Comme les stratégies vectorielles combinatoires, elles 

permettent de limiter la formation d'anticorps neutralisant les AdV après les 

immunisations. La voie intrarectale est un moyen d'améliorer l'emploi des AdV en 

vaccination. Il est important de souligner qu ' un effet adjuvant de FljB est montré par 

cette voie pour la première fois. 
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5.4 FljB et effets adjuvants 

5.4.1 Capacité de FljB à stimuler une réponse innée in vitro 

Dans le chapitre II, FljB a été exprimée en fusion avec la protéine chimérique 

VP4~:: VP7 du rota virus dans les macrophages J774A.1 grâce à deux systèmes 

d' AdV différents. Contrairement aux cellules qui portent le récepteur CAR, les 

cellules qui n'en ont pas sont peu permissives à une infection par des AdV et 

intemalisent ceux-ci de 100 à 1000 fois moins (Zsengeller et al., 2000). Ceci justifie 

les MOI de 250 ou 1000 employés pour infecter des cellules J774A.1 au lieu des MOI 

de 1 ou 10 employés pour des cellules A549 pour permettre 1' observation de 

l'expression de FljB et des protéines du rotavirus. Les macrophages sont dépourvus 

du récepteur CAR comme toutes les cellules issues des cellules souches 

hématopoïétiques. Ils intemalisent alors les AdV de manière moins efficace via les 

intégrines av~3 ou av~5 (Huang et al., 1995 ; Zsengeller et al., 2000). 

Nous sommes les premiers à rapporter qu ' une flagelline en fusion avec 

d'autres antigènes peut induire une réponse innée lorsqu 'elle est exprimée par des 

macrophages. L'activation de l ' inflammasome par l' IPAF est un mécanisme possible 

à cette activation (Miao et al., 2007). Ces résultats s'ajoutent aux observations de 

Tosh et ses collaborateurs qui ont démontré que des AdV non réplicatifs exprimant 

FlaA deL. monocytogenes non fusionnée à une autre protéine ont permis l' induction 

de la ma uration de cellules dend1:itiques dérivées de monocytes humains en 

augmentant l'expression de CD86 et la production de TNF-a (Tosch et al., 2009). 

Une autre étude a montré que FliC exprimée grâce à un plasmide a aussi induit la 

maturation de monocytes humains (Applequist et al., 2005). FliC exprimée par un 

vecteur VSV conduit aussi à la maturation de cellules dendritiques humaines et en 

une production d'IL-6 et d ' IL-l~ (Ahrned et al., 2010). La FIA de L. pneumophila 

exprimée par des vecteurs rétroviraux non réplicatifs induit quant à elle la production 



185 

d'IL-l~ dans des macrophages murins dérivés de la moelle osseuse via l'activation de 

1' inflammasome (Lightfield et al., 2008). Dans toutes ces études les flagellines sont 

exprimées directement dans les cellules grâce à un vecteur, mais une autre étude 

montre qu'en transfectant des macrophages J774A.l avec les protéines FljB ou FliC, 

l' inflammasome n'était pas activé et aucune sécrétion d ' IL-l~ n'était mesurée (Simon 

et Samuel, 2008). Pour voir une telle activation un pré-traitement des cellules avec du 

lipopolysaccharide (LPS) devait être réalisé (Simon et Samuel, 2008). Dans le 

chapitre III, un tel traitement n 'a pas été nécessaire et il se peut que 1' infection par 

l'Ad V ou un autre vecteur viral (Ahmed et al., 201 0; Lightfield et al., 2008) puisse 

déclencher une réponse innée (un premier signal inflammatoire) qui permet par la 

suite une activation de l' inflammasome par la flagelline exprimée lors de l' infection. 

Pour finir, la flagelline ne serait pas le premier adjuvant dont le mécanisme 

d'action reposerait sur l'activation de l'inflammasome. En effet, l'Alum s'avère être 

un activateur de l'inflammasome dans les cellules dendritiques via une 

reconnaissance intracellulaire par NALP3 suivi d' une production d'IL-l~ (Kool et al., 

2008). 

5.4.2 Réplication des AdV et FljB, un effet synergique sur la réponse innée? 

Pour augmenter l'expression d'un tninsgène, l'équipe de Dr. B. Massie a 

développé des AdV réplicatifs, non disséminatifs (Bourbeau et al. , 2007). Par 

conséquent, le nombre de copies du gène d' intérêt est multiplié, ce qui augmente 

potentiellement l' expression du transgène et la présentation antigénique de celui-ci. 

Dans le chapitre III, la réplication de ces AdV a permis de produire 10 fois plus de 

protéine VP4~: : VP7::FljB qu'avec un système d'AdV non réplicatifs de première 

génération dans un modèle in vitro. En employant comme transgène la séquence 

codant pour la protéine VP4~:: VP7: :FljB, le système d'Ad V réplicatifs, non 

disséminatifs a permis d'obtenir une réponse immunitaire in vivo chez la souris 
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dirigée contre le rotavirus supérieure à celle obtenue avec le système non réplicatif. 

Cette différence peut être expliquée par l' augmentation de l'expression du transgène 

grâce à la réplication, hypothèse appuyée par les résultats d'expression in vitro et par 

d'autres études (Bourbeau et al. , 2007). De plus, une réponse innée plus importante 

pourrait être générée à cause de la réplication de l'ADN de l'AdV. Pour appuyer cette 

hypothèse, les AdV réplicatifs, non disséminatifs exprimant la GFP ou différentes 

protéines rotavirales induisent un niveau faible d'IL-l~ par les macrophages J774A.l. 

D'autres groupes de chercheurs ont montré que l' ADN des AdV active 

l'inflammasome par le récepteur NALP3 appartenant aux NLR qui conduit à la 

production d'IL-l~ (Muruve, . 2004; Zaiss et al., 2009; Zhu et al. , 2007). 

Contrairement à ces études, nous n'avons pas mesuré de niveaux détectables d'IL-l~ 

dans les surnageants de macrophages infectés avec l'usage du système d' AdV non 

réplicatif exprimant la GFP. Cette différence peut-être expliquée par l' usage de doses 

d' AdV différentes entre notre étude et les autres, les macrophages étant peu 

permissifs à 1 ' infection par les Ad V (Zsengeller et al. , 2000). Si ces virus entrent dans 

un macrophage, peu d' ADN viral se retrouve dans la cellule (peu permissive) 

lorsqu' il s'agit d'un système non réplicatif en comparaison avec un système réplicatif. 

La production d ' IL-6 et de TNF -a a été mesurée lors des infections in vitro 

des macrophages J774A.l (résultats non montrés). Contrairement à l ' IL-l~ dont la 

production est significativement reliée à l'expression de FljB dans ces cellules, la 

production des autres cytokines inflammatoires a augmenté avec l'expression de la 

flagelline mais furent aussi produites de manière très significative en 1' absence . de 

FljB. Le TNF-a peut être produit dans des cellules dendritiques suite à la 

reconnaissance de l'ADN des AdV par le TLR9 (Yamaguchi et al. , 2007; Yoshio­

Hoshino et al. , 2007). Une étude in vivo a démontré que des macrophages alvéolaires 

produisent de l ' IL-6 et du TNF-a suite à une infection par des AdV (Zsengeller et al. , 

2000) . L'IL-l~ et le TNF-a peuvent amplifier la production d'IL-6 dans les 

macrophages J774A. l (Martin et Dorf, 1990). 
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L'ADN des AdV est reconnu par le TLR9 et des récepteurs cytoplasmiques, 

conduisant ainsi à la production d'IFN de type [ (Huarte et al., 2006; Zhu et al., 2007). 

La production d ' IFN de type [ pourrait être évaluée dans des macrophages J774A.l 

infectés par les AdV réplicatifs, non disséminatifs exprimant les protéines présentées 

dans le chapitre III. Sachant que 1 'ADN viral est à 1' origine de ce mécanisme, il se 

pourrait que le système d' AdV réplicatifs, non disséminatifs puisse augmenter la 

production d'IFN de type 1 dans les macrophages. Des AdV non réplicatifs pourront 

être étudiés comme témoins. 

Il ne faut pas négliger que lors d ' une infection virale par des AdV, les 

protéines du vecteur ainsi que le transgène exprimé dans le cytosol peuvent être 

dégradés par le protéasome. Une partie des peptides produits vont alors être excrétés 

hors de la cellule (Sigal et al., 1999). Il pourrait être envisagé qu ' une proportion de 

FljB produite dans la cellule puisse se retrouver dans le milieu extracellulaire et se 

lier au TLR5 des macrophages J774A.l déjà infectés ou non par les AdV. Une telle 

liaison est connue pour induire une sécrétion d' IL-6 par ces cellules (Shibata et al., 

20 12). 

5.4.3 Pertinence du modèle des cellules J774A.l et effet adjuvant de FljB in 

vivo 

La lignée cellulaire J774A.l est tssue d 'un monocyte munn d' un 

réticulosarcome, une prolifération maligne du tissu réticula-endothélial originaire 

d'un tissu conjonctif. Contrairement aux macrophages présents dans la muqueuse 

colorectale possiblement infectés par les AdV dans l' étude in vivo, les macrophages 

J774A.l ne sont pas issus d'un épithélium intestinal. Cette étude in vitro valide 

seulement le fait que des AdV exprimant FljB ont la capacité d'induire une réponse 
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innée dans des macrophages. Des extrapolations sur les mécanismes en Jeu pour 

expliquer l' effet adjuvant de FljB administrée par voie intrarectale chez la souris sont 

difficilement réalisables. Par contre une manière de prouver que l' activation de 

1' inflammasome est à 1 'origine de 1' effet adjuvant rapporté dans le chapitre III serait 

d'effectuer des immunisations chez des souris «knock-out» pour la caspase-1 (Amer 

et al., 2006). Pour montrer que cette activation dépend de la reconnaissance de FljB 

par l' IPAF, des souris« knock-out» pour ce NLR pourront aussi être employées 

(Amer et al. , 2006). 

5.4.4 FljB et inflammation in vivo 

Comme FljB a la capacité d'induire une réponse innée in vitro, une réponse 

inflammatoire in vivo a été évaluée peu de temps après l' introduction des AdV dans 

le côlon des souris. Cette étude est motivée non seulement par le fait qu ' une 

administration intradermale de plasmide FliC provoque une inflammation locale 

(gonflement et ulcération) au site d ' injection (Applequist et al. , 2005), mais aussi par 

l'observation de signes cliniques (prostration et piloérection) 48h-72h après 

l'inoculation des AdV exprimant VP4~::VP7::FljB chez un ou deux individus. De 

plus, Zhu et ses collaborateurs ont montré qu 'après une inoculation d'Ad V par voie 

intrarectale, le transgène était exprimé de manière optimale dans les cellules 

épithéliales et les cellules de la lamina propria entre 24h et 72h suivant cette 

inoculation (Zhu et al. , 2008). Nous avons donc effectué notre étude 48h après 

l'inoculation des AdV et comme discuté précéd mment, aucune augm ntation 

significative d'IL- IP (chapitre III), d ' IL-6 et TNF-a (Fig. A2) n'a été mesurée dans le 

côlon des animaux ayant reçus des AdV exprimant ou non FljB. Cependant quelques 

animaux ont montré des signes cliniques. Même si une réponse inflammatoire suite à 

l'expression de VP4~::VP7 ::F ljB a eu lieu, elle ne s'est pas traduite en une 

production de cytokines telles que celle provoquée par l'administration de TNBS. Ce 

produit provoque à long terme une colite chronique chez les souris et sert à induire 



189 

des pathologies inflammatoires de l' intestin qui sont des modèles des colites 

ulcératives du syndrome de Crohn chez l'homme (Bai et al., 2010; Mahida, 2000; 

Ogata et Hibi, 2003). Le fait qu ' un adjuvant n' induise pas de réaction inflammatoire 

trop importante est un bon argument en faveur de son emploi en santé humaine 

(Ahmed et al., 2011). 

5.4.5 AdV réplicatif non disséminatif exprimant FljB et thérapie anti-cancer 

Dans le chapitre III, des AdV réplicatifs non disséminatifs exprimant F1jB 

seule ont été élaborés pour servir de témoin. Cette construction pourrait être 

employée à d'autres fins médicales dans des applications en thérapie anti-cancer. En 

effet, la flagelline de L. monocytogenes exprimée par des AdV non réplicatifs a 

montré des effets anti-cancer dans un modèle murin de xénogreffe de mélanome 

(Tosch et al. , 2009). Des injections directes de flagelline de S. typhimurium dans des 

tumeurs ont mis en évidence un ralentissement de la croissance de la tumeur via 

l' attraction de neutrophiles dans un modèle murin de xénogreffes du cancer du côlon 

(Rhee et al., 2008). D'autre part, les AdV réplicatifs, non disséminatifs permettent 

d'augmenter les effets anti-tumeur d' un transgène par rapport à un système non 

réplicatif et d'avoir le même niveau d' efficacité qu ' un système réplicatif mais 

disséminatif (Bourbeau et al., 2007). Comme évoqué précédemment, il se peut que la 

réplication des AdV induise une production d' IFN de type I supérieure à celle induite 

par des AdV non réplicatifs (Nociari et al. , 2007; Randall et Goodbourn, 2008; 

Russell, 2009). Des études ont montré l' importance de l ' IFN-a pour activer la 

production et la sécrétion de TRAIL (pour «TNF-Related Apoptosis Inducing 

Ligand») par les neutrophiles pour lyser des cellules tumorales (Cassatella et al. , 2006; 

Kamohara et al., 2004; Tecchio et al. , 2004 ). De plus, un traitement à base de CpG 

induisant la production d'IFN-a par l'activation du TLR9 a provoqué un effet anti­

ti.Imeur dans un modèle murin de xénogreffe (Rayburn et al. , 2007). 
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Pour conclure, l'effet adjuvant de FljB a été démontré avec deux différents 

systèmes d 'administration par des voies mucosales. Avec le premier système, FljB est 

fusionnée à un antigène et exprimée directement dans les cellules du sujet vacciné 

grâce à un AdV. Un des mécanismes d'action de cet adjuvant pourrait être une 

activation de l'intlammasome des cellules présentatrices d 'antigène présentes dans la 

muqueuse colorectale. Avec le second système, FljB est exprimée dans les tissus des 

feuilles de tabac transgéniques. Ces feuilles sont administrées en mélange avec un 

antigène par voie orale. Il est à noter que les plantes seules permettent aussi une 

meilleure réponse contre l'antigène en accélérant cette réponse immunitaire. Un 

mécanisme d'action possible de cet adjuvant serait l'activation d ' une réponse innée 

par une reconnaissance par le TLR5. 



CONCLUSIONS 

Les plus grands succès de la vaccination sont l'éradication de la variole et la 

quasi-disparition de la poliomyélite. Paradoxalement la disparition de maladies 

mortelles ou invalidantes devient aujourd'hui un frein au développement de vaccins. 

En effet, les bénéfices obtenus paraissent moins importants comparés aux risques 

associés à la prise d'un vaccin contre des maladies avec une incidence moindre que 

celles citées précédemment (Ahmed et al., 2011 ). Ces risques sont les effets 

secondaires provoqués par les vaccins. De plus, des effets secondaires graves 

entraînant la mort comme les cas d ' invaginations intestinales provoqués par le vaccin 

Rotashield ont des effets dévastateurs sur le public (Vesikari, 20 12). Une partie de la 

population choisira d 'arrèter de se faire vacciner contre la maladie en question mais 

aussi contre d 'autres maladies. Ce comportement favorise malheureusement une 

réémergence de certaines maladies (Ahmed et al., 2011 ; Plotkin, 2005). C 'est 

pourquoi, la sécurité reliée à la prise d ' un vaccin est un enjeu majeur. Cette thèse 

répond à cette problématique avec le développement de vaccins sous-unitaires. 

Ces travaux avaient pour objectifs de montrer l ' utilité d' antigènes chimériques · 

comme vaccin sous-unitaire contre le rotavirus humain, d 'étudier si des AdV 

réplicatifs, non disséminatifs sont des vecteurs efficaces pour administrer ces 

antigènes et enfin de montrer un effet adjuvant de la protéine FljB. 

Concernant le premier objectif, la protéine chimérique VP4.!1::VP7 a permis 

de générer une réponse en anticorps et notamment en anticorps neutralisant la souche 

Wa du rotavirus plus forte que l'administration d'un mélange de VP4 et VP7. Ces 

anticorps neutralisants sont cruciaux pour une protection contre le rotavirus (Franco 

et al., 2006; Plotkin, 201 0). Le chapitre II a permis d ' établir que la protéine 
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VP4~::VP7 est un immunogène pertinent pour l'élaboration de vaccins sous-unitaire. 

Pour confirmer ces résultats une expérience de défi pourrait être conduite dans un 

modèle de porcs gnotobiotiques. Il serait aussi pertinent de vérifier si les anticorps 

neutralisants générés peuvent protéger contre des souches du rotavirus appartenant au 

groupe G 1 P[8] mais aussi contre des souches G 1 avec d'autres groupe P et des 

souches P[8] combinées avec d'autres groupes G. 

Pour répondre au deuxième objectif, les chapitres II et III ont démontré pour 

la première fois que les AdV réplicatifs mais non disséminatifs sont des vecteurs 

efficaces pour administrer des antigènes par voie intramusculaire et par voie rectale. 

Ils assurent aussi une plus grande sécurité que des AdV réplicatifs puisqu'ils sont 

incapables de former des particules infectieuses après avoir été introduits chez un 

sujet. Leur emploi par voie rectale présenterait un autre avantage par rapport à une 

injection intramusculaire puisqu' ils pourraient être formulés dans des suppositoires 

pour des applications chez l' homme. Dans nos travaux, ces AdV ont permis de 

générer des réponses en anticorps et une réponse cellulaire (mixte Thl/Th2) contre le 

rotavirus humain. L'utilisation de ces vecteurs peut être optimisée en limitant la 

réponse en anticorps neutralisant le vecteur par le recours à une stratégie vectorielle 

combinatoire AdV/plasmide par voie intramusculaire. Les quantités d'anticorps 

neutralisant ces vecteurs peuvent aussi être réduites par l'utilisation de la voie 

intrarectale. La réplication de ces vecteurs est un atout pour les vaccinations car elle 

augmente la production des antigènes dans les cellules infectées. La réplication de ces 

vecteurs a aussi permis de générer une réponse immunitaire plus forte contre le 

rotavirus chez la souris. Il serait intéressant de déterminer si cet effet est aussi la 

conséquence d' une activation plus forte de l'immunité innée due à la réplication des 

AdV. 

Les chapitres III et IV ont permis de répondre au troisième objectif en mettant 

en évidence un effet adjuvant de FljB par deux nouvelles méthodes d'administration 
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chez la souris. Dans le chapitre III, FljB a été fusionnée à des antigènes du rotavirus 

et a été produite directement dans le cytoplasme des cellules grâce à des AdV. Sa 

présence a permis d ' augmenter la réponse en anticorps spécifiques au rotavirus. Le 

mécanisme responsable de cet effet pourrait être une activation de l'inflammasome 

des cellules immunitaires présentes dans la muqueuse colorectale. Dans le chapitre IV, 

FljB a été produite seule dans des plantes transgéniques. Ces plantes mélangées à un 

antigène administré par voie orale chez la souris ont montré un effet adjuvant en 

accélérant et en modulant (orientation Thl/Th2 au lieu de Th2) la réponse 

immunitaire contre l' antigène. Le mécanisme d'action serait une activation de TLRS 

porté par de nombreuses cellules de la muqueuse intestinale. Ces résultats sont aussi 

très novateurs car ils montrent l'effet adjuvant de FljB par des voies mucosales dont 

l'emploi permet d'optimiser les réponses induites par des vaccins sous-unitaires. 

En conclusion, ces travaux ont permis d'apporter plusieurs nouveautés dans la 

recherche portant sur les vaccins sous-unitaires en proposant un nouvel immunogène 

pour vacciner contre le rotavirus, en montrant l'efficacité d ' un nouveau vecteur et 

enfin en montrant l ' effet adjuvant de FljB par deux différentes stratégies 

d'administration. Il est clair aujourd ' hui que l'usage d ' une seule dose et d ' une seule 

voie d ' administration ne peut s'appliquer à tous les vaccins. Ceci est d ' autant plus 

vrai pour les vaccins sous-unitaires qui sont moins efficaces que les pathogènes 

vivants atténués. Pour faire suite à ce projet plusieurs avenues sont possibles en 

combinant des vecteurs et/ou des voies d'administrations. Par exemple pour élaborer 

un vaccin sous-unitaire contre le rotavirus, les AdV réplicatifs non disséminatifs 

exprimant VP4: :VP7::FljB pourraient être inj ectés par voie intrarectale suivi d' un 

rappel effectué par voie orale avec du rotavirus inactivé mélangé à des plantes 

exprimant Flj B. Cette combinaison pourrait permettre de maximiser la réponse en 

anticorps et la réponse cellulaire au niveau du petit intestin et au niveau systémique. 

Les plantes exprimant FljB pourront aussi être employées comme adjuvant avec des 

vaccins protéiques sous-unitaires qui n' induisent pas une réponse Thl par voie orale. 
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Tableau A.l : Posisitons et séquences des épitopes ciblés par des anticorps 
neutralisant le rotavirus. 

VP4 (85 kDa) (Pesavento et al., 

2006) 
VP7 (38 kDa) (Pesavento et 

clivée en VP8 (ac ides aminés 1-
al., 2006) 

247; 27 kDa) et VPS (aa 248-776; 

58 kDa) 

Epi topes Position 1 Séquence : Position 1 Séquence : 

neutralisants 87-101 1 TEAA TEINDNSWKDT 1-10 1 MASLIYRQLL 

immunodominants (Huang et al., 2000) (Kovacs-Nolan et al. , 2003) 

142-153 1 MKYDATLQLDVMSE 55-66 1 INDSTTVEPILD 

(Huang et al. , 2000) (Kovacs-Nolan et al. , 2003) 

20 1-2 10 1 QTLG IGCLTT 223 -234 1 PPIQNTRNVVP 

(Huang et al. , 2000) (Kovacs-Nolan et al. , 2003) 

278-285 1 PASSIVKS*** 

(Donnitzer et al. , 2004) 

289-297 1 YKWSEISPK*** 

(Dormitzer et al. , 2004) 

323-330 1 MNDFNFNG 

(Dormitzer et al. , 2004) 

337-345 1 FVISRYEVI 

(Donnitzer et al. , 2004) 

413-423 1 STQFDFVSL s 
(Dormitzer et al. , 2004) 

*** le site de liaison DGE aux 

intégrines est situé entre ces deux 

épitopes . 
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Figure A.l : Anticorps neutralisants les AdV générés dans le sérum de souris 
après des immunisations intramusculaires (lM) ou intrarectales d' AdV (IR) 
réplicatifs, non disséminatifs (R-AdV) ou d' AdV non réplicatis (RD-AdV). 
Quatre groupes de souris BALB/c (n=8) ont reçu deux injections de 100 Ill de 108 

TCID50 de R-AdV ou RD-Ad V exprimant la GFP au jour 0 et 21. Au jour 42 après la 
première immunisation, les souris ont été euthanasiées et un test de séroneutral isation 
a été effectué comme décrit ailleurs avec des modifications (Zeng et al. , 2007). 
Brièvement, les sérums de souris ont été inactivés, dilués en série et incubés 2 h avec 
des RD-AdV -GFP. Des cellules HEK 293A ont été par la suite infectées pendant 2 h 
avec 100 111 du mélange sérum-RD-AdV -GFP titrant à 100 TCID50. Les cellules ont 
ensuite été cultivées danns du milieu DMEN et SVF 2 %jusqu'à ce que le témoin 
négatif montre 90% d'effet cytopathique. Le titre en antiorps neutralisant représente 
l'inverse de plus grande dilution pour laquelle aucun effet cytopathique n'est observé. 
Les barres représentent la moyenne (± écarts types) du Log2 des titres en anticorps 
neutralisant les AdV. Des lettres différentes signifient que les valeurs des moyennes 
sont statistiquement différentes à P<0.005 par une ANOVA suivi d ' un test de Tukey. 
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Figure A.2: Production d'IL-6 et de TNF-a dans les cô lons de souris 48 h après 
des injections intrarectales d' AdV. 
Cette figure complète la figure 3 .6B. Les échantillons ont été obtenus selon la 
méthodologie décrite pour la figure précédente. Les barres représentent la moyenne 
(n=6 souris) avec écarts-types des quantités de cytokines mesurées par des tests 
ELISA quantitatifs (BD OptEIATM, BD Biosciences) . Des lettres différentes 
signifient que les valeurs des moyennes sont statistiquement différentes à P<0.005 par 
une ANOV A suivi d'un test de Tulkey. 
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EXPRESSION OF HUMAN ROTA VIRUS CHIMERIC FUSION 
PROTEINS FROM REPLICATING BUT NON DISSEMINA TING 

ADENOVECTORS AND ELICITATION OF ROTAVIRUS­
SPECIFIC IMMUNE RESPONSES IN MICE 

Aurélie Girard, Élodie Roques, Marie-Claude St-Louis, Bernard Massie and 

Denis Archambault 

Article publié dans Molecular Biotechnology, (20 13) Jul;54(3): 1010-20 

Abstract 

The aim of this study was to ·evaluate the usefulness of replicating but non 

disseminating adenovirus vectors (AdVs) as vaccine vector using human rotavirus 

(HRV) as a mode! pathogen. HRV VP7, VP4, or VP4~ (N-terminal 336 amino acids 

of VP4) structural proteins as well as the VP4~::VP7 chimeric fusion protein were 

expressed in mammalian cells when delivered with the AdVs. A preliminary 

experiment demonstrated that VP4~ was able to induce a HRV -specifie IgG response 

in BALB/c mice inoculated intramuscularly with AdVs expressing the rotaviral 

protein. Moreover, an AdV -prime/plasmid DNA-boost regimen of vectors resulted in 

VP4~-specific antibody (Ab) titers ~4 times higher than those obtained from mice 

immunized with AdVs alone. Subsequently, the various HRV protein-encoding AdVs 

were compared using the Ad V -prime/plasmid DNA-boost regimen. Higher lgG and 

IgA responses to HRV were obtained when VP4~: :VP7 fusion protein was used as an 

immunogen as compared to VP7 or VP4 alone or to a mi x of both proteins delivered 

independently by AdVs. A synergetic effect in terms of Ab was obtained with 

VP4~ : :VP7 . In conclusion, this study demonstrated for the first time the suitabil ity of 

using replicating but non disseminating AdVs as vaccine vector and the VP4~::VP7 

fusion prote in as an immunogen for vaccination against HRV. 
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ANTIBODY RESPONSES INDUCED IN MICE IMMUNIZED 
WITH RECOMBINANT ADENOVECTORS EXPRESSING 

CHIMERIC PROTEINS OF V ARIOUS PORCINE PATHOGENS __ 

Élodie Roques, Aurélie Girard, Carl A. Gagnon, Denis Archambault 

Article publié dans Vaccine, (2013) May 31 ;31 (24) :2698-704 

Abstract 

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), Porcine 

Circovirus type 2 (PCV2) and Mycoplasma (M.) hyopneumoniae are swine 

pathogens of economie importance. Although vaccines are available for each 

pathogen, no commercial bivalent vaccines have been developed so far. In this study, 

recombinant adenovectors (Ad Vs) expressing pro teins of each pathogen were 

developed and their immunogenicity tested in mice. The prot~ins of interest were the 

glycoprotein GP5 of PRRSV, the capsid (Cap) protein of PCV2b and the C-terminal 

po11ion of P97 (P97c) protein of M. hyopneumoniae that were used alone and/or in 

fusion which each other. Inoculation ofmice with the AdVs resulted in antibody (Ab) 

responses specifie to the immunogens. Unexpectedly, immunization with vaccines 

expressing P97c in fusion. to either Cap or GP5 enhanced the Ab responses against 

Cap and GP5 , suggesting an immunopotentiator effect for P97c. 
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IMMUNOGENIC AND PROTECTIVE PROPERTIES OF GPS 
AND M STRUCTURAL PROTEINS OF PORCINE 

REPRODUCTIVE AND RESPIRA TORY SYNDROME VIRUS 
EXPRESSED FROM REPLICATING BUT NONDISSEMINATING 

ADENOVECTORS 

Roques Élodie, Aurélie Girard, Marie-Claude St-Louis MC, Bernard Massie, Carl A. 

Gagnon, Martin Lessard and Denis Archambault. 

Article publié dans Veterinary Research , (20 13) Mar 11 ;44( 1 ): 17 

Abstract 

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is responsible for 

significant economie !osses in the porcine industry. Currently available commercial 

vaccines do not allow optimal and safe protection. In this study, replicating but 

nondisseminating adenovectors (rAdV) were used for the first time in pigs for 

vaccinal purposes. They were expressing the PRRSV matrix M protein in fusion with 

either the envelope GP5 wild-type protein (M-GP5) which carries the major 

neutralizing antibody (NAb)-inducing epitope or a mutant form of GP5 (M-GP5m) 

deve1oped to theoretically increase the NAb immune response. Three groups of 

fourteen piglets were immunized both intramuscularly and intranasally at 3-week 

intervals with rAdV expressing the green fluorescent protein (GFP, used as a negative 

control), M-GP5 or M-GP5m. Two additional groups of pigs were primed with M­

GP5m-expressing rAdV followed by a boost with bacterially-expressed recombinant 

wild-type GP5 or were immunized twice with a PRRSV inactivated commercial 

vaccine. The results show that the rAdV expressing the fusion proteins of interest 

induced systemic and mucosal PRRSV GP5-specific antibody response as determined 

in an ELISA. Moreover the prime with M-GP5m-expressing rAdV and boost with 

recombinant GP5 showed the highest antibody response against GP5. Following 
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PRRSV experimental challenge, pigs immunized twice with rAdV expressing either 

M-GP5 or M-GP5m developed partial protection as shown by a decrease in viremia 

overtime. The lowest viremia levels and/or percentages of macroscopic lung lesions 

were obtained in pigs immunized twice with either the rAdV expressing M-GP5m or 

the PRRSV inactivated commercial vaccine. 



FLAGELLIN PRODUCED IN PLANTS IS A POTENT 
ADJUVANT FOR ORAL IMMUNIZATION 
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Aurélie Girard, Wifried Saron, Louis-Philippe Bergeron-Sandoval, Fathey Sarhan and 

Denis Archambault. 

Article publié dans Vaccine, (2011) Sep 2;29(38):6695-703 

Abstract 

The aim of this study was to produce adjuvant with high biosafety, efficacy 

and low cost. Towards this goal, the plant Nicotiana benthamiana transient expression 

system was successfully used to express Salmonella typhimurium's flagellin (FijB). 

The yield of the expressed FljB was 280 mg per kg of fresh weight (FW) leaves. The 

lyophilized plant powder containing plant expressing FljB was mixed with ovalbumin 

(OV A) and used for oral immunization of BALB/c mice. The ELISA analysis 

showed higher and accelerated OVA-specific serum antibody responses in mice given 

the mixture when compared to animais receiving OVA alone. Furthermore, FljB 

elicited a mixed Thl /Th2 response as shawn by the presence of specifie anti-OVA 

IgG 1, IgG2a and lgG2b isotypes. OV A-specifie lgAs were also detected in mice 

given the mixture. Cell-mediated immune response to OVA was induced by FljB as 

determined by a spleen lymphocyte specifie proliferation test. No immune response 

was generated against FljB. In conclusion, our results showed for the first time the 

production of FljB in plants and the efficient use of the crude lyophilized extract as an 

adjuvant for oral immunization. 

1 
1 
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PRODUCTION OF HUMAN ROTA VIRUS AND SALMONELLA 
ANTIGENS IN PLANTS AND ELICITATION OF FLJB­

SPECIFIC HUMORAL RESPONSES IN MICE 

Louis-Philippe Bergeron-Sandoval, Aurélie Girard, François Ouellet, Denis 

Archambault and Fathey Sarhan. 

Article publié dans Molecular Biotechnology, (20 11) 4 7: 157- 168 

Abstract 

A Nicotiana benthamiana transient expression system was used to express 

single antigen and dimeric combinations of the human rotavirus (HRV) VP7 and a 

truncated VP4 (VP4~) proteins fused with Salmonella typhimurium 's flagellin fljB 

subunit. Immunoblot analyses using rabbit antibodies generated against these proteins 

demonstrated that the constructs were successfully expressed with yields ranging 

from 0.85 to 31 .97 J.lg of recombinant protein per gram of fresh leaf tissue. 

Expressing the single and dimeric antigens has no effect on plant growth and 

development except for VP7 and VP4~::VP7 , which show mild necrotic lesions. 

Immunization of mice with proteins from leaves transformed with constructs bearing 

the flj B moiety elicited an fljB-specific humoral response. The Nicotiuna 

benthamiana transient system is efficient to express multiple combinations of 

pathogen proteins and demonstrates the potential of generating a Salmonella 

typhimurium subunit vaccine in plants. 

l 
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APPENDICE C 

PARTICIPATIONS À DES CONGRÈS SCIENTIFIQUES 



Effet immunopotentiateur de deux protéines structurales bactériennes, la flagelline de 

Salmonella typhimurium et la P97 de Mycoplasma hyopneumoniae dans le cadre 

d'immunisation antivirale. A. Girard, É. Roques, C. Gagnon et D. Archambault. Résumé 

et Affiche au 5 ième congrès annuel du Centre de Recherche en lnfectiologie Porcine (CRIP), 

Saint-Hyacinthe, 2012. 

Différentes approches vaccinales contre le rotavirus humain avec un système 

d'adénovecteur réplicatif mais non disséminatif. A. Girard, M.-C. St-Louis, E. Roques, P. 

Cournoyer, B. Massie et D. Archambault. Résumé et Affiche au i ème Colloque annuel 

PharmaQAM, Université du Québec à Montréal, 201 O. 

>- Prix pour meilleure affiche. 

Capacité adjuvante de la flagelline de Salmonella typhimurium produite dans des 

plantes. A. Girard, W. Saron, F. Sarhan et D. Archambault. Résumé et présentation orale 

au i ème Colloque annuel PharmaQAM, Université du Québec à Montréal , 201 O. 

lmmunization approaches against Human Rotavirus using replicative but non 

disseminating Adevovirus delivery system. A. Girard, M.-C. St-Louis, E. Roques, B. 

Massie and D. Archambault. Résumé et Affiche au 5 ième Symposium canadien de thérapie 

génique et vaccins, Hôtel du Lac Carling, Québec, 201 O. 

);> Prix pour meilleure affiche. 

Immunogénicité comparative chez la souris de la protéine VP8::VP5 c-cerm du rotavirus 

déliv rée par une combinaison d ' adénovecteu et plasmide. A. Girard, M.-C. St-Louis, 

Massie B., Archambault D. Résumé et Affiche au congrès Armand frappier, Bromont, 2009. 

Expression des protéines VP8 ::VPSdc-term du rotavirus dans les plantes transgéniques 

et les adénovecteurs pour le développement de vaccins mucosaux. A. Girard, Bergeron­

Sandoval, L.P., M.-C. St-Louis, Massie B., Sarhan F. et Archambault D. Résumé et 

présentation orale au 4 ième Col loque international francophone de microbiologie animale, 

Saint-Hyacinthe, 2008. 
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:;;.. Deuxième prix pour meilleure présentation orale. 

Production of the human rotavirus VP8::VP5c-term protein in plant and viral expression 

systems towards the development of new-generation vaccines. A. Girard, Bergeron­

Sandoval, L.P., M.-C. St-Louis, Massie B., F. Sarhan. And Archambault O. Résumé et 

Affiche au 

./ 50ième congrès de la société canadienne des physiologistes des végétaux, SCVP, 
Ottawa, 2008 . 

./ 4 icme Symposium canadien de thérapie génique et vaccins, Montréal, 2008. 

Immunogenicity of a Transmission-Blocking DNA Vaccine Encoding the Cyst Wall 

Protein 2 of Giardia lamblia. Abdul Wahid, A. Girard, G. Faubert. Résumé et Affiche au 

./ 4ième Congrès international Giardia-Cryptosporidium, Amsterdam, 2004 . 

./ Congrès international d' immunologie et 4'ème congrès annuel du FOCIS, Montréal, 
2004 
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