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Résumé

RESUME

Le virus Ebola, responsable d’une fievre hémorragique virale 1étale et le virus de
la variole, agent étiologique de la variole, sont des armes biologiques potentielles. Il
n’existe pas de traitement ou de prophylaxie autorisés contre le virus Ebola, quelques
candidats vaccins étant en cours de développement. Concernant la variole, des vaccins
dits de premiere génération (virus de la vaccine) ont permis I'éradication de la maladie
cependant ils sont a 'origine de complications post-vaccinales parfois séveres alors que
des vaccins plus récents dits de troisieme génération, non-réplicatifs, ont été développés
pour leur innocuité mais restent faiblement immunogenes.

Nous avons récemment développé plusieurs vecteurs viraux de type virus de la
vaccine (VACV) par délétion d'un certain nombre de facteurs de virulence. Nous avons
évalué leur innocuité, leur immunogénicité et leur efficacité en tant que candidats
vaccins antivarioliques chez la souris puis utilisé I'un de ces vecteurs pour développer
un candidat vaccin bivalent antivariolique et anti-virus Ebola.

Ces virus de la vaccine délétés sont réplicatifs mais fortement atténués. Ils
induisent une réponse en anticorps neutralisants spécifiques anti-vaccine similaire a
celle induite par le vaccin antivariolique de premiere génération et induisent des
réponses immunitaires cellulaires CD4* et CD8* spécifiques suffisantes pour protéger
I’animal d’'une épreuve létale de cowpoxvirus en intranasal, simulant une infection par le
virus de la variole. Le virus délété le plus immunogene et le plus slir, nommé MVL, a été
utilisé pour construire un vecteur viral codant pour la glycoprotéine du virus Ebola (GP).
Le gene entier de la GP ou une forme chimérique de la GP (fusion entre I'’ectodomaine de
la GP et le domaine transmembranaire de la glycoprotéine B5 du VACV) ont été clonés
dans le génome du vecteur viral. Ces deux vecteurs produisent des virus ayant incorporé
EGP dans leur enveloppe. Ces deux candidats vaccins recombinants induisent de fortes
réponses humorales spécifiques anti-GP d’Ebola et anti-vaccine chez la souris
immunocompétente.

En conclusion, nous avons développé plusieurs candidats vaccins antivarioliques
aussi immunogenes et efficaces que le vaccin historique et avec une atténuation
similaire aux vaccins de troisieme génération. L’'un de ces candidats (MVL) a été utilisé
comme vecteur viral pour exprimer la glycoprotéine hétérologue, contre laquelle il

induit une réponse immunitaire humorale forte.






Abstract

ABSTRACT

Ebola virus, causing a lethal haemorrhagic fever and variola virus, the agent of
smallpox are potential biological weapons. There is no treatment and no prophylaxis
authorised against Ebola, although some vaccine viral vectors were developed over the
last few years. Concerning smallpox, several types of vaccines exist against smallpox
(based on vaccinia virus), the first generation vaccines that allowed disease eradication
but were responsible for some post-vaccination complications and non-replicative 3rd
generation vaccines, which are safe but not very immunogenic.

We have recently developed several vaccinia virus (VACV) mutants by deletion of
selected virulence genes, and we have evaluated their safety, immunogenicity and
efficacy as smallpox vaccines in mice and used one of them as a bivalent vaccine against
Ebola and smallpox.

These viral vectors are highly attenuated and replication competent. They induce
a neutralizing specific-VACV antibody response similar to that of the historical vaccine
and induce VACV-specific CD8* and CD4* immune responses sufficient to protect
immunocompetent mice challenged intranasally by cowpox virus, simulating variola
virus infection. The safest and most immunogenic vaccinia virus mutant, named MVL,
has been used to construct a vector encoding the Ebola glycoprotein (GP) for
immunization against Ebola. The native GP gene or a chimeric GP gene (fusion between
the GP ectodomain and the transmembrane domain of the VACV B5 glycoprotein) have
been cloned into the viral vector genome. These two recombinant vaccine candidates
induce specific humoral immune responses against Ebola GP and vaccinia virus in
immunocompetent mice.

In conclusion, we have developed several vaccine candidates against smallpox
that are as immunogenic and protective as the historical vaccine and as safe as 3
generation vaccines. One of these candidates, MVL, has been used as a viral vector to
express the heterologous glycoprotein, against which it induces a strong humoral

immune response.
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Introduction

INTRODUCTION GENERALE

Le travail de thése concerne la caractérisation de nouveaux candidats vaccins
antivarioliques construits a partir d'un virus de la vaccine, souche Lister, recombinant,
atténué et réplicatif et de deux candidats anti-Ebola construit a partir de I'un de ces

vaccins antivarioliques.

La variole a été pendant des siécles, 'un des pires fléaux que I'humanité ait
connu, jusqu’a son éradication en 1980. Une campagne mondiale de vaccination est a
'origine de I’éradication du virus. Les différentes souches connues ont alors été stockées
dans les deux centres de référence : le « Centers for disease control and prevention »
(CDC) a Atlanta (Etats-Unis) et le centre « Vector » a Koltsovo (Russie), par décision de
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Le risque d'une réémergence de la variole,
suite a la découverte d’'un programme de militarisation de cet agent en ex-URSS et les
attentats du 11 septembre 2001, font craindre l'utilisation de ce virus classé dans la
catégorie A des pathogenes dangereux. En effet, suite a I'éradication de la maladie, la
vaccination antivariolique fut arrétée. Aujourd’hui seule une minorité de la population
est encore immunisée contre ce virus. Il n’existe a I'heure actuelle pas de traitements
efficaces pour soigner cette maladie, seuls des vaccins occasionnant des complications
post-vaccinales pourraient étre utilisés. Le développement de nouveaux traitements
prophylactiques et thérapeutiques devient donc nécessaire.

Une autre maladie peu connue mais tout aussi redoutable que la variole, est a
craindre, la fievre hémorragique a virus Ebola. Le virus Ebola sévit surtout en Afrique
équatoriale, mais l'utilisation de cet agent comme arme biologique n’est pas a exclure.
En effet, ce virus classé par le CDC comme un agent pathogéne de classe A, pourrait
potentiellement étre utilisé a des fins terroristes. L’'OMS a classé ce virus, a I'origine
d’une fiévre hémorragique, dans le groupe 4 ce qui impose un laboratoire de niveau de
sécurité biologique 4 (NSB4) pour le manipuler. La vitesse et la facilité avec lesquelles la
maladie se transmet d’homme a homme, pourraient engendrer de terribles épidémies,
avec un taux de mortalité assez élevé. L’absence totale de traitement et de vaccins
efficaces, rend la recherche et le développement d’antiviraux et de vaccins

indispensables et urgents.
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Introduction

La premiére partie de ce mémoire est une revue bibliographique divisée en deux
chapitres.

Le premier résume les connaissances actuelles sur la famille des Poxviridae et
plus particulierement sur le virus de la variole, la maladie qu’il occasionne et les moyens
de lutte. Ce chapitre traite des vaccins antivarioliques historiques ayant permis
I’éradication de la maladie ainsi que des candidats vaccins de troisieme génération
développés pour remédier aux complications post-vaccinales.

Le deuxieme chapitre, quant a lui, est consacré au virus Ebola de la famille des
Filoviridae. Cet agent biologique est a l'origine d’'une fievre hémorragique a évolution
rapide et mortelle jusque dans 90% des cas, qui sera décrite dans ce paragraphe. Une
partie de ce chapitre aborde la biologie de ce virus, son cycle de réplication et sa
structure particuliére ainsi que les réponses immunitaires de 1'’h6te induites par
I'infection. Enfin la derniére partie de ce chapitre est un rappel sur 'avancée de la

recherche concernant les vaccins anti-Ebola.

Les résultats expérimentaux sont exposés dans la deuxiéme partie de cette these,
sous la forme d’un article publié, et de résultats obtenus au cours de ces trois années.

La premiere partie correspond a l'article publié dans Journal of Virology, intitulé
« Deletion of major nonessential genomic regions in the vaccinia virus Lister strain
enhances attenuation without altering vaccine efficacy in mice». L’article est reproduit
dans sa forme publiée incluant ses propres références bibliographiques, accompagné
d’une introduction et d’'une conclusion pour mieux cerner le contexte entourant I'étude
effectuée. La délétion de régions connues pour avoir été naturellement perdues par la
souche virale MVA (vaccin de troisieme génération fortement atténué) a permis de
développer des formes atténuées de la souche vaccinale Lister, non pathogenes chez la
souris Nude immunodéprimée et induisant des réponses immunitaires et une protection
aussi efficaces que le vaccin de premiere génération chez la souris BALB/c.

Le développement et la caractérisation d'un candidat vaccin bivalent

antivariolique et anti-Ebola sont décrits dans la deuxiéme partie.
Enfin, la conclusion, les perspectives de ce travail, les références bibliographiques

et les présentations orales ou affichées en rapport avec le sujet de cette these, sont

regroupées a la fin de ce manuscrit.
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Chapitre I :

LA VARIOLE, LES ORTHOPOXVIRUS ET LES
VACCINS ANTIVARIOLIQUES
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1. Lavariole et les orthopoxviroses

La variole est I'un des pires fléaux qu’ait connu I’humanité. Pendant plusieurs
siecles, elle a été responsable de centaines de millions de morts dans le monde. La
variole est causée par le virus de la variole, qui appartient au genre Orthopoxvirus. 1l
existe trois autres orthopoxvirus responsables de zoonoses plus ou moins séveres chez
I’'homme : le monkeypox virus (MPXV), le cowpox virus (CPXV) et le virus de la vaccine
(VACV). Ces virus, contrairement au virus de la variole, ont des réservoirs animaux qui

peuvent transmettre la maladie a 'homme.
1.1. La variole

La variole est a ce jour, la seule maladie infectieuse humaine qui a pu étre
éradiquée grace a une campagne massive de vaccination menée par I'OMS sur tous les
continents, entre 1959 et 1979. C’est lors de la 33¢me Assemblée Mondiale, le 8 mai 1980,
que la variole fut déclarée officiellement éradiquée, une prédiction faite par Edward
Jenner 200 ans plus tét: « the annihilation of smallpox, the most dreadful scourge of the

human species, must be the final result of this practice (vaccination) ».
1.1.1. Historique

La variole est une maladie ancienne qui remonte a I'antiquité. L’agent étiologique
de la variole est le virus de la variole. Elle se transmet directement d’homme a homme
par aérosol ou par l'intermédiaire d’objets contaminés et ne posséde aucun réservoir
animal, ce qui a permis son éradication.

L’origine de la variole est inconnue mais il s’agit d’'une maladie ancienne,
probablement due a un Chordopoxvirinae d’origine animale qui se serait adapté a
I'homme. Il semblerait que le virus de la variole ait émergé avec les premieres
populations agricoles (Henderson & Moss, 1999). Les premieres traces de variole ont été
identifiées sur des momies Egyptiennes de la XVIIIéme dynastie (1850 a 1350 avant J.C.)
et sur la momie du pharaon Ramses V (1157 avant ].C.). Des cas de variole ont ensuite

été décrits en Inde (10¢me siecle avant JC) et en Chine (4¢me siécle avant J.C.).

39



Figure 1: Schémas représentatifs de 1'évolution de l'infection par le virus de la
variole. A) Infection et réplication du virus dans différents organes chez le patient
infecté. B) Evolution de l'infectiosité et de la mise en place de I'immunité antivariolique
en fonction du nombre de jours post-infection. (Source : (Breman & Henderson, 2002))
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Dés le XVIeme siecle aprés ].C., la variole s’établit dans toute I'Europe, avec le
déplacement et I'accroissement des populations, devenant une maladie endémique. A la
fin du XVIIIeme siecle, on estimait la variole responsable de 400 000 morts chaque année
en Europe. Avec la colonisation du nouveau monde par les Espagnols, les Francais, les
Anglais et les Portugais, la variole a aussi fait des ravages en Amérique, jusqu’a décimer
des tribus amérindiennes et participer a I'effondrement de deux grandes civilisations :

les Incas et les Azteques (Henderson & Moss, 1999).
1.1.2. Clinique

Le virus de la variole infecte uniquement ’homme. Aucun cas de transmission
naturelle chez le singe (ou autre animal) par 'homme n’a été répertorié (infection
expérimentale uniquement). C’est cette particularité qui a permis de pouvoir éradiquer
la maladie grace a la vaccination.

Le mécanisme principal de transmission a lieu par voie aérienne: des
gouttelettes de salive contaminées sont expectorées par le malade (figure 1A). La
contamination peut également avoir lieu par contact direct avec des surfaces souillées
(literie, vétements) ou par aérosolisation des virus présents sur ces objets. Le nombre
de contaminations secondaires est estimé entre 5 et 10 pour chaque individu infecté. Ce
chiffre pouvant varier en fonction des conditions socio-économiques, de la densité de

population, de la nature du terrain ainsi que de la saison.

La période d’incubation dure entre 10 et 14 jours, délai pendant lequel la
personne ne présente aucun signe clinique et n’est pas contagieuse (Figure 1B). Le virus
se réplique activement dans les cellules de la muqueuse respiratoire et les organes
hématopoiétiques (foie, rate, moelle osseuse et noeuds lymphatiques). Puis une seconde
virémie est observée, le virus cible les noeuds lymphatiques avant d’atteindre les
organes internes par le systéme endothélial. Elle est caractéristique de la phase
d’invasion de I'hote par le virus et dure 3 a 4 jours.

Une fois terminée, la période d’incubation laisse place a une phase pré-éruptive,
période symptomatique et contagieuse. Elle se caractérise par une altération brutale de
I’état général du patient. Les signes cliniques sont proches de ceux de la grippe : maux de
téte, fievre, nausées, diarrhées, malaises, prostration, douleurs musculaires et parfois

des convulsions.
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Figure 2 : Evolution de I'exanthéme chez un enfant atteint de la variole. Jours 2 a 4,
éruption maculaire ; Jour 5, vésicules ; Jours 7 a 9, pustules ; Jours 10 a 14, dessiccation
et décrustation ; Jour 20, cicatrices. (Source: CDC)
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Ces symptémes disparaissent apres 2 a 4 jours, survient alors chez le patient, une
éruption cutanée progressive évoluant de fagon centrifuge (a partir de la face). Il s’agit
de la phase éruptive : elle débute par un énantheme, au niveau des muqueuses buccale
et oropharyngée, suivi d'un exanthéme (visage et tronc). C’'est a ce moment que les
individus sont les plus contagieux. L’exantheme se développe ensuite de facon
centrifuge sur les membres supérieurs et inferieurs. Toutes les lésions suivent la méme
évolution apres leur apparition. Elles apparaissent telle une éruption maculaire qui se
transforme au 2¢me jour en papules et évoluent en vésicules jusqu’au 4¢me jour. Celles-ci
se remplissent alors d’un liquide trouble leur conférant un aspect ombiliqué du 5¢me au
7¢me jour et deviennent des pustules. Enfin a partir du 14¢me jour, ces pustules séchent et
la crofite restante demeure jusqu’au trentiéme jour, laissant sur la peau des cicatrices
indélébiles (figure 2). La contagiosité du patient diminue avec 'apparition des crofites.
La sévérité des symptomes généraux et la contagiosité des patients sont directement

liées a I’étendue de I'éruption.

Le taux de mortalité varie en fonction de la forme clinique de variole. L'OMS a
catégorisé 8 types de variole, principalement en fonction des cas observés en Inde: la
variole sine eruptione, modifiée, ordinaire discrete, ordinaire semi-confluente, ordinaire

confluente, maligne, hémorragique précoce, hémorragique tardive.

La variole mineure (variola minor) causée par un virus atténué, entraine une
forme peu sévere de la maladie (1% de mortalité) contrairement a la variole majeure

(variola major) qui possede quatre formes cliniques :

. la variole ordinaire: elle représente 90% des cas. Les symptomes sont
essentiellement la fievre suivie d’'une phase éruptive. Le taux de mortalité pour cette
forme est proportionnel a 'importance de I’éruption et varie entre 10% (forme discréete)

et 50 a 75% (forme confluente).

. La variole modifiée (5% des cas) : similaire a la variole ordinaire mais avec
des symptémes moins prononcés (peu de lésions cutanées) et une mortalité inférieure a
10%. Elle est essentiellement observée chez des sujets avec une immunité partielle

(notamment chez des sujets déja vaccinés)
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. La variole plate ou maligne (environ 5% des cas) : les lésions se développent

lentement mais l'issue de cette forme est quasiment toujours fatale.

. La variole hémorragique (moins de 1% des cas): elle entraine des

saignements de la peau et des muqueuses. Elle est toujours fatale.

Le taux de mortalité pour la variole a été estimé a 30 % en moyenne. Cette
mortalité est due a deux types de complications : le premier type est lié directement ou
indirectement a la dissémination du virus dans 'organisme alors que le second est dii a
une surinfection bactérienne. De nombreux organes sont touchés : la peau, les yeux, les
articulations et les os, le systéme respiratoire, le systéme gastro-intestinal, ainsi que le
systéme nerveux central. En I'absence de traitement antibiotique efficace, les l1ésions
cutanées peuvent étre le foyer d’infections bactériennes secondaires. Chez les patients
qui n’ont pas succombé a la maladie, les séquelles consécutives a la variole sont, par
ordre de fréquence décroissante: les cicatrices, la cécité et des déformations des

membres (Fenner et al., 1988).
1.1.3. Eradication de la variole

La lutte contre la variole remonte a 1000 ans avant J.C. Une méthode de
protection contre l'infection naturelle de la variole était utilisée en Inde : il s’agissait
d’inoculer délibérément le virus de la variole soit par insufflation nasale de croftes, soit
par injections sous-cutanée de fluides prélevés dans les l1ésions de patients. Ce processus
d'immunisation appelé « variolisation » induisait une maladie moins sévere que lors
d’'une infection naturelle. Cette pratique s’est ensuite répandue en Asie puis en Europe
dés le XVIIIeme siecle, mais elle était a 'origine d’'un taux de mortalité pouvant atteindre
1 a 2%. La recherche de moyens de lutte contre la variole s’est intensifiée a la suite des
travaux de Jenner (1796). Ce dernier a pu démontrer que des fermieres étaient
protégées de la variole aprés avoir contracté la «variole de la vache » ou cowpox
(maladie des pis de I'animal). Cette zoonose est responsable d’'une infection chez
I'homme accompagnée de lésions trés similaires a celles induites par la variole,
principalement au niveau des mains. Jenner préleva du liquide dans les pustules de la
main d'une trayeuse contaminée et I'inocula a un jeune gargon. Celui-ci a ensuite été

inoculé avec de la matiere infectée contenant de la variole. L’enfant ne tomba pas
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Figure 3: Représentation de la premiere vaccination d’Edward Jenner. Sur ce
tableau Jenner vaccine pour la premiére fois, le jeune James Phipps contre la variole
apres avoir prélevé un échantillon contaminé des lésions pustuleuses d’'une servante
infectée par le virus du cowpox (Sarah Nelmes). Tableau peint par Gaston Mélingue
(1840-1914)
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malade. Jenner par cette expérience, a mis au point le principe de la vaccination (figure
3). Cette pratique sera progressivement répandue dans toute I'Europe et la vaccination
antivariolique sera utilisée dans le monde entier deés le XIX¢me siecle. A partir de 1960, la
variole ne touche plus que I'’Afrique et I'’Asie. Grace a un effort mondial dirigé par 'OMS,
une campagne de vaccination est menée sur tous les continents. Le dernier cas naturel
de variole est recensé en 1977 en Somalie.

Le 8 mai 1980, la variole est officiellement déclarée éradiquée par 'OMS. (Fenner,
1980). La primo-vaccination antivariolique obligatoire est alors arrétée en France deés
1979 et les rappels sont arrétés en 1984, les effets secondaires dus a la vaccination étant
non négligeables. Depuis, la manipulation du virus de la variole est strictement interdite
et tous les stocks de virus référencés dans le monde, sont détenus dans deux centres
collaborateurs de 'OMS: le « Centers for Disease Control and Prevention » (CDC) a
Atlanta aux Etats-Unis et le centre « Vector » de Koltsovo dans la région de Novosibirsk
en Russie. (Crance et al., 2002; Henderson et al., 1999). Dans les autres laboratoires, des
modeles prototypes, mimant une infection par le virus de la variole, ont été développés
en utilisant principalement les trois autres orthopoxvirus pathogénes pour '’homme : le

VACV, le CPXV et le MPXV.
1.1.4. Réémergence potentielle de la variole

La variole est classée agent biologique infectieux de catégorie A par le CDC. Son
utilisation en tant qu’arme biologique représente un risque d’autant plus important
qu'une grande proportion de la population n’est plus immunisée et que les stocks
mondiaux de vaccins ne sont pas suffisants.

La variole fut déja utilisée en tant qu’arme biologique au XVIIIéme siécle par Sir
Jeffrey Amherst dans la guerre qui opposait les anglais aux indiens d’Amérique (1754-
1767). Des couvertures contaminées avec le virus de la variole ont été distribuées aux
tribus indiennes ennemies non immunisées, qui furent séveérement affaiblies par
I'épidémie.

Puis la découverte d’'un programme soviétique secret de militarisation de la
variole a la fin des années 90 (Alibek, 1999) a intensifié cette crainte de possible mise a
disposition de la souche virulente India a des pays « potentiellement proliférants » ou a
des groupes terroristes (Crance et al, 2002). L’ex-Union Soviétique aurait produit et

stocké plus de 20 tonnes de virus de la variole de 1973 a 1990. Enfin, les évenements
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tragiques de 2001 aux Etats-Unis : les attentats terroristes du World Trade Center et les
lettres contaminées par des spores de Bacillus anthracis, ont renforcé 'inquiétude de
certaines autorités politiques occidentales quant a la possibilité d'un acte terroriste
utilisant un agent infectieux.

En 2003, le Pr Didier Raoult expliquait dans un rapport que le coiit de production
pour I'élimination de la moitié des habitants d’'un km?, a 'aide d’'une arme biologique
était estimé a 1$ (Raoult, 2003), ce qui est bien en dessous des colits relatifs a une arme
conventionnelle ou nucléaire. Dans le cas de la variole, la période d’incubation, la forte
contagiosité et les moyens prophylactiques, thérapeutiques et diagnostiques encore
limités dans les hopitaux rendraient rapidement la situation difficilement controlable
dans des pays non préparés, comme le sont la majorité des pays du monde.

Un plan variole a été mis en place en France en 2003 afin de dicter aux
professionnels de la santé la conduite a tenir en cas de suspicion ou en cas de variole
avérée : « plan national de réponse a une menace variole » (MS]JS, 2003). Il est décrit
dans des fiches, la stratégie de réponse graduée qui serait utilisée en cas de réémergence
de la variole, la constitution d’'une équipe nationale d’intervention contre la variole, les
symptomes de la maladie, le vaccin mis a disposition des autorités sanitaires, les contre-
indications a la vaccination antivariolique, la prise en charge des malades atteints ou
susceptibles d’étre atteints par la maladie, la prise en charge des sujets contacts

(personnes exposées au virus) et enfin I'organisation de la vaccination progressive.

Un réseau « biotox-piratox » a été mis en place en France depuis 2003, dans le but
de préparer au mieux les hopitaux nationaux a la survenue d’un cas de variole. Il a été
réalisé des exercices nationaux permettant d’évaluer l'efficacité des laboratoires
d’analyses des établissements volontaires. Un centre national de référence (CNR) des
orthopoxvirus vient d’étre désigné (I'Unité de virologie de I'Institut de Recherche
Biomédicale des Armées) par I'Institut National de Veille Sanitaire, pour si nécessaire,
valider et confirmer l'identification du virus de la variole (ou d’'un autre orthopoxvirus)
qui pourrait se trouver dans un échantillon biologique.

En paralléle, un effort est fourni pour développer de nouveaux moyens de lutte et
de protection efficaces contre cette menace potentielle, et notamment des vaccins et des
antiviraux. Ces nouveaux vaccins pourraient permettre la vaccination de sujets

présentant des contre-indications a la vaccination antivariolique traditionnelle : sujets

49



Figure 4 : Infection par le monkeypoxvirus. Photos de 1ésions sur la main (a) et le
pied (b) de deux enfants infectés par le MPXV en République Démocratique du Congo
(RDC). Crédit photo : S. R. Ibata, International Conservation and Education Fund
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immunodéficients (VIH*, traitements immunosuppresseurs), sujets atteints de dermatite
atopique, d’eczéma et sujets atteints d’'une maladie infectieuse.
Ainsi la premiere maladie infectieuse complétement éradiquée grace a la vaccination, est

redevenue une menace potentielle pour ’humanité (Henderson et al., 1999).

1.2. Infection par le virus du monkeypox

En 1958, deux épidémies, non fatales, d'une maladie qui ressemble a une
infection a orthopoxvirus (lésions cutanéo-muqueuses caractéristiques), sont observées
dans deux colonies de macaques a Copenhague. Les animaux ont développé des lésions
cutanées une cinquantaine de jours apres leur arrivée aux Pays-Bas et environ 25% des
singes ont développé des signes cliniques d’infection (Von Magnus et al., 1959). Le virus
isolé était différent des autres orthopoxvirus connus et fut nommé monkeypox virus
(MPXV). Dans les 10 ans qui suivirent cette découverte, neuf épidémies de monkeypox
ont été observées dans des colonies de singes en captivité aux Etats-Unis, aux Pays-Bas
et en France.

En 1970, des cas humains de monkeypox ont été observés en Afrique équatoriale,
au Zaire, actuellement République Démocratique du Congo (RDC) (Foster et al., 1972).
Depuis cette date, plus de 800 cas humains d’infection par le MPXV ont été déclarés,
dont 47 aux Etats-Unis en 2003 et plus de 700 cas signalés en RDC durant ces 42 années
(Reynolds & Damon, 2012; Smith, 2007).

Une étude sérologique a permis de mettre en évidence plusieurs espéces de petits
rongeurs comme réservoirs naturels du virus en Afrique (écureuils du genre Funisciurus
et Heliosciurus, rats géants du genre Cricetomys). Une infection par le MPXV se
caractérise par des manifestations cliniques proches de celles de la variole. La période
d’incubation dure 12 a 14 jours. Des symptomes pseudo-grippaux sont observés chez les
patients 8 a 12 jours apres I’exposition au virus (maux de téte, malaise, fiévre) suivi par
I'apparition d’'un exantheme. Les lésions, en 2 semaines, se développent de maniere
lente et synchrone, en papules qui se transforment en vésicules, puis en pustules et enfin
en croftes (Figure 4).

L’'infection par le MPXV est considérée comme une zoonose émergente et
I'importation d’especes exotiques en provenance d’Afrique, pose un probléme de santé
publique. Heureusement, grace a la protection croisée induite, observée lors de la

vaccination antivariolique, contre les différents orthopoxviroses, les moyens
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Figure 5 : Infection par le cowpoxvirus. Photos de lésions de patients infectés par le
cowpoxvirus lors de I'épidémie de 2009, dans le nord de la France : patient 1 (A), patient
3 (B) et patient 4 (C, D). (Source : (Ninove et al., 2009))
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prophylactiques (vaccins) connus pour la variole peuvent étre administrés pour

prévenir une infection par le MPXV.
1.3. Infection par le virus du cowpox

Le virus cowpox (CPXV) est responsable d’'une maladie sporadique chez les
bovidés. Les lésions ulcéreuses sur les pis de la vache peuvent étre une source de
transmission du virus de I'animal a ’homme. Au début des années 70, le CPXV est
découvert chez d’autres animaux, domestiques et dans les zoos, infectés par les rongeurs
péridomestiques, réservoirs naturels du virus. Les infections par le CPXV chez 'homme
sont souvent modérées et locales, vraisemblablement a la suite d’'une griffure par un
chat contaminé ou un rongeur domestique. Les lésions cutanées suivent la méme
évolution que les lésions vaccinales, mais sont en général plus étendues et plus
profondes que celles observées avec le virus de la vaccine. Des adénopathies sont
souvent observées et parfois des lésions secondaires peuvent apparaitre. Des infections
systémiques létales ont été décrites chez des sujets immunodéprimés, chez des patients
atopiques (Smith, 2007) et récemment chez des sujets immunocompétents (Favier et al.,
2011; Glatz et al, 2010; Hemmer et al.,, 2010; Ninove et al, 2009; Vogel et al, 2011,
2012). Récemment, en France, une épidémie de cowpox a sévi dans le nord de la France.
Des personnes possédant des rats de compagnie achetés en animalerie, ont été infectées
par le CPXV. Les patients présentaient des ulcérations nécrosantes au niveau des mains
et du cou (figure 5). Les animaux sont décédés quelques jours apres I'achat (Ninove et
al, 2009). La derniere épidémie en date a sévi a Munich en Allemagne cette année (Vogel
et al, 2012), huit personnes ont été contaminées par leur rat de compagnie.

Les patients, dans la plupart des cas, sont soignés par simple antisepsie des plaies et
protection des ulcérations par un pansement afin d’éviter les contaminations
secondaires. Dans certains cas l'utilisation d’antiviraux (cidofovir, ST246) peut étre
prescrite (sujets immunodéprimés). La plupart des auteurs émettent I'hypothese selon
laquelle le pourcentage croissant d’individus non vaccinés contre la variole dans la
population, expliquerait I'augmentation du nombre de cas d’infection humaine par le
CPXV. En effet les individus n’ayant pas été vaccinés contre la variole, ne bénéficient pas
de la protection croisée qui devrait étre induite par le vaccin antivariolique contre les

différentes orthopoxviroses.
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Poxviridae

N\

Entomopoxvirinae Chordopoxvirinae
Parapoxvirus Suipoxvirus
Avipoxvirus Leporipoxvirus
Capripoxvirus Molluscipoxvirus
Orthopoxvirus

Figure 6 : Famille des Poxviridae

Virus de la variole Humains Mondiale Aucun
(VARV) (éradiquée)
Virus du monkeypox Ecureuils Afrique de 'ouest, Singes, humains
(MPXYV) Afrique centrale
Virus du cowpox Rongeurs Europe, Asie Chats, vaches, animaux de
(CPXV) z00s, humains
Virus de la vaccine Inconnu Mondiale Humains, lapins, vaches,
(VACV) buffles
Virus du camelpox Chameaux Afrique, Asie Aucun
(CMLV)
Virus de I'ectromélie Rongeurs Europe Aucun
(ECTV)

Tableau 1: Liste des orthopoxvirus et caractéristiques épidémiologiques.
Présentation des principaux orthopoxvirus utilisés dans les laboratoires experts avec
leur réservoir, distribution et hotes respectifs (Source : IRBA)
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1.4. Infection par le virus de la vaccine

Le virus de la vaccine (VACV) a longtemps été confondu avec le virus du cowpox,
mais il s’agit en réalité de deux especes différentes. Cette confusion est due au fait que
Jenner utilisait du virus prélevé sur la vache pour vacciner. Mais Downie, en 1939
(Downie., 1939), a démontré que le virus utilisé au XX¢me sieécle pour la vaccination
antivariolique n’était pas du CPXV mais un virus proche, le virus de la vaccine. Le virus
de la variole, le virus de la vaccine et le virus du cowpox sont tres proches
immunologiquement, ce qui explique que la vaccination avec le VACV ou le CPXV soit
efficace contre la variole.

Le virus de la vaccine a été utilisé pendant pres de 200 ans comme vaccin
antivariolique. Il n’induit en général qu'une éruption locale bénigne au site de la
scarification. Ce virus a été utilisé lors de la campagne d’éradication mais il est
cependant responsable de quelques rares complications post-vaccinales (voir chapitre
4.1.3. « Les complications post-vaccinales »).

Ce virus est utilisé comme modeéle du virus de la variole pour comprendre le
mécanisme d’infection et pour la recherche de contre-mesures médicales dans la plupart
des laboratoires experts du monde. Il est aussi utilisé comme vecteur viral dans le

domaine de la vaccinologie.

2. Caractéristiques des orthopoxvirus

L’agent étiologique de la variole est le virus de la variole. Il appartient a la famille
des Poxviridae (figure 6). Le terme Pox vient de I'anglais « pocks » qui signifie pustules.
La famille tient son nom des lésions pustuleuses caractéristiques de l'infection par le
virus de la variole.

Les Poxviridae sont divisés en deux sous-familles : les Chordopoxvirinae infectant
I’'homme et les animaux vertébrés (sauvages et domestiques) et les Entomopoxvirinae
infectant différents insectes.

Les Chordopoxvirinae comprennent environ onze genres viraux différents :
Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus,

Yatapoxvirus Cervidpox, Squirrelpox, Crocodilepox et Orthopoxvirus.
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Figure 7: Photo d’un orthopoxvirus en microscopie électronique.
(Source : CDC)

Virus intracellulaire mature

Virus extracellulaire enveloppé
(IMV) (EEV)
Corps latéraux Membrane externe
Protéines membranaires ADN  Jipidique ~) M "‘“. 2a 4
" S %0
e

Membrane du Core

Core

[

Figure 8 : Représentation schématique des deux formes infectieuses virales : IMV

et EEV. Panneau de gauche, virus intracellulaire mature (IMV) ; Panneau de droite, virus
extracellulaire enveloppé (EEV) (Source : www.poxvirus.org)
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Le genre Orthopoxvirus est le plus important en virologie médicale car certains
orthopoxvirus sont pathogenes chez I'homme (tableau 1) : le virus de la variole, le virus
du monkeypox, le virus du cowpox, le virus de la vaccine. Le genre Orthopoxvirus
comprend aussi le virus du camelpox, le virus du rabbitpox, le virus du horsepox et le

virus de I'’ectromélie.
2.1. Structure des virions

Le virus de la variole est un gros virus ayant une forme de brique d’environ 200 a
250 nm de large sur 250 a 350 nm de long (figure 7). La particule virale renferme un
nucléoide ou core, en forme d’haltere qui contient ’ADN viral et les nucléoprotéines. Le
core est délimité par une membrane épaisse et entouré de deux corps latéraux. Le virion
est enfermé dans une membrane externe lipoprotéique d’aspect discontinu, lui
conférant une structure antigénique complexe. Selon la morphogenese de la particule
virale, elle peut étre enveloppée par une seconde membrane externe d’origine cellulaire.
Le génome de la variole est un long brin d’ADN bicaténaire, d’environ 200 kpb codant
prés de 200 protéines dont celles nécessaires a sa réplication. Le cycle de réplication des
orthopoxvirus est entierement cytoplasmique et requiert peu de fonctions cellulaires a
part celles impliquées dans la synthése protéique. Comme pour la plupart des virus a
ADN, le génome des poxvirus présente a ses extrémités des séquences répétées (ITR)
qui codent principalement pour des genes de virulence variables, suivies d’'une boucle
terminale. La région centrale en revanche, est tres conservée et code pour des genes

essentiels a la réplication et pour des génes de structure.
2.2. Cycle de réplication

Le cycle de réplication a été intensivement étudié pour le virus de la vaccine, mais
ces données peuvent étre extrapolées aux autres orthopoxvirus.

Lors du cycle d’'infection cellulaire quatre types différents de virus sont formés :
virus mature intracellulaire (IMV), virus intracellulaire enveloppé (IEV), virus enveloppé
associé a la cellule (CEV) et virus enveloppé extracellulaire (EEV ou EV). Ils se
distinguent uniquement par le nombre de membranes qu'’ils possedent a leur surface
(figure 8).

La premiere étape du cycle viral (Figure 9) correspond a I'attachement puis a

I'entrée du virus dans la cellule. Au moins deux mécanismes distincts sont mis en ceuvre
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Figure 9 : Cycle de réplication des orthopoxvirus dans la cellule héte.
(Source : (Duraffour et al., 2008))
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pour permettre au virus d’entrer dans la cellule, selon qu’il s’agisse d'un EEV ou d’un
IMV. L'IMV infecte la cellule par un mécanisme de fusion avec la membrane cellulaire
apres qu'un complexe de 8 protéines virales (A28, A21, L5, A16, H2, G3, G5 et A5) se soit
fixé sur un récepteur encore inconnu, situé a la surface de la cellule (Smith, 2007).
Récemment il a été décrit un nouveau mécanisme pour I'entrée des IMV dans le cytosol :
le mécanisme de macropinocytose. Les IMV induisent la désorganisation de la
membrane plasmique, qui va former des pseudopodes en internalisant les IMV dans la
cellule (Mercer & Helenius, 2008). L’EEV, quant a lui, va s’attacher a la surface de la
cellule et par l'action de glycosaminoglycane présent a la surface de la cellule, son
enveloppe externe va se rompre au niveau du point d’ancrage, puis libérer I'IMV.
L’enveloppe externe va rester autour de la particule virale qui sera ainsi protégée des
anticorps. Des études génétiques ont montré que les protéines virales A34 et B5
(protéines glycosylées) sont nécessaires pour le mécanisme de rupture de la membrane
externe de 'EEV. Enfin I'IMV libre va fusionner avec la membrane cellulaire (figure 10).
Dans les deux cas, le « core » est relargué dans le cytosol de la cellule héte (Carter et al.,

2003; Moss, 2006; Senkevich et al., 2004; Senkevich et al.,, 2005).
2.3. Transcription, réplication et morphogenese des particules virales

Une fois dans le cytoplasme, le nucléoide et les protéines qui lui sont associées,
comme le complexe de transcription, sont transportés, via un réseau de microtubules,
proche du noyau. La, commence la deuxieme étape du cycle (figure 9), la transcription.
L’expression des génes viraux suit une cascade temporelle. Les génes codant pour les
protéines précoces sont transcrits par I’ARN polymérase virale en premier. Ils codent
pour des protéines nécessaires a la réplication de I’ADN viral et pour des
immunomodulateurs. Des que les protéines précoces sont synthétisées, la membrane du
nucléoide s’ouvre et libére I'ADN viral. Lorsque la réplication commence, ce sont les
génes intermédiaires qui sont alors transcrits. Ces genes codent pour des facteurs de
transcription tardifs et sont moins nombreux que les genes précoces. Enfin, la
transcription des genes tardifs nécessite des protéines précoces et intermédiaires ainsi
que la réplication du génome du virus. Ces genes codent en général pour des protéines
de structure qui vont permettre la formation de nouvelles particules virales, pour des

facteurs de virulence qui vont aider le virus a échapper au systéme immunitaire et pour

59



MYy

+

@
-

Ry
o =

Me~=r2

&0 (02010 cmmn

Attad b rrent *

- PR I
=21 niubroe

AttatHermem

Fiosawn
3
v by .
b THEN yiuwre
- TN N hBonmw D9

Figure 10 : Mécanismes d’entrée dans la cellule des formes EEV et IMV. L'IMV se lie
a un/des récepteur(s) non identifié(s) de la surface de la cellule et fusionne avec la
membrane plasmique pour permettre la libération du nucléoide dans le cytoplasme.
L’EEV se lie a la surface de la cellule et les glycosaminoglycanes permettent I'ouverture
de la membrane externe de 'EEV par un processus non fusionnel. La particule IMV qui
était a l'intérieur se lie a la surface de la cellule et entre dans la cellule comme les IMV.
(Source : (Smith et al, 2002)).
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Figure 11: Mécanismes de maturation et de sortie de la cellule des particules
virales. IV, virus immature ; IMV, virus mature intracellulaire ; MT, microtubules ; IEV,
virus enveloppé intracellulaire ; CEV, virus enveloppé associé a la cellule ; EEV, virus
enveloppé extracellulaire.(Source : (Smith & Law, 2004))
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des enzymes virales qui seront nécessaires a linitiation de la transcription apres
infection d’une nouvelle cellule.

La réplication des virus a lieu dans des régions intracellulaires appelées « usines
virales » situées dans le cytoplasme de la cellule infectée. Les premiéres structures
virales sont appelées «crescents » (croissants en francais). Elles s’associent a des
protéines virales pour devenir des virus immatures (IV). La transformation des IV en
IMV aura lieu apres une étape de condensation du nucléoide viral et de clivages
protéolytiques de plusieurs protéines de la capside (Moss et al, 1973). Les IMV sont
alors libérés de ces usines virales et sont transportés jusqu’a I'appareil de Golgi par les
microtubules. La majorité des IMV est relaché par la cellule infectée seulement
tardivement apres lyse cellulaire tandis qu’une petite fraction des IMV pourrait
rejoindre la membrane plasmique et sortir de la cellule encore intacte par
bourgeonnement tout s’enveloppant de la membrane cellulaire. Ce phénomene de
bourgeonnement a la membrane plasmique a cependant été assez rarement observé et
seulement dans un nombre limité de types cellulaires. Le principal mode de sortie
précoce du virus de la cellule est par le biais du virus enveloppé intracellulaire. En effet,
une partie des IMV poursuit sa maturation intracellulaire de facon a étre enroulée dans
une membrane externe ou enveloppe dérivée du réseau trans-Golgi ou des endosomes
(Smith et al, 2002). Ces virions deviennent alors des IEV. Ces derniers vont migrer
jusqu’a la membrane cellulaire et fusionner avec celle-ci. Le virion enveloppé se
retrouve alors a la surface de la cellule. Si ce virion reste associé a la membrane
cellulaire, il deviendra un CEV, en revanche, s’il se détache de la surface, il deviendra une
forme EEV infectieuse (figure 11).

L’enveloppe de ces EEV contient différentes protéines glycosylées, absentes sur la
membrane des IMV, telles que B5, A33, A34, A56, F13 et K2, qui pour la plupart sont
importantes dans la formation ou la libération de I'EEV (Smith, 2007) ainsi que pour
I'infection d’'une nouvelle cellule (Smith et al., 2002).

Chacune des formes virales infectieuses produites au cours du cycle viral joue un
réle particulier dans la dissémination du virus: les IMV, trés résistants dans
I'environnement, permettent la dissémination du virus d’héte a héte. Les CEV sont
essentiellement impliqués dans la transmission de cellule a cellule. Enfin les EEV sont
responsables de la dissémination du virus chez I'hote, a distance du site d’infection

(Smith et al., 2002).
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3. Les réponses immunitaires induites par les orthopoxvirus

L’évaluation des composantes de 'immunité impliquées dans la protection contre
les orthopoxvirus a été réalisée chez différents modeles animaux immunocompétents et
immunodéprimés (primates non humains, souris) lors d’infections expérimentales.
L’utilisation de modeles animaux immunodéprimés pour I'étude de chaque composante
du systeme immunitaire a permis de mettre en évidence le caractere important de
chacune d’entre elles.

Chez 'homme, la connaissance des corrélats immuns de la protection vaccinale
antivariolique est tres limitée mais le réle crucial de I'immunité humorale et cellulaire a
été mis en évidence dans le cas de complications post-vaccinales mortelles chez des

sujets immunodéficients (Lane, 1969).
3.1. La réponse immunitaire humorale

L’étude prospective de Mack (Mack et al., 1972) a montré que le titre en anticorps
neutralisants est important pour la survie et que les individus présentant un titre

supérieur a 32 (réciproque de la dilution) étaient protégés contre la variole.

Les souris déficientes en cellules B présentent une incapacité de clairance du
virus lorsqu’ elles sont infectées par le virus de I'’ectromélie (virus létal pour la souris)
malgré une activité de cellules T CD8* détéctable (Chaudhri et al, 2006). De plus,
Edghill-Smith a montré que, chez le macaque rhésus, la réponse humorale est essentielle
pour la protection vaccinale (Edghill-Smith et al, 2005). En effet, des singes déplétés en
cellules B présentent une réponse humorale anti-vaccine plus faible apres une infection
létale avec du MPXV, ne permettant pas la clairance du virus et entrainant des lésions
cutanées séveres jusqu’a la mort de certains animaux (Edghill-Smith et al, 2005). En
revanche, une injection d’anticorps spécifiques a ces animaux, avant une infection létale
avec du MPXV, permet de réduire les symptomes de la maladie et induit une réponse
protectrice chez tous les animaux, suggérant ainsi que la réponse humorale spécifique

est donc suffisante pour la protection vaccinale chez le singe.
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Enfin, une étude de Crotty a montré que le taux d’anticorps spécifiques du virus de la
vaccine (immunoglobulines G et anticorps neutralisants) persistait des décennies chez
I'homme, que les cellules B mémoires spécifiques de la vaccine étaient conservées et
fonctionnelles plus de 50 ans et qu’elles étaient capables d’'induire une réponse

anticorps forte apres une revaccination avec le vaccin Dryvax (Crotty et al.,, 2003).
3.2. La réponse immunitaire cellulaire

Belyakov a montré que les lymphocytes T CD4* et T CD8* peuvent prévenir la mortalité
chez des animaux déplétés en cellules B et infectés avec le virus de la vaccine (Belyakov
et al., 2003). D’autre part, il a montré que la déplétion en cellules T CD8* chez la souris
ne résulte pas en une augmentation de la virémie et une altération de la protection, ce
qui indique que les cellules TCD8* ne sont pas essentielles dans la protection et la
clairance du virus, alors qu'une double déplétion des cellules T CD4* et T CD8* entraine
une forte morbidité et une augmentation de la mortalité des animaux (Wyatt et al.,
2004; Xu et al., 2004). Dans le cas d’une infection par le virus de I'’ectromélie, toutes les
composantes de I'immunité sont nécessaires. En effet, une mortalité de 100% est
observée chez les animaux déplétés en lymphocytes T CD8* (Chaudhri et al., 2006; Fang
& Sigal, 2005; Karupiah et al., 1996). Les souris déplétées en cellules T CD4* survivent a
I'infection mais présentent une clairance virale partielle (persistance du virus dans les
organes) (Karupiah et al,, 1996). Chez le primate non humain la déplétion en cellules T
ne semble pas avoir d'impact sur la clairance du virus et la protection (Edghill-Smith et
al., 2005), suggérant que seule la réponse humorale est indispensable et suffisante pour

la protection vaccinale contre le monkeypoxvirus.
3.3. Les antigenes ciblés par les réponses immunitaires

Des études de protéomique ont permis de mettre en évidence le profil de la réponse
immunitaire humorale en montrant qu’elle était dirigée contre des protéines spécifiques
des orthopoxvirus, essentiellement des protéines de structure localisées a la surface du
virus (Kennedy et al., 2009).

L’utilisation simultanée de quatre protéines d’enveloppe du virus de la vaccine :
A27, L1 localisées sur la membrane des IMV et B5, A33 localisées sur I'’enveloppe des
EEV pour la vaccination de modeles souris et primates non humains contre une infection

létale avec, respectivement, le virus de la vaccine et le monkeypoxvirus, a induit la
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Figure 12: Composantes des réponses immunitaires impliquées dans la
protection contre les orthopoxvirus. La vaccination antivariolique active une cascade
de voies immunitaires. Les réponses non spécifiques innées activées par des PRR
servent a inhiber la réplication virale initiale et a activer les cellules présentatrices de
I'antigéne. Les cytokines inflammatoires et des chimiokines vont alors attirer les
lymphocytes effecteurs dans les tissus infectés. Les LT helper vont sécréter des
cytokines (IL-4, IL-5) et des signaux de co-stimulation (CD40L) nécessaires pour la
maturation, la réplication et I'amplification clonale des cellules B, pour l'activation des
CTL et I'expansion clonale. Les cellules B produisent des anticorps qui vont s’agglutiner,
opsoniser et neutraliser les particules virales. Les cellules T CD8 activées vont lyser les
cellules infectées. La sécrétion de cytokines (IFNg, TNFa) par les lymphocytes T peut
également avoir une activité antivirale directe. Quelques lymphocytes spécifiques du
virus vont former une petite population de LT mémoires, a long terme, capable de
répondre rapidement a une infection ultérieure avec un orthopoxvirus. (Source :
(Kennedy et al., 2009))
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synthese d’anticorps protecteurs (Hooper et al,, 2003; Hooper et al., 2004). Les travaux
de Tang ont montré que ces protéines sont aussi des cibles de 'immunité cellulaire, en
évaluant les réponses CD4+ et CD8* spécifiques contre chacune de ces protéines, chez
des sujets humains vaccinés contre la variole depuis plus d’'un mois (et jusqu’a plus de
20 ans) (Tang et al,, 2006). De plus, des épitopes spécifiques des cellules T CD4* et T
CD8* ont pu étre mis en évidence sur la glycoprotéine B5 et la protéine A27 (Tang et al.,
2006) ainsi qu'une réponse cytotoxique spécifique de la vaccine, dirigée contre chacune
des quatre protéines citées ci-dessus, chez 100% des donneurs.

D’autres protéines ont été étudiées pour leur capacité a induire une réponse
immunitaire protectrice (H3, B8) mais l'utilisation de ces protéines n’a induit qu'une
protection partielle chez la souris contre une infection létale avec le virus de I'’ectromélie
(Davies et al., 2005a; Davies et al., 2005b; Tscharke et al., 2005).

En conclusion ces études ont montré que les réponses immunitaires spécifiques
impliquées dans la protection contre une infection létale peuvent diverger selon le
modele animal. Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces différences: la nature de la
souche virale utilisée, la voie d’inoculation, le protocole expérimental d’infection.

I semble que tous les acteurs de lI'immunité soient impliqués pour assurer une
protection complete contre les infections a orthopoxvirus: la réponse humorale
spécifique et les réponses cellulaires CD4+* et CD8* spécifiques (figure 12).

Pour développer de nouveaux vaccins contre les orthopoxviroses, il est donc
nécessaire de prendre en compte toutes les composantes de la réponse immunitaire.
L’Agence Européenne d’Evaluation des Médicaments (EMEA) a d’ailleurs publié en 2002
des recommandations pour le développement de nouveaux vaccins antivarioliques :
étude de toxicité et de virulence, évaluation des réponses immunitaires, modeles
animaux a utiliser, études précliniques et cliniques a réaliser (EMEA, 2002). Les
candidats vaccins antivarioliques en cours de développement doivent donc faire la
preuve de leur capacité a induire les différentes réponses immunitaires spécifiques
impliquées dans la protection: la réponse humorale (IgG ELISA et anticorps
neutralisants) et les réponses cellulaires spécifiques CD4+* et CD8*; avec des taux au

moins égaux a ceux mesurés avec le vaccin traditionnel de premiere génération.
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Tableau 2 : Liste et caractéristiques des vaccins antivarioliques. Caractéristiques des vaccins antivarioliques de 1¢re génération
utilisés pour I'éradication de la variole.
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4. Les vaccins antivarioliques

4.1. Les vaccins antivarioliques de 1¢re génération
4.1.1. Les différentes souches

Ces vaccins sont dits traditionnels ou historiques. Ce sont des virus vivants et
réplicatifs. La fabrication de ces vaccins reprend le principe de Jenner. Ils ont été
entretenus et multipliés dans des conditions tres diverses selon chaque pays. Pour des
raisons historiques, ces vaccins étaient produits sur animaux jusqu'en 1980, par
inoculation directe de souches vaccinales par scarification en larges bandes sur les
flancs de veaux ou de génisses (figure 13) dans un premier temps, puis sur des chevres,
moutons, lapins... ce qui a conduit a une grande diversité de souches entrainant une
virulence variable (Fenner et al., 1988).

Le virus vaccinal était récupéré par grattage a la cuillere (figure 13). Le produit
final était conservé sous forme liquide ou cryodesséché, pour plus de stabilité, a un titre
de 108 pfu/ml (plaque forming unit ; en francais : unité formant plages).

Une revue faite en 1968 par 'OMS illustre la diversité des souches employées pour la
vaccination: 71 laboratoires de 49 pays utilisaient au moins 19 souches différentes dont
4 principales (Fenner et al., 1988) :

. la souche Lister (VACV-Lis), isolée au Vaccine Institut de Cologne en 1870
chez un soldat prussien. Elle a été utilisée au Royaume-Uni des 1892 puis développée a
I'institut Lister en 1916. Cette souche est aussi appelée Elstree, du nom de la ville ou se
trouvait I'Institut. Elle a été utilisée par 23 pays dont la France

. la souche New York City Board of Health (NYCBH) a été utilisée en Amérique
et en Afrique de I'Ouest

. la souche Temple of Heaven (Tian tan) a été utilisée en Chine

= la souche EM-63, dérivé de la souche NYCBH, a été largement utilisée en ex-
URSS et en Inde.

D’autres souches telles que Copenhague (VACV-COP), Western Reserve (VACV-

WR), Paris et Bern étaient plus rarement utilisées (tableau 2).
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Figure 13 : Production et récupération du virus vaccinal.

Curetage sur le dos de génisse afin de récupérer la pulpe vaccinale (image de gauche) ; le
virus vaccinal était récupéré par grattage des pustules a la cuillere (image de droite)

(http://membres.multimania.fr/microbio/virologie/monographies/Variole/vaRIOLE.H
TML)

—

| o S

Figure 14 : Vaccinostyle et aiguille bifurquée. Photo d'un vaccinostyle, anciennement
utilisé pour la vaccination a I'aide de 10uL de vaccin (image de gauche) et photo d’'une
aiguille bifurquée (image de droite) utilisée aujourd’hui pour la vaccination

antivariolique : 1uL de vaccin suffit et plusieurs punctures sont réalisées sur la peau du
sujet sur le haut du bras. (Source, IRBA)
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En France, deux types de vaccins étaient fabriqués dans les années 1970, a partir de la
récupération de pulpe vaccinale d'une culture de virus ou de lymphe d’animaux infectés:
le vaccin lyophilisé de I'Institut Pourquier et le vaccin liquide de Sanofi-Pasteur.
Actuellement, en France, il n’y a plus d’AMM pour ces vaccins antivarioliques mais une
Autorisation Temporaire d'Utilisation (ATU) de cohorte peut étre appliquée par décret
ministériel autorisant l'utilisation du vaccin dans des conditions précises concernant le
vaccinateur, le lieu et la date de vaccination, ainsi que le nom des personnes vaccinées.
La France possédait en 2001 un stock de 5,5 millions de doses de vaccins Pourquier et
1,7 millions de doses du vaccin Sanofi-Pasteur (Garin et al., 2004) administrables par
vaccinostyle (figure 14). Une étude menée sur le primate non-humain (PNH) a I'IRBA, a
montré qu'une inoculation intradermique par aiguille bifurquée (largement utilisée aux
Etats-Unis pendant I'éradication) utilisant 10 fois moins de virus (1ul au lieu de 10ul)
était aussi efficace que I'administration par vaccinostyle (Figure 14). Cette étude a
permis de montrer que le nombre de doses de vaccins en stock était 10 fois plus élevé :
soit 55 millions de doses du vaccin Pourquier et 17 millions de doses du vaccin Sanofi-
Pasteur (stock suffisant pour vacciner I'ensemble de la population francaise) (MS]S,
2003).

Le colit de fabrication de ces vaccins était faible (environ 0,30 € la dose) mais ils
ne sont pas stériles et la quantité de bactéries acceptée a I'époque (< 500 bactéries/ml)
ne respecte plus les bonnes pratiques de fabrication (BPF) actuelles. Ces vaccins de 1¢re
génération étaient responsables de complications post-vaccinales (1 cas sur 10 000)
parfois mortelles (MS]S, 2003) mais ils restent encore actuellement les seuls vaccins a

avoir montré leur efficacité contre la variole.
4.1.2. Efficacité vaccinale

La prise du vaccin antivariolique se caractérise par l'apparition d’une pustule
« Jennerienne » typique au site d’inoculation environ une semaine apres vaccination. La
lésion ressemble tres fortement a celle de la variole et évolue de maniere similaire
(figure 15). Souvent, elle peut étre accompagnée d’'une légere adénopathie associée a de
la fatigue et de la fievre. Douze a vingt jours apres l'inoculation, une crolite brunatre
apparait qui laisse place a une cicatrice blanche, déprimée et indélébile. L’absence

d’apparition de cette réaction caractéristique peut indiquer : soit une immunité acquise,
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Figure 15 : Evolution de la prise vaccinale. Photos représentant I'évolution de la
vésicule a la crolite, lors de la prise du vaccin antivariolique. 1) vésicule, 2) pustule, 3)
pustule desséchée, 4) crolite (Source : CDC)
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le plus souvent par vaccination, qui permet une inhibition de la réplication virale locale,

soit un échec de la vaccination.

L’'immunité est acquise 12 a 14 jours apreés la vaccination. Les anticorps
neutralisants anti-vaccine (AcNVACV) induits par la vaccination antivariolique sont
spécifiques du genre Orthopoxvirus et permettent une protection croisée avec les autres
orthopoxvirus. Le seuil d’AcNVACV nécessaire a une protection efficace contre le virus
de la variole reste inconnu. Mais une étude prospective laisse penser qu’un titre égal ou
supérieur a 32 (inverse de la dilution) suffirait pour protéger contre la variole (Mack et
al., 1972).

Lors de la campagne d’éradication, 95 % des primo-vaccinés présentaient un titre
en anticorps supérieur ou égal a 10 (Cherry et al, 1977). Ce titre persisterait pendant
dix ans chez les personnes ayant recu un rappel et jusqu’a trente ans chez celles ayant
recu deux rappels.

Les AcNVACV peuvent étre encore présents dans le sérum jusqu’a soixante-
quinze ans apres vaccination, alors que la réponse cellulaire antivirale T-spécifique
déclinerait lentement avec une demi-vie de huit a quinze ans (Hammarlund et al.,, 2003).
La meilleure preuve de l'efficacité de ces vaccins antivarioliques de premiere génération
reste le résultat de la campagne mondiale de vaccination menée par I'OMS avec la

disparition de cette maladie.
4.1.3. Les complications post-vaccinales :

Des complications post-vaccinales (Figure 16) ont été rapportées dans un certain
nombre de cas. Elles sont peu nombreuses, souvent incapacitantes, parfois mortelles.

Les principales référencées sont citées ci-apres (MS]S, 2003):

. Les inoculations secondaires sont les complications les plus fréquentes (1 cas
sur 2000). Elles consistent en la transmission du virus du site de vaccination a une autre
partie du corps (principalement visage, bras, périnée) ou a une tierce personne. Une

transmission oculaire peut avoir lieu par simple contact et entrainer la cécité.
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Vaccine progressive Erythéme multiforme

Figure 16 : Complications post-vaccinales. Illustration de certains types de
complications post-vaccinales (source : CDC).
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La vaccine généralisée entraine I'apparition d’éruptions non pustuleuses dont
I’évolution est souvent favorable. La fréquence est de 1 cas pour 5000 lors de la primo-

vaccination et 1 cas sur 100 000 lors de rappels a 10 et 20 ans.

. L’eczema vaccinatum était principalement observé chez des patients
présentant de 'eczéma ou une dermatite atopique. Il se traduit par une réplication
active du virus de fagon locale ou disséminée, donnant lieu a des 1ésions ombiliquées. La
fréquence estimée de cette complication est de 1 cas pour 25000 dans le cadre d’une
primo-vaccination et de 1 cas pour 250 000 dans le cadre d’un rappel, avec une

mortalité de 30%.

. Le vaccinia necrosum était encore moins fréquent: 1 a 2 cas pour 1 million
(principalement chez des personnes immunodéficientes). Il se caractérise par une
réplication du virus dans les tissus sous-jacents de I’épiderme donnant lieu a la présence
de plaies sur une grande partie du corps, qui deviennent ulcéreuses. Cette complication

était fatale dans 100% des cas.

. L’encéphalite post-vaccinale est une complication rare (12 cas pour 1 million
chez les primo-vaccinés contre 2 cas pour 1 million chez les revaccinés). Des séquelles
neurologiques sont observées chez environ 25% des cas, et la mortalité survient dans 15

a 25% des cas.

. Une transmission placentaire est également possible donnant lieu a une
vaccine congénitale (complication extrémement rare) et a 'avortement du foetus ou au

déces du nouveau-né apres I'accouchement.
Plus récemment, d’autres complications ont également été décrites aux Etats-

Unis parmi des populations civiles et militaires vaccinées : myocardites, péricardites,

angines de poitrine, crises cardiaques et thrombocytopénies (CDC, 2009a, 2010).
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Tableau 3 : Liste et caractéristiques des candidats vaccins antivarioliques. Caractéristiques des candidats vaccins antivarioliques
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4.2. Les vaccins antivarioliques de 2¢me génération :

Pour respecter les bonnes pratiques de laboratoire, des vaccins dits de 2¢éme
génération (tableau 3) utilisant les souches de virus a I'origine de I'éradication ont été
produits sur cellules (cellules primaires d’embryon de poulet : cellules CEF ; cellules de
rein de singe vert: cellules Vero ou cellules fibroblastiques humaines : cellules MRC5)
assurant une stérilité du produit. Ces vaccins ont été élaborés a partir de deux souches
essentiellement, Lister et NYCBH, qui sont des souches équivalentes (rapport OMS «best
practices in vaccine production for smallpox and other potential pathogens») et peu
« réactogenes ». Un groupe d’experts a été mis en place par I’Agence Européenne pour
I’évaluation des Médicaments (EMEA) avec pour mission de donner des
recommandations sur les moyens de production, le type d’études précliniques (sur
animaux) et cliniques a mettre en ceuvre par les différents laboratoires développant ces
vaccins, en vue d’obtenir une AMM.

Deux types de vaccins ont été développés et ont fait 'objet d’études précliniques
et cliniques : un vaccin monoclonal, apres sélection d’un clone viral atténué et un vaccin

polyclonal, respectant la diversité antigénique de la population virale initiale.
4.2.1. Le vaccin monoclonal: « ACAM 2000»

Ce vaccin a été élaboré par les laboratoires Acambis-Baxter a partir de la souche
NYCBH (vaccin Dryvax utilisé aux Etats-Unis). Il est produit sur cellules MRC5. Un clone
viral (ACAM 1000) atténué a été sélectionné parmi une population polyclonale, ce qui
entraine une perte de la diversité antigénique, mais ce clone induit une immunogénicité
similaire au vaccin NYCBH chez un modele murin (Monath et al., 2004).

Apres des essais cliniques concluants et pour des raisons de production
industrielle, les laboratoires Acambis-Baxter ont développé le vaccin : « ACAM 2000,
qui n’est autre que le méme clone mais produit sur cellule Vero (Monath et al., 2004).

Ce vaccin induit une plus faible neurovirulence chez le modéle murin et le modeéle
primate non humain (PNH) par rapport au vaccin Dryvax. Des cas de myopéricardites
ont été rapportés avec : « ACAM 2000», dans les mémes proportions que le vaccin
Dryvax, lors d’essais cliniques de phase II en avril 2004 (Artenstein et al., 2005). Ce
candidat a tout de méme été approuvé par la FDA en 2008. Une étude clinique de phase |

a montré que : « ACAM 2000» est aussi immunogene (titre en anticorps neutralisants)
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que le candidat vaccin : « ACAM 1000» et le vaccin Dryvax (Frey et al., 2009). La prise
vaccinale est bonne chez 100% des sujets (méme taille de pustules qu’avec : « ACAM
1000» et Dryvax) et : « ACAM 2000» semble moins réactogene que le vaccin Dryvax

(érytheme post-vaccinal moins étendu).
4.2.2. Les vaccins polyclonaux :

= souche Lister : « VVL» de Sanofi-Pasteur

Ce vaccin est produit sur cellules primaires d’embryon de poulet. Il a été évalué, dans
notre laboratoire, chez le modéle murin et aucune différence significative par rapport au
vaccin historique, en termes d’innocuité, d’'immunogénicité et d’efficacité n’a été
observée. A l'instar du vaccin de 1¢re génération, les souris immunisées avec cette souche
sont completement protégées (en termes de mortalité et de morbidité) contre une
épreuve létale de cowpoxvirus et ce vaccin induit des réponses immunitaires cellulaires
et humorales spécifiques qui sont équivalentes a celles induites par le vaccin historique

(Ferrier-Rembert et al., 2007).
Des essais cliniques de phase II ont été réalisés chez 'homme. Une étude a été
menée par Sanofi-Pasteur en France, I'objectif étant de titrer les AcNVACV au cours du
temps aprés vaccination. Cette analyse a été effectuée par l'unité de virologie de I'RBA

de 2004 a 2000.

= souche NYCBH : « CCSV» (Connaught)

Ce vaccin produit sur cellules MRC5 dérive du vaccin Dryvax. Contrairement au
vaccin ACAM 2000, ce vaccin est polyclonal. Lors d’essais chez la souris, ce vaccin
n’induit pas de complications post-vaccinales. Les mémes résultats ont été recensés lors
d’études d’innocuité chez 'homme, sur 350 volontaires (Greenberg et al., 2005; Kennedy
et al, 2011). En ce qui concerne I'immunogénicité, ce vaccin de deuxiéme génération
induit les mémes réponses immunitaires cellulaires et humorales que Dryvax (Kennedy
et al, 2011). Enfin, ce vaccin protége complétement le primate non humain contre une

infection avec du monkeypox virus aérosolisé (Jahrling et al., 2000).
En conclusion, ces vaccins de deuxieme génération induisent des réponses
immunitaires protectrices similaires aux souches parentales vaccinales de 1¢re

génération. Ils devraient avoir la méme efficacité vaccinale que les vaccins historiques
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chez 'homme, mais ils n’ont jamais été testés dans ce contexte puisque la variole a été
éradiquée. Ces candidats vaccins respectent les bonnes pratiques de fabrication
actuelles et chaque étape du processus de fabrication peut étre contrélée, ce qui élimine
le risque d’infections bactériennes.

Cependant ces vaccins de deuxiéme génération, parce qu’ils sont réplicatifs,
semblent engendrer les mémes effets secondaires que les vaccins traditionnels et avec
une méme fréquence.

Les vaccins monoclonaux devraient entrainer, a priori, moins de complications
post-vaccinales que les vaccins polyclonaux, mais risquent de ne pas étre aussi efficaces
que les vaccins de 1¢ére génération en raison de la perte de diversité clonale par le choix

d’un seul clone peu virulent.
4.3. Les vaccins antivarioliques de 3¢me génération

Ces vaccins sont aussi des virus de la vaccine vivants produits en culture
cellulaire. Cependant, ils sont fortement atténués par la perte de plusieurs génes et de
leur capacité a se multiplier efficacement dans certaines cellules eucaryotes et
notamment dans les cellules d’origine humaine (tableau 3). Ainsi, ils pourraient étre
administrés aux personnes présentant des contre-indications a la vaccination

antivariolique avec les vaccins de 1¢re génération.

Pour la plupart de ces vaccins dits de troisieme génération, il s’agit de virus non
réplicatifs ou avec une capacité de réplication fortement réduite, génétiquement
modifiés par délétions naturelles ou provoquées d’'un ou plusieurs génes codant pour
des facteurs de virulence. Ces vaccins sont beaucoup moins immunogeénes que les
vaccins de 1¢re et 2éme génération. Ils doivent étre administrés a des doses 100 a 1000
fois supérieures a celles des vaccins traditionnels pour induire des réponses
immunitaires protectrices aussi efficaces (Ferrier-Rembert et al, 2008). Il existe
plusieurs candidats en développement, le plus connu et le plus utilisé en tant que

vecteur viral étant la souche Modified Vaccinia Ankara (MVA).
4.3.1. MVA:«IMVAMUNE»

Cette souche a été obtenue par le Pr Anton Mayr, a partir du virus Chorioallantois

Vaccinia Ankara (CVA), souche utilisée en Turquie lors du programme d’éradication. Elle
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Figure 17 : Schéma des délétions génomiques naturelles de la souche MVA. Carte
des délétions induites dans le génome de MVA par plus de 500 passages en cellules
d’embryon de poulet (carte réalisée avec I'enzyme de restriction HindIII). Les génes
affectés par les mutations sont décrits dans I'article (Dimier et al., 2011) (p 81)



Partie Bibliographique

a été atténuée apres plus de 500 passages sur cellules d’'embryon de poulet. L’étude
génomique de cette souche a permis l'identification de génes mutés dans le génome viral
(Mayr et al., 1978). Au total, une vingtaine de genes ont été délétés lors de ces passages
successifs, d’autres ont été tronqués ou modifiés par des mutations ponctuelles, ce qui
correspond a une perte d’environ 30kpb d’information génétique soit a peu pres 15% du
génome de la souche parentale, réparties principalement sur six larges délétions (Del I a
VI sur la figure 17).

Ce virus n’est, en théorie, plus capable de se répliquer en cellules de mammiferes
et surtout en cellules humaines (Antoine et al., 1998; Blanchard et al,, 1998; Drexler et
al, 1998; Meyer et al., 1991). Cependant une étude portant sur ’homogénéité du vaccin
MVA a montré que certaines souches telles que MVA-572 et MVA-121 étaient capables
de se répliquer sur quatre types cellulaires humains différents: les cellules HaCat
(kératinocytes humains), HEK 293 (cellules embryonnaires de rein humain), 143B
(cellules d’ostéosarcome humain) et HeLa (cellules d’adénocarcinome du col de I'utérus)
ainsi que chez des souris immunodéficientes. En réalité, seul un nombre restreint de
types cellulaires ont été testés et il se pourrait que certains clones parmi la population
hétérogéne de la majorité des souches de MVA actuelles, puissent se répliquer.
Toutefois, ces clones virulents représentent une minorité des variants et aucun d’entre-
eux n’a été isolé lors des essais précliniques ou cliniques (Verheust et al., 2012). En effet,
ce vaccin a été administré a environ 120 000 personnes en Allemagne de 1968 a 1980 et
aucun effet secondaire n’a été observé chez ces sujets. Des essais cliniques de phase I et
II chez 'homme ont été réalisés avec succes chez des sujets sains (Frey et al., 2009;
Vollmar et al., 2006; von Krempelhuber et al., 2010). Un essai clinique de phase III est

prévu prochainement (NIH).

Plusieurs études menées chez la souris, vaccinée avec MVA et soumise a une
épreuve létale avec le virus de l'ectromélie, ont montré que les cytokines, les
macrophages, les cellules Natural Killer, les lymphocytes T CD8* et T CD4* (LT-CD8* et
LT-CD4+) ainsi que les anticorps jouent un réle important dans la protection de I'animal

et la clairance du virus.

Dans un modéle murin, la souche MVA est capable d’induire une réponse

immunitaire protectrice contre un challenge 1étal avec le cowpoxvirus, mais les doses
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administrées pour obtenir un tel résultat sont plus importantes que la dose inoculée de
vaccin de 1¢re génération : 107 pfu en intramusculaire minimum pour MVA contre 10°
pfu pour le vaccin historique (Ferrier-Rembert et al, 2008). Plusieurs inoculations de
MVA peuvent induire une réponse immunitaire égale et méme parfois supérieure a celle
induite par le vaccin Dryvax alors inoculé par scarification (Wyatt et al, 2004) et une
protection a long terme, similaire a celle induite par le vaccin historique, peut étre

observée chez la souris si MVA est inoculé en rappel (Ferrier-Rembert et al., 2008).

Des études similaires menées chez le primate non humain ont montré
qu’'indépendamment du protocole de vaccination, les singes présentaient une réponse
en anticorps dirigés contre des antigenes viraux (B5 et A33: EEV et L1 : IMV), un titre
d’anticorps neutralisant et une quantité de LT-CD8*, similaires (Earl et al., 2004). De
plus, les animaux étaient protégés contre linfection avec le monkeypoxvirus. Une
seconde injection de MVA augmente le titre d’anticorps, comme cela a déja été démontré
chez la souris. Enfin, la protection induite par MVA semble plus rapide que celle induite
par Dryvax, mais cela est probablement dii au fait que la dose vaccinale inoculée avec

MVA est plus importante (facteur 1000).

Les études cliniques publiées avec « IMVAMUNE» montrent que malgré des doses
utilisées tres élevées et un rappel, les réponses immunitaires pourraient ne pas étre
assez importantes pour assurer une protection suffisante contre la variole. Ainsi une
dose de 108 DICTso (en sous cutanée) ne permet une séroconversion en AcNVACV que
dans 71% des cas (von Krempelhuber et al., 2010) alors que ce taux atteint plus de 90%
avec le vaccin traditionnel (Frey et al, 2009). Les réponses immunitaires cellulaires
spécifiques sont encore moins fréquentes. En effet seulement 15% des sujets sont
répondeurs en ce qui concerne la réponse CD4+* spécifique et 52% ont une réponse CD8*
spécifique. Deux doses d’'« IMVAMUNE» a 28 jours d’intervalle, injectées en sous cutané,
ne conduisent qu’a une séroconversion de 80% des sujets vaccinés (Vollmar et al,

2006).
4.3.2. MVA:«ACAM 3000 »

Le vaccin « ACAM 3000 » est également constitué de la souche MVA. Il a été

développé par la société Acambis. Une étude clinique sur I'innocuité et I'immunogénicité
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de ce candidat vaccin a montré que le virus était bien toléré par I'organisme quelle que
soit la voie d’inoculation et qu’il induit une protection partielle contre le vaccin
historique Dryvax, se traduisant par une diminution de la taille de la pustule de
scarification, dite « Jennerienne » (Seaman et al., 2010).

Lors d’'une autre étude sur les différentes voies d’administration du vaccin, une
réaction locale au site de vaccination a pu étre observée, aprés une injection sous-
cutanée, accompagnée parfois d'un érythéme, qui disparaissait en 4 a 7 jours. Aucun
effet secondaire grave lié a la vaccination n’a été observé. Une réponse humorale
(anticorps neutralisants dirigés contre la souche Western Reserve du virus de la
vaccine) a été détectée chez 81% des sujets apres 2 vaccinations et semble aussi étre
dose-dépendante. Une réponse cellulaire a aussi pu étre détectée mais sans corrélation
avec la voie d’administration et la dose (Wilck et al, 2010) comme c’est le cas pour le

candidat vaccin « IMVAMUNED.
4.3.3. «LC16m8 »

« LC16m8 » est une souche atténuée produite a basse température sur cellules de
rein de lapin (Kenner et al., 2006), isolée apres plus de 45 passages (Hashizume et al,
1987).

Elle a été développée au Japon a partir de la souche Lister (Kidokoro et al., 2005;
Morikawa et al., 2005; Sugimoto & Yamanouchi, 1994) et choisie pour la faible taille des
plages de lyse qu’elle induit en culture cellulaire. Cette souche a conservé tous les cadres
de lecture du virus de la vaccine sauf pour le gene B5R, une glycoprotéine nécessaire a la
production de particules virales enveloppées et par conséquent, nécessaire a la
dissémination du virus chez 'h6te infecté.

Ce candidat vaccin a été testé sur 100 000 enfants entre 1973 et 1975
(Yamaguchi, 1975) puis sur pres de 2000 adultes, sans qu’aucun effet secondaire ne soit
rapporté. Ce virus est moins pathogéne que la souche parentale car il s’agit d'une souche
non neuroinvasive, avec une neurovirulence tres réduite par rapport a la souche
parentale Lister et NYCBH (Hashizume et al.,, 1987).

Ce virus induit une réponse humorale et une protection comparables a Dryvax
chez I'animal (Empig et al., 2006; Meseda et al., 2009), d’apres des études faites sur le
modele murin et le lapin. Des essais cliniques de phases I et I ont été réalisés (Kenner et

al, 2006) et les premiers résultats publiés semblent indiquer que le candidat vaccin,
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comme le vaccin Dryvax, induit une réponse humorale spécifique croisée (anticorps
neutralisants) contre différents orthopoxvirus (virus de la vaccine, monkeypox virus et
virus de la variole majeur). Cependant au bout de 30 jours post-vaccination, la réponse
humorale induite par le vaccin Dryvax semble plus importante que celle induite par le
candidat LC16mS8, contre la souche de vaccine NYCBH. Le candidat vaccin induirait une
prolifération lymphocytaire plus importante que Dryvax, alors que le taux d'IFNy secrété
par les cellules T, mesuré par ELISPOT est plus élevé avec Dryvax (Kennedy et al., 2011;
Kennedy et al.,, 2012).

La taille des lIésions dites « jenneriennes » suite a la prise du vaccin historique est
réduite lorsque les sujets ont été pré-immunisés avec LC16m8, ce qui signifierait que le
candidat vaccin de 3®me génération pourrait réduire les effets secondaires du vaccin
réplicatif de 1¢re génération (Gordon et al., 2011). Enfin, méme si la souche LC16m8 est
bien tolérée par I'organisme en raison de son incapacité a se propager au-dela du site
d’inoculation, une forte dose de virus vaccinal est nécessaire par rapport au vaccin

traditionnel.

En conclusion, le candidat LC16m8 est un bon candidat pour compléter la gamme
des vaccins de 3¢me génération ; aucun effet secondaire n’a été observé lors des essais
cliniques. Il protege l'animal contre des épreuves létales, mais les réponses
immunitaires qu’il induit chez ’'homme ne semblent pas aussi fortes que celles induites
par Dryvax (réponse anticorps, IFN) et il n’a jamais fait ses preuves d’efficacité contre la

variole.

Les vaccins de 3¢me génération semblent donc plus siirs et n’induiraient pas
d’effets secondaires comme ceux observés avec les vaccins de 1¢re et 2¢me génération.
Cependant ils sont beaucoup moins immunogenes que ces derniers et des doses
beaucoup plus élevées de virus (au moins 100 fois) sont nécessaires pour obtenir des
réponses immunitaires équivalentes et une protection similaire vis a vis d'une épreuve
létale. A T'heure actuelle, aucun de ces vaccins n'a obtenu d’AMM. Des études
précliniques supplémentaires, chez le primate non humain, infecté avec du monkeypox
virus ou avec du virus de la variole (trop peu de résultats expérimentaux a ’heure

actuelle) et des études cliniques sont encore nécessaires pour déterminer leur efficacité
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protectrice et les conditions d’utilisation : la dose minimale a inoculer, le nombre de
rappels, la durée de la réponse immunitaire spécifique.

L’avantage de ces candidats est leur innocuité, permettant de les inoculer a des
populations présentant des contre-indications jusqu’alors a la vaccination antivariolique
ou de les utiliser en primo-vaccination dans le but de diminuer les effets secondaires
d'une seconde vaccination avec une souche vaccinale historique. Cependant, leur
efficacité vaccinale chez '’homme restera toutefois théorique puisqu’ils n’ont jamais été

testés contre la variole.

En conclusion, les vaccins de premiere génération sont efficaces puisqu’ils ont
permis I'éradication de la maladie mais ils engendrent des complications post-vaccinales
trop séveres pour étre inoculés a une population présentant des contre-indications a la
vaccination antivariolique (VIH séropositif, traitements immunosuppresseurs, maladies
auto-immunitaires). Des vaccins de 3¢me génération sont en développement pour pallier
ces complications post-vaccinales; ils ont une innocuité leur permettant d’étre
administrés a ces populations considérées a risque. Cependant ces candidats vaccins
sont peu immunogenes comparé aux vaccins de premiere génération et leur efficacité

vaccinale n’a jamais été testée contre la variole.
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Chapitre II :

LA FIEVRE HEMORRAGIQUE A VIRUS EBOLA
ET LES CANDIDATS VACCINS
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Année(s)

Cas, nombre de morts,
Taux de mortalité (%)

1976 Zaire (actuel RDC) 318 cas, 280 morts, 88%
1976 Soudan 284, 151, 53%
1 cas (a survécu); infection
1976 Angleterre accidentelle de laboratoire
1977 Zaire 1 cas (décédé)
1979 Soudan 34, 22, 65%
1989 Etats-Unis REBOV Cas uniquement chez des
macaques ; pas de cas humain
Cas uniquement chez des
1990 Etats-Unis REBOV macaques, 4 cas humains
asymptomatiques identifiés par
sérologie
Cas uniquement chez des
1989-1990 Philippines REBOV macaques ; 3 cas humains
asymptomatiques identifiés par
sérologie
1992 Italie REBOV Cas uniquement chez des_
macaques, pas de cas humain
1994 Gabon 52, 31, 60%
Epidémie chez les chimpanzés
1994 Cote d'Ivoire CIEBOV sauvages; 1 cas humain (a
survécu)
1995 RDC 315, 250, 81%
1996 Gabon 37,21, 57%
1996-1997 Gabon 60, 45, 74%
1996 Afriqgue du sud 2,1,50%
1996 Etats-Unis REBOV Cas uniquement chez des
macaques, pas de cas humain
Cas uniquement chez des
1996 Philippines REBOV macaques ; L cas hu_nj?in
asymptomatique identifié par
sérologie
2000-2001 Ouganda 425, 224, 53%
2001-2002 Gabon 65, 53, 82%
2001-2002 RDC 57,43, 75%
2002-2003 RDC 143, 129, 89%
2003 RDC 35, 29, 83%
2004 Sud du Soudan 17,7, 41%
2007 RDC 264, 187, 71%
2007-2008 Ouganda BEBOV 131, 42, 32%
Des cochons ont été infectés; 6
2008 Philippines REBOV cas asymptomatiques humain
identifiés par sérologie
2008-2009 RDC 32, 15, 47%
2011 Ouganda 1 (décédé)
2012- Ouganda 60, 16, 27% (au 17 ao(it)
RDC BEBOV 24, 11, 46% (au 28 aolit)

Tableau 4 : Liste des épidémies de fievres hémorragiques a virus Ebola. ZEBOV :
Ebolavirus Zaire, SEBOV : Ebolavirus Soudan, REBOV : Ebolavirus Reston, CIEBOV:
Ebolavirus Cote d’Ivoire (ou Tai Forest) et BEBOV : Ebolavirus Bundibugyo.
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1. Historique et Epidémiologie

1.1. Historique

En 1976, deux épidémies causées par le virus Ebola apparaissent simultanément
au Soudan et au Zaire, actuelle République Démocratique du Congo (RDC), en Afrique
équatoriale. En RDC, dans le village Yambuku, proche de la riviere Ebola, 318 personnes
de I'hopital missionnaire de la ville seront infectées et 280 personnes décederont
(patients et personnels médicaux). Cette épidémie reste a ce jour la plus meurtriere
(taux de létalité de 88%). Des ouvriers d’'une usine de coton située a Nzara, au Soudan,
souffrent de fievres hémorragiques. C’est apres leur hospitalisation que le pic de
I'épidémie est atteint, I'environnement hospitalier favorisant la propagation du virus,
touchant ainsi 284 personnes dont 151 décederont.

Les deux épidémies ont été causées par deux espéeces de filovirus différentes: le
virus Ebola Zaire (ZEBOV) et le virus Ebola Soudan (SEBOV). Des épidémies récurrentes
causées par le SEBOV et le ZEBOV ont été recensées par 'OMS, en Afrique équatoriale en
1977 et en 1979, faisant 35 morts au total. Il faudra ensuite attendre le milieu des
années 1990, pour observer d’autres épidémies mortelles causées par le ZEBOV et le
SEBOV. Depuis 1976, 1774 personnes décederont des suites d'une infection par le
ZEBOV ou le SEBOV. Des pertes importantes sont également a déplorer parmi la
population des singes africains. Les épidémies sont recensées dans le tableau 4.

En 1989, des singes macaques (Macaca fascicularis) importés des Philippines et
stabulés en quarantaine dans une animalerie de la ville de Reston aux Etats-Unis sont
infectés par un virus Ebola. Treés vite la maladie se propage aux autres singes en
quarantaine dans I'animalerie. Le virus ne semble pas pathogéne pour I'homme, quatre
cas asymptomatiques ayant été constatés apres analyse sérologique parmi les
personnels de l'animalerie aux Etats-Unis et trois cas aux Philippines. Il s’agit d’'une
nouvelle espéece de virus Ebola : Ebola Reston (REBOV). D’autres épidémies causées par
le REBOV ont été rapportées en Europe, aux Etats-Unis et aux Philippines (tableau 4).
Plus récemment, en 2008, une épizootie a touché des porcs fermiers aux Philippines
(Barrette et al, 2009). Soixante-dix pour cent de I’élevage porcin testé est positif pour la
présence d’anticorps anti-REBOV avec différentes techniques (ELISA, test de

neutralisation) (Sayama et al., 2012).
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Figure 18 : Distribution géographique des épidémies de filovirus
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Figure 19 : Photos de chauves-souris susceptibles d’étre le réservoir naturel du
virus Ebola.
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Une quatrieme espece de virus Ebola est découverte en 1994. Une primatologue est
infectée apres avoir pratiqué des autopsies de chimpanzés retrouvés morts dans la forét
Tai en Cote d’Ivoire. La patiente rapatriée et soignée en Suisse, survivra a l'infection.
Cette nouvelle espece est appelée Ebolavirus Coéte d’Ivoire (CIEBOV) ou Tai Forest
(TAFV), d’apres la nomenclature revue par Kuhn en 2010 (Kuhn et al, 2010). Cet
épisode est le seul cas connu d’infection par le CIEBOV.

Enfin, entre 2007 et 2008, une épidémie dans le district de Bundibugyo, en Ouganda,
toucha 131 personnes dont 42 mourront (Towner et al., 2008). Le virus en cause est une

nouvelle espece, Ebolavirus Bundibugyo (BEBOV).
1.2. Epidémiologie

La distribution géographique des différentes épidémies de fievres hémorragiques
virales a filovirus, correspond a la zone équatoriale du globe. Les zones endémiques des
virus Ebola Zaire, Soudan, Bundibugyo et Coéte d’'Ivoire sont proches des foréts humides
d’Afrique centrale. Le REBOV semble endémique dans le sud de I'Asie, aux Philippines
(figure 18).

De nombreuses études ont été menées afin de découvrir I'hdte naturel des
filovirus. Etant donné que les grands singes succombent rapidement a une infection par
le virus Ebola en développant des signes cliniques similaires a ceux observés chez
I’'homme, ils ne peuvent pas étre considérés comme le réservoir naturel du virus. Suite
aux fortes épidémies de 1976, des recherches ont été entreprises sur le terrain: elles
sont basées sur la capture d’animaux sauvages (vertébrés et invertébrés) susceptibles
d’étre des hotes naturels potentiels des filovirus. Au total, prés de 7000 invertébrés et
30 000 vertébrés ont été analysés et des séquences nucléotidiques spécifiques ont pu
étre détectées par des outils de biologie moléculaire chez des rongeurs (Mus musculus,
Praomys sp et Ollula sylvisorex) mais ces résultats n’ont pas pu étre confirmés.

Suite aux épidémies du début des années 2000, des prélevements ont été
effectués sur les animaux sauvages a proximité des villages touchés par l'infection et des
fragments d’ARN ainsi que des anticorps anti-ZEBOV ont pu étre détectés chez les
chauves-souris frugivores (Leroy et al, 2005; Towner et al, 2007): Hypsignatus
monstrosus, Epomops franquetti et Myonycteris torquata (figure 19). D’apres Leroy et ses
collaborateurs (Leroy et al, 2011b), les chauves-souris semblent étre le réservoir

naturel des filovirus en Afrique, bien qu’aucune particule virale n’a encore pu étre isolée.
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Enfin en 2011, une étude similaire a été menée aux Philippines; des prélevements ont
été effectués chez des chauves-souris capturées dans la forét de Dimilan, située a une
trentaine de kilometres des foyers d’infection de I'établissement de quarantaine des
singes pour l'exportation et des élevages porcins ou le REBOV a été isolé. Une espece de
chauve-souris a pu étre mise en évidence comme réservoir potentiel du REBOV:
Rousettus amplexicaudatus (figure 19) (Taniguchi et al., 2011).

Récemment, une étude a montré que des anticorps anti-nucléoprotéine de ZEBOV et
REBOV ont été détectés dans le sérum de nouvelles especes de chauve-souris :
Epomorphorus gambianus, Nanycteris veldkampii et Eiodolon helvum, renforcant
I’hypothese selon laquelle les chauves-souris seraient le réservoir naturel des filovirus

(Hayman et al,, 2012).

2. Caractéristiques des Filovirus

2.1. Classification

L’agent étiologique de la fievre hémorragique virale a Ebola virus est le virus
Ebola (EBOV). Il appartient a la famille des Filoviridae (figure 20). Il tient son nom de la
vallée de la riviere Ebola en République Démocratique du Congo (anciennement Zaire),
qui est pres du site de la premiere épidémie reconnue en 1976, dans un hopital de la
mission dirigé par des religieuses flamandes.

La famille des Filoviridae est divisée en trois genres: le genre Ebolavirus, le genre
Marburgvirus, dont les virus infectent 'homme et les PNH et un nouveau genre, le genre
Cuevavirus, comprenant le virus Lloviu, découvert en 2011 en Espagne et responsable
d’infections mortelles chez les chauves-souris.

Le genre Ebolavirus comprend cing espéces virales distinctes : Ebolavirus Zaire,
Ebolavirus Soudan, Ebolavirus Bundibugyo, Ebolavirus Céte d’Ivoire (ou Tai Forest) et
Ebolavirus Reston.

L’espece Ebolavirus Zaire est la plus importante en virologie médicale, car il s’agit
de I'espéce la plus mortelle pour 'homme et le primate non humain (PNH), le taux de
mortalité pouvant atteindre 90%. Les autres especes Soudan et Bundibugyo sont aussi
pathogénes pour 'homme avec un taux moyen de mortalité plus faible (respectivement
53% et 34 %). L'espece Ebolavirus Cote d’Ivoire est mortelle pour le PNH. Chez

I’homme, seulement deux cas non mortels, ont été rapportés par 'OMS. L’espece
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Figure 21 : Morphologie et organisation du virus Ebola. (A) Image de microscopie
électronique d’'une particule virale d’Ebola en forme de filament. (B) Organisation
schématique des protéines du virus Ebola. (C) Organisation des genes codants pour les 8
protéines du virus selon I'ordre 3’-5". (Source : (Takada, 2012))

Figure 22 : Modele d’assemblage des particules virales d’Ebola. Les nucléocapsides
(NP) peuvent étre constituées d'une ou plusieurs unités génomiques assemblées de
maniere continue ou liées avec un rétrécissement entre les génomes. (Source : (Beniac et
al, 2012))
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Ebolavirus Reston n’est pas pathogéne pour 'homme (4 cas asymptomatiques décrits)
mais est 1étal pour le PNH et les porcins. La majorité des especes sont endémiques en
Afrique équatoriale alors que I'espece Ebolavirus Reston est endémique dans la région

des Philippines.
2.2. Structure des virus

Les filovirus sont pléomorphes. En microscopie électronique, on peut les
observer sous la forme d’'un anneau, d’'un six, d’'un U et sous la forme d’un filament, d’ou
leur nom de filovirus (du latin filum). Les virions filiformes peuvent atteindre jusqu’a
14 000 nm de longueur et ont un diametre uniforme de 80 nm (figure 21). Cette
structure renferme un complexe ribonucléoprotéique hélicoidal de 40 a 50 nm de
diametre. Une étude structurale trés récente menée par une équipe canadienne sur la
polyploidie des virions, expliquerait les différences de longueur entre les filaments par
la présence d’'une ou plusieurs nucléoprotéines (Beniac et al., 2012). En effet, apres
I'étude de plus de 2000 virions, il apparaitrait que la majorité des particules virales
d’Ebola soient constituées de plusieurs unités de génome (ou nucléocapside)
assemblées de maniére continue ou liées, avec un rétrécissement entre les génomes.
Cette équipe propose un modele d’empaquetage du génome du virus Ebola (figure 22).

Les filovirus font partie des plus gros virus de 'ordre des Mononegavirales. 1ls
possédent un génome linéaire a ARN simple brin non segmenté, de polarité négative,
d’'une longueur de 19 kpb codant pour 7 génes organisés dans un ordre précis: la
séquence 3-leader — la nucléoprotéine (NP) — la protéine virale (VP) 35 — VP40- la
glycoprotéine (GP) - VP30 - VP24 - la polymérase (L) et la séquence 5 -trailer (figure 21).
Quatre de ces protéines: NP, VP30, VP35 et L sont associées a 'ARN génomique pour
former la ribonucléoprotéine tandis que les trois autres protéines : GP, VP24, VP40 sont
associées a la membrane. La membrane qui entoure la nucléocapside est une bicouche
lipidique dérivée de la membrane cellulaire dans laquelle sont ancrés des trimeres de GP
formant des spicules a la surface des virions, nécessaires a I'attachement et a I'entrée du
virus dans la cellule. Une huitiéme protéine non structurale est sécrétée par le virus: la
Small GP (sGP) (Volchkov et al, 1995). Les génes sont séparés par de courtes régions
d’un ou plusieurs nucléotides et certains génes se chevauchent : VP35-VP40, GP-VP30 et
VP24-L (figure 21). Les extrémités génomiques « Leader » et « Trailer » sont des régions

non-codantes tres conservées, importantes pour contréler la transcription, la réplication
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et le conditionnement des génomes viraux dans les nouveaux virions. Ce sont des
régions tres complémentaires qui permettraient aux virions, dans certaines conditions,
de former des structures en épingle a cheveux : le 3’-leader est constitué de 30 a 70
nucléotides et le 5’-trailer est de longueur variable, selon 'espéece (Sanchez et al., 2006).

C’est grace a des analyses phylogénétiques de la région codante du gene de la GP
qu’il a été possible de mettre en évidence l'existence des deux genres distincts

Ebolavirus et Marburgvirus et de cinq espéces différentes parmi le genre Ebolavirus.
2.3. Cycle de réplication
2.3.1. Récepteurs du virus Ebola

Les filovirus possedent un tropisme cellulaire tres large. En effet, ils sont capables
d’'infecter différentes lignées cellulaires telles que des cellules épithéliales issues de
différents tissus, des cellules endothéliales, des cellules monocytaires et les hépatocytes
d’hétes variés (homme, singe, chauve-souris, cobaye, souris). Ce large tropisme est dii a
leur GP particulierement glycosylée, capable de se lier a différents récepteurs telles que
les lectines de type C (Dolnik et al, 2008). Plusieurs protéines de surface ont ainsi pu
étre identifiées comme facteurs de liaison des filovirus avec la membrane cellulaire
(Dolnik et al., 2008). Ces récepteurs ne sont pas présents sur tous les types cellulaires
sensibles a I'infection par les filovirus, mais ces molécules participent a la permissivité
des cellules et sont considérées comme des co-facteurs de I'entrée du virus.

Dernierement, Carette et son équipe ont identifié un facteur ubiquitaire essentiel
a l'entrée du virus Ebola dans la cellule : le transporteur de cholestérol Niemann-Pick C1
(NPC1). Cette protéine est connue pour son role de transporteur du cholestérol depuis
les endosomes et les lysosomes tardifs pour le redistribuer sur la membrane cellulaire
(Carette et al, 2011).

Une étude menée sur des fibroblastes de patients atteints de la maladie de
Niemann-Pick, se traduisant par une accumulation du cholestérol libre dans les
fibroblastes, induisant a long terme des troubles neurologiques et psychiatriques,
(mutation délétere du gene NPC1) a montré que ces cellules étaient résistantes a
I'infection par un virus de la stomatite vésiculaire recombinant exprimant la GP du virus

Ebola. Par ailleurs, Cote et son équipe ont confirmé le réle crucial de cette protéine, en
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Figure 23 : Schéma des modifications subit par la glycoprotéine du virus Ebola
lors de l'étape d’entrée dans la cellule. La GP du virus Ebola est clivée par la
Cathepsines L puis la cathepsine B dans I'endosome (a). Le résidu de 19kDa subit
ensuite une modification conformationnelle qui va libérer la boucle de fusion (fleche
rouge) et permettre a la GP de lier le facteur de I'hote NPC1. (b). Trois modeles sont
proposés impliquant soit NPC1 (1), soit NPC1 et un facteur additionnel (2), soit un autre
facteur de I'hote (3), dans le processus de fusion de la membrane virale avec la
membrane cellulaire. (Source : (White & Schornberg, 2012))
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démontrant que lorsque la protéine NCP1 était inhibée par des molécules chimiques, les
cellules devenaient résistantes a I'infection par le virus Ebola (Cote et al., 2011).

Un modele plus développé de l'attachement du virus et de la fusion de la
membrane virale avec la membrane cellulaire a été récemment décrit (White &
Schornberg, 2012), montrant que la GP présente a la surface de la particule virale se lie a
son (ses) récepteur(s) a la surface de la cellule, puis le virus est internalisé par
macropinocytose et transporté jusqu’a un compartiment endosomal. Dans I'endosome-
lysosome tardif, la GP (qui est une chaine polypeptidique unique) va subir des
transformations enzymatiques. Elle est constituée de deux sous-unités : GP1 (130kDa)
et GP2. Ces deux sous-unités sont essentielles pour se fixer sur le récepteur
membranaire (GP1) et pour la fusion avec la membrane cellulaire (GP2).

Une fois dans I'’endosome, GP1 est clivée par la Cathepsine L (Hood et al., 2010).
Le résidu GP1 de 20kDa a perdu son domaine de type mucine et sa coiffe de glycan
(Hood et al., 2010; Schornberg et al, 2006). Un deuxieme clivage de la GP1 par la
Cathepsine B ne va laisser qu'un résidu de 19kDa (Gnirss et al., 2012 ; Schornberg et al.,
2006). Le pH faible a I'intérieur de I'endosome et I'action de facteur additionnel (NPC1)
va entralner des modifications conformationnelles du résidu GP1 de 19kDa et ainsi
libérer la boucle de fusion portée par la sous-unité GP2 (figure 23). Les membranes
cellulaire et virale vont fusionner, ce mécanisme permet de libérer la nucléoprotéine

directement dans le cytoplasme ou va avoir lieu la réplication du virus.
2.3.2. Réplication et transcription

Des que la nucléocapside est dans le cytoplasme (figure 24), sept a huit ARNm
monocistroniques polyadénylés et coiffés, sont synthétisés, suivant 'ordre 3’-5’, a partir
de 'ARN génomique encapsidé. Chaque gene posseéde sa propre séquence d’initiation et
son codon STOP dans les régions intergéniques attenantes. La transcription se fait donc
de maniere séquentielle par le complexe protéique de la nucléocapside (NP, VP30, VP35
et la polymérase L) et selon un gradient décroissant de 3’ en 5’, induisant une forte
expression de la NP et une faible expression de la polymérase L. Les ARNm sont ensuite
traduits en protéines par les ribosomes cellulaires libres.

Lors de la transcription du gene de la GP, 'ARNm synthétisé est soumis a un mécanisme
d’édition, qui se traduit par 'addition d'une adénosine. Lorsque 'ARNm n’est pas édité,

une forme soluble de la GP, la sGP, est synthétisée.
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Lorsque le taux de NP néosynthétisée est trop élevé dans le cytoplasme il se produit un
switch concernant l'activité du complexe enzymatique NP-VP30-VP35-L et celui-ci
commence a répliquer '’ARN génomique en un brin « antisens » de polarité positive
complémentaire. Ce brin d’ARN positif va alors servir de matrice a la synthese de
nouveaux génomes viraux d’ARN de polarité négative qui vont s’accumuler dans des
« corps d’inclusion » puis vont étre transportés jusqu'a la membrane plasmique pour

former des nouvelles particules virales.
2.3.3. Assemblage des virus et bourgeonnement

Au niveau des corps d’inclusion, les nucléoprotéines et les protéines virales
s’assemblent pour former des nucléocapsides et sont transportées jusqu’a la membrane
plasmique. La facon dont la nucléocapside va se présenter sous la membrane cellulaire
va déterminer la forme du virion (filament, U, six ou anneau). Le transport des corps
d’inclusion vers la membrane lipidique semble étre assuré par la protéine virale VP40.
Le virion va ensuite sortir de la cellule par bourgeonnement au niveau des radeaux
lipidiques (Freitas et al., 2011). 1l s’agit de microdomaines contenant des sphingolipides
et du cholestérol qui sont présents naturellement dans les membranes biologiques. La
nucléocapside va alors s’envelopper de membrane cellulaire, bourgeonner et se
détacher de la cellule.

La GP du virus Ebola, passe par une étape de maturation dans 'appareil de Golgi.
Le précurseur synthétisé lors de la transcription, la pré-GP, va subir différentes
modifications, clivage, glycosylations, acétylations dans le compartiment golgien. La pré-
GP est d’abord N-glycosylée dans le réticulum endoplasmique puis des O-glycosylations
sont ajoutées sur la protéine dans I'appareil de Golgi. La pré-GP est ensuite clivée dans le
réseau trans-golgien par une furine au niveau du résidu Arginineso: en deux sous-unités,
la GP1 extracellulaire (501 acides aminés) et la GP; segment transmembranaire et
intracellulaire (175 acides aminés) qui vont rester liées par un pont di-sulfure entre les
acides aminés Cystéine en position 53 et 609 (Lee et al, 2008). Les GP1,2 vont alors
s’assembler en trimeres, pour étre transportés jusqu’a la membrane dans des vésicules
sécrétrices et étre exprimés a la surface de la cellule au niveau des rafts lipidiques,
(Freitas et al., 2011). Les virions qui bourgeonnent seront couverts de GP.

Une partie des trimeéres de GPi2 membranaires peuvent étre clivés par une

métalloprotéase TACE (Tumor necrosis factor Alpha-Converting Enzyme) libérant ainsi
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une forme soluble retrouvée parfois dans le sérum d’animaux infectés (Dolnik et al.,

2004; Lee etal., 2009).

3. Infection par les filovirus

3.1. Transmission des filovirus

Les filovirus sont a I'origine de zoonoses. Ils sont persistants chez un ou plusieurs
animaux, lesquels pourraient étre définis comme des « réservoirs », et pourraient alors
se transmettre directement a ’homme ou au primate non humain (PNH).

Il s’est avéré que les personnes contaminées par le virus sont principalement des
personnes travaillant dans la forét équatoriale ou ses environs, le plus souvent en
contact avec les animaux. La consommation d’animaux sauvages (singes et chauves-
souris) accentue le risque de transmission du virus. Un certain nombre de modes de
transmission sont connus: transmission inter-simienne et interhumaine, tandis que
d’autres restent obscures tel le passage chauve-souris-singe/homme et singe-homme.

L’hypothése selon laquelle le singe serait contaminé par l'ingestion de fruits
souillés par la salive de chauves-souris porteuses du virus est la plus probable. Les
primates non humains semblent trés sensibles a I'infection naturelle par les filovirus et
jouent un role essentiel dans les épidémies humaines, comme cela a été le cas a Marburg
en 1967 et en Cote d’lvoire en 1994. Les humains seraient ensuite infectés en
manipulant les carcasses de primates.

Le mode de transmission interhumain se fait ensuite par contact direct entre les
personnes, via les fluides corporels. L'infection peut étre nosocomiale puisque
I'environnement hospitalier a souvent favorisé la propagation du virus lors de plusieurs
épidémies a ZEBOV et SEBOV.

La transmission par voie aérienne des filovirus est possible mais elle n’a pas été
mise en évidence. Cependant, elle a été réalisée expérimentalement chez le singe
rhésus ; elle cause alors une pathologie proche de celle observée apres infection par voie
intra-péritonéale et entraine la mort de 'animal (Johnson et al., 1995). L’aérosolisation
de filovirus par un acte terroriste est donc a craindre. Ce mode de transmission a été
observé avec le REBOV. En 1989 et 1990, tous les singes d’'une animalerie a Reston ont
été contaminés, méme ceux qui étaient dans des cages a distance des macaques infectés,

ce qui serait en faveur d’'une transmission inter-simienne par aérosol (Kuhn, 2008).
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L’observation des précédentes épidémies, fait penser que la transmission par aérosol
n’est pas le mode principal de transmission des filovirus, mais des études sont en cours
sur les primates non humains, pour évaluer le risque de la transmission de ZEBOV par
voie aérienne et tenter de comprendre le mécanisme d’infection (Reed et al.,, 2011).

La voie de transmission semble jouer un réle important dans le développement et
I'issue de la maladie. La voie parentérale semble étre a l'origine d’'une infection plus
rapide (3 a 6 jours contre 5 a 9 jours pour une infection par exposition) de méme, le taux
de mortalité est plus important : 100% des cas associés a une injection contre 80% des

cas associés a une exposition connue (Feldmann & Geisbert, 2011).
3.2. Clinique

Les virus ZEBOV, SEBOV et BEBOV sont responsables de fievres hémorragiques
séveres qui different dans leur période d’incubation, la sévérité de la maladie et le taux
de mortalité.

La période d’incubation des fievres hémorragiques a virus Ebola dure entre 2 et
21 jours (en moyenne 4 a 9 jours). L’état du patient se dégrade ensuite rapidement : il
présente des signes cliniques et des symptomes non-spécifiques de la maladie : fievre,
fatigue, maux de téte, myalgie, nausées, qui peuvent étre confondus avec les symptomes
de la malaria, de la fievre typhoide ou d’autres maladies récurrentes en Afrique. La
fievre hémorragique a filovirus n’est pas suspectée jusqu’a I'apparition de rougeurs
cutanées, d’hémorragie (1 patient sur 3, généralement en phase terminale) ou apres des
cas de transmission entre patients ou au personnel médical (Kortepeter et al, 2011).
Dans la majorité des cas, la mort du patient survient en deux semaines. Si celui-ci est
toujours en vie au-dela du 14¢me jour, ses chances de survie sont supérieures a 75%.

Dans les formes fatales, les symptomes et les hémorragies s’aggravent
rapidement et la mort survient en 48 heures. Inversement, dans les formes non fatales,
les symptémes s’atténuent rapidement et la virémie diminue.

La convalescence est longue et marquée par des épisodes fébriles. Elle peut durer de
quelques semaines jusqu’a 6 mois. Les séquelles d’'une infection aigué se caractérisent
principalement par une asthénie, une perte de poids, des maux de téte, une myalgie, une
arthralgie, une desquamation de la peau, une alopécie ou une anémie persistante

(tableau 5).
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Figure 25: Modele de la pathogénese de la fievre hémorragique a virus Ebola.
(Source : (Mohamadzadeh et al., 2007))
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3.3. Pathogenese

Les filovirus semblent entrer dans I'h6te en passant a travers les barrieres
mucosales, les lésions cutanées ou par voie parentérale : la réutilisation de seringues
usagées a joué un role important lors des premieres épidémies de virus Ebola en 1976.
Leur tropisme cellulaire est large mais les cellules dendritiques (DC) et les macrophages,
semblent étre les principales cibles des filovirus. Ces cellules jouent un réle important
dans la dissémination du virus chez I'héte de par leur capacité a atteindre tous les tissus
par le systeme lymphatique et la circulation sanguine. Le virus est ainsi transporté
jusqu’aux organes lymphoides secondaires, le foie et la rate, ou il se réplique de maniére
abondante. En phase terminale, le virus infecte les cellules endothéliales, épithéliales et
les fibroblastes des organes internes provoquant des hémorragies et une défaillance
progressive de tous les organes qui conduisent a la mort de I'hote en seulement deux
semaines (Feldmann & Geisbert, 2011; Leroy et al, 2011a; Mohamadzadeh et al., 2007)
(figure 25).

4. Lesréponses immunitaires contre le virus Ebola

4.1. Laréponse immunitaire innée

L’'immunité innée est la premiere ligne de défense contre des agents infectieux et
pathogeénes qui nous entourent. Elle est mise en jeu immédiatement et est fonctionnelle
quelques jours. La réponse immunitaire innée précoce a deux fonctions:

1- la reconnaissance non spécifique du «non-soi»: elle fait intervenir des
récepteurs de reconnaissance de motif (Pattern Recognition Receptors : PRR), impliqués
dans la détection des motifs du «non-soi» sur les agents pathogenes (Pathogen-
associated molecular patterns: PAMPs). La reconnaissance du non-soi fait aussi
intervenir des cytokines pro-inflammatoires, des chimiokines et met en place les acteurs
de la fonction antivirale des cellules (induisant le recrutement de cellules immunitaires
et 'apoptose de la cellule infectée).

2- induire et organiser la réponse immunitaire antigene-spécifique faisant

intervenir les cellules T et les anticorps (Ac).
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Figure 26 : Mécanisme d’inhibition de la voie de signalisation de I'INF par les
protéines VP35 et VP24. (Source : (Ramanan et al., 2011))
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4.1.1. Laréponse interféron

Lorsque la cellule reconnait un PAMP du non-soi, ou détecte de I’ADN
hétérologue dans son cytoplasme, une cascade de signalisation intracellulaire non-
spécifique est activée et va stimuler la synthese d’'interféron (IFN) . Une fois sécrété,
I'IFNP va activer la voie de signalisation IFN-dépendante JAK/STAT et stimuler la
synthese d'IFNo/p qui va permettre le recrutement et l'activation (maturation) de
cellules dendritiques (DC) (Mohamadzadeh et al., 2007).

Des protéines du virus Ebola sont impliquées dans I'inhibition de la réponse IFN.
En effet, VP35 fonctionne comme un antagoniste de I'IFN de type I en empéchant
'activation de facteurs de régulation de I'[FN, IFR-3 et I[FR-7 (figure 26) (Hartman et al.,
2008; Ramanan et al., 2011). VP24 interfere avec la cascade de signalisation de la voie
IFN, en bloquant 'accumulation de la protéine STAT-1 phosphorylée au niveau nucléaire
et par conséquent bloque le systeme intracellulaire de régulation de la sécrétion d'IFN

(figure 26) (Feldmann & Geisbert, 2011; Leroy et al., 2011a; Ramanan et al.,, 2011).
4.1.2. Laréponse cytokinique

Lorsque les cellules sentinelles (DC et macrophages) sont activées par la
reconnaissance d’'un agent pathogene, elles se mettent a sécréter des cytokines, des
chimiokines et des facteurs de croissance afin de recruter et d’activer d’autres cellules
de I'immunité et induire une réponse immunitaire antivirale forte et efficace.

L’infection des DC et des macrophages par le virus résulte en une production
rapide (3 a 6 heures post-infection) de cytokines pro-inflammatoires, de chimiokines,
tels que I'Interleukine (I1-)-1, I'IL-10, I'll-6 et de facteurs de croissance (GM-CSF, M-CSF)
qui vont recruter d’autres macrophages et monocytes sensibles a l'infection, et par
conséquent induire une réponse inflammatoire incontrélable décrit comme un « orage
cytokinique », lequel s’avere néfaste pour I'organisme.

La sécrétion de TNF-a (tumor necrosis factor) et de monoxyde d’azote (NO-) va
mobiliser les neutrophiles immatures circulants et faciliter la sortie des molécules
inflammatoires et des protéines de la circulation sanguine en causant une vasodilatation
et une augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales des vaisseaux

sanguins, ce qui va induire des hémorragies (Bray, 2005).
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Il semblerait qu’il y ait un profil cytokinique selon le filovirus. Un niveau
d’expression de cytokines (TNF-a et IFN-y) différent a pu étre observé lors d’infections
humaines par le SEBOV, ZEBOV ou le BEBOV, suggérant des réponses immunitaires
différentes selon I'espece (Gupta et al., 2012; Hutchinson & Rollin, 2007; Sanchez et al.,
2004), ce qui pourrait expliquer les différences de virulence et de taux de mortalité
entre les différentes espéces (Gupta et al., 2012).

De plus, une étude menée chez la souris, avec un virus ZEBOV adapté au modele
murin (maEBOV) par plusieurs passages successifs (Bray et al, 1998; Ebihara et al,
2007), a permis de mettre en évidence que certaines cytokines, 11-10 et IFN-y, étaient
nécessaires au contréle de l'infection et a la survie de I'animal (Panchal et al, 2009;
Warfield et al., 2003). Ce qui signifie qu'une régulation temporelle de la production de

cytokines serait importante pour le contréle de I'infection par les filovirus.

Enfin, l'infection des macrophages joue un role important dans l'activation de la
coagulation intravasculaire disséminée avec la synthese abondante d'un facteur
tissulaire de surface qui va activer la cascade de coagulation et provoquer des
microthromboses au niveau des différents organes et par conséquent épuiser les
plaquettes et les différents facteurs de coagulation, provoquant ainsi des hémorragies
dans tout I'organisme (Bray & Geisbert, 2005; Leroy et al., 2011a; Martinez et al., 2012;
Mohamadzadeh et al., 2007).

4.2. Laréponse immunitaire adaptative

Les DC jouent un réle important dans l'activation de la réponse immunitaire
cellulaire. Les DC présentent I'antigene aux lymphocytes Tu par l'intermédiaire des
molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de classe I ou II présentes a
leur surface et vont ainsi stimuler les lymphocytes et polariser la réponse immunitaire
vers une réponse a médiation cellulaire TH1 (lymphocytes LT CD4* et lymphocytes LT

CD8*) ou vers une réponse a médiation humorale TH; (Lymphocytes B * anticorps).
4.2.1. Laréponse immunitaire a médiation cellulaire

L’infection des DC par le virus Ebola joue un réle important dans la dérégulation
de la réponse IFN et permet au virus d’échapper au systeme immunitaire adaptatif. La

maturation des DC est altérée par les filovirus, les empéchant alors de présenter
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I'antigene et d’induire une prolifération massive des lymphocytes T allogéniques. Il en
résulte une inhibition de l'initiation de la réponse immunitaire adaptative cellulaire (LT)
et a médiation humorale faisant intervenir les lymphocytes B (LB). De plus, une
déplétion des lymphocytes et des cellules NK est observée des le début de l'infection
dans les formes fatales alors que ces cellules ne sont pas sensibles a l'infection.
L’apoptose massive de ces cellules a pu étre mise en évidence et serait corrélée a
I'expression de facteurs solubles secrétés par les DC et les macrophages, tels que TNF-q,
Fas, Fas-Ligand, TRAIL et le NO- (Bray & Geisbert, 2005). Cependant, il semblerait que
cette apoptose ne soit pas un facteur majeur de la pathogenése de l'infection par les
filovirus. En effet, des travaux menés avec des souris transgéniques exprimant
fortement un facteur anti-apoptotique (bcl-2) montrent que l'inhibition de I'apoptose
lymphocytaire ne protége pas ces animaux d’une infection létale avec le maEBOV
(Bradfute et al., 2010). En définitive, 'apoptose des lymphocytes serait probablement un
effet secondaire de la surexpression des cytokines pro-inflammatoires plutoét que la
cause de l'issue fatale de I'infection (Bradfute & Bavari, 2011).

Toutefois, il arrive qu'une réponse LT CD8* puisse étre générée a un stade tardif
d’'une infection grave, en dépit de I'apoptose massive des lymphocytes circulants et
serait nécessaire pour la survie. En effet des individus ayant survécu a une infection par
le SEBOV ont généré un profil cellulaire HLA-DR* CD8* plus important que les individus
ayant succombé a l'infection (Baize et al., 1999; Sanchez et al., 2004). Ces observations
ont été confirmées par une étude menée sur des souris ayant recu une dose létale, et qui
génerent tout de méme une réponse LT CD8* spécifique de maEBOV en dépit de
I'apoptose des cellules T. Il a été montré que cette réponse est essentielle pour
I'initiation de la clairance du virus (Bradfute et al, 2007; Gupta et al., 2004). Dans une
autre étude, il a été possible de protéger des souris naives contre une infection létale
avec le maEBOV par un transfert adoptif de LT CD8* purifiés (Bradfute et al.,, 2008).

Le role des LT CD4* dans le mécanisme de protection contre le virus Ebola n’est
pas bien connu mais les travaux de Gupta ont permis de mettre en évidence que la
virémie et la morbidité des souris infectées avec du maZEBOV augmentaient a un stade
tardif de l'infection lorsque les souris étaient déplétées en lymphocytes T CD4* et en
cellules B, suggérant que ces deux composantes de I'immunité jouent un role dans le

controle de la réplication virale a long terme (Gupta et al., 2004).
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ZEBOV protein Epitope sequence Amino acid position Restriction

VSTGTGPGAGDFAFHK 141-155 H-2d
LYDRLASTVI 161-169 H-24
Glycoprotein EYLFEVDNL 231-239 H-24
WIPYFGPAAEGIYTE 531-545 H-2b
TELRTFSI 577-584 H-2k
VYQVNNLEEIC 44-52 H-2P
GQFLFASL 148-156 H-2°

FLSFASLFL 150-159 HLA-A2.1

Nucleoprotein RLMRTNFLI 202-210 HLA-A2.1
SFKAALSSLA 279-287 H-24
FQQTNAMVT 388-396 H-2b

KLTEAITAA 404-412 HLA-A2.1
DAVLYYHMM 663—671 H-2b
KFINKLDALH 159-168 H-24
VP24 NYNGLLSSI 171-179 H-24
PGPAKFSLL 214-222 H-24
KFSKSQLSLLCETHLR 181-196 H-2¢
VP30 H-2
DLQSLIMFITAFLNI 231-245 H-2
H-2b
CDIENNPGL 45-53 H-2b
MVAKYDHL 138-145 H-2b
VP35 TVPQSVREAFNNL 190-202 H-2¢
RNIMYDHL 225-323 H-2b
PGFGTAFHQLVQVICK 233-248 H-2¢
LRIGNQAFLQEFVLPP 150-165 H-2b
VP40 AFLQEFVLPPVQLPQ 160-175 H-2d
YFTEDLTALK 171-180 H-2d
TESPEKIQAI 232-241 H-24

Tableau 6: Liste des épitopes des protéines du virus Ebola reconnus
spécifiquement par les LT CD8+ cytotoxiques. (Source : (Warfield & Olinger, 2011))
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Les études récentes menées sur les candidats vaccins en cours de développement ont pu
mettre en évidence le réle crucial de la réponse des lymphocytes T CD8* cytotoxiques
(CTL). En effet, plusieurs études ont pu montrer le caractére protecteur de la réponse
CTL, par transfert passif, apres une vaccination ou lors de I'’étude des réponses
immunitaires suite a une infection létale chez la souris (Bradfute et al., 2008; Olinger et
al., 2005; Warfield et al.,, 2005). Des épitopes spécifiques de CTL ont pu étre prédits par
informatique ou par l'utilisation de peptides synthétiques de la GP d’Ebola (tableau 6)
(Wilson & Hart, 2001; Wilson et al., 2000). Avec le développement de cette technologie,
de plus en plus d’épitopes spécifiques de la réponse CTL sont mis en évidence dans des
modeles murins spécifiques (Simmons et al., 2004; Sullivan et al., 2006; Sundar et al.,
2007; Takada et al.,, 2003; Wilson et al., 2000; Wu et al., 2012). La connaissance de ces
épitopes permet la production de peptides synthétiques spécifiques capables de
restimuler in vitro les lymphocytes cytotoxiques spécifiques selon I'haplotype murin et

par conséquent de mesurer la réponse cellulaire CD8 cytotoxique anti-Ebola.
4.2.2. Laréponse immunitaire a médiation humorale

Le taux d’anticorps est généralement faible ou absent dans les cas d’infection
fatale par le virus Ebola, conduisant a ’hypothése que le titre en anticorps est corrélé a
la protection vis-a-vis de l'infection. Parfois il arrive qu'une réponse humorale puisse
étre générée dans le cas d’infection létale a filovirus, cela pourrait simplement signifier
que les anticorps générés par les individus qui ont survécu a I'épidémie seraient plus
efficaces que ceux générés par les patients qui n‘ont pas survécu. La réponse
immunitaire humorale semble étre de longue durée: une étude menée en 2007, a
montré que 20 patients ayant survécu a trois épidémies différentes de ZEBOV au Gabon,
entre 1996 et 2001, avaient encore, 11 années plus tard, un taux détectable

d’'immunoglobuline (IgG) anti-ZEBOV (Wauquier et al., 2009).

De plus, le transfert de sang total de patients humains convalescents et positifs en
IgG anti-GP a permis de protéger 8 patients sur 9, infectés par le ZEBOV en 1995 (alors
que 20% seulement des patients non-traités ont survécu a l'infection) (Mupapa et al.,

1999). L’expérience n’a cependant pas été contrdlée et les patients transfusés ont recu
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Figure 27 : Structure de la glycoprotéine d’Ebola. (a) Organisation génomique des
domaines de la GP représentés (de la méme couleur) sur la modélisation 3D de la GP (b).
La GP d’Ebola est formé d’'un trimere du complexe GP1-GP;. La structure 3D est
représentée sous différents angles. (Source : (Lee et al., 2008))
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de meilleurs soins que les patients non traités, mais cela suppose tout de méme que les

anticorps pourraient étre protecteurs contre une infection par le virus Ebola.

Un anticorps neutralisant humain, a été isolé a partir de moelle osseuse d'un
survivant lors de I'épidémie de ZEBOV en 1995. L’anticorps nommé « KZ52 », est
capable de neutraliser 90% des particules virales (Maruyama et al, 1999). 1l est
spécifique d’'une séquence de 15 résidus de la GP. Il neutralise le virus en génant le
réarrangement de la boucle de fusion empéchant ainsi les membranes virale et cellulaire
de fusionner dans les endosomes. De plus, il semblerait que KZ52 en se fixant a son
épitope, créerait un encombrement stérique qui cacherait le domaine de liaison au
récepteur cellulaire (Lee et al., 2008). Des essais de traitement avec cet anticorps ont été
menés chez le primate non humain (PNH) et n’ont pas permis de protéger ces animaux
en pré et post-exposition au ZEBOV, ce qui a remis en cause I'idée d’utiliser le transfert
passif d’anticorps pour traiter les patients infectés par les filovirus (Oswald et al., 2007;
Parren et al., 2002).

Cependant une étude récente a montré qu'’il était possible de protéger des PNH
contre une infection létale avec différents filovirus par transfert passif d’IgG polyclonaux
spécifiques du virus, obtenus a partir de singes vaccinés, ceci jusqu’a 48 heures post-
infection (Dye et al., 2012). Dans ces travausx, trois doses d’anticorps polyclonaux ont été
administrées aux singes (a 48 heures; 4 et 8 jours apres infection), ce qui a permis de
protéger 100% des macaques rhésus infectés par le virus Marburg et le ZEBOV (souche
de I'épidémie de 1995). Ce qui confirme I'hypothese selon laquelle, la survie semble

corrélée a la qualité et la quantité des anticorps.
4.3. La glycoprotéine du virus Ebola, cible privilégiée du systeme immunitaire

La glycoprotéine d’Ebola (GP) est I'unique protéine de surface du virus Ebola. Elle
est composée de deux sous-unités, GP1 et GP», reliées entre elles par un pont disulfure.
Elle est exprimée a la surface de la particule virale et a la surface des cellules infectées,
sous la forme d’un hétérotrimere : trois complexes de GP1-GP2 (figure 27).

La GP d’Ebola joue un réle important dans la régulation de la réponse immunitaire. Etant
I'unique protéine de surface du virus, elle semble étre la cible privilégiée du systéme
immunitaire de I'hote. La GP possede une région centrale hydrophile tres variable entre

les différentes especes de virus Ebola. Les N-glycosylations a la surface de la GP sont
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reconnues par les récepteurs de type Lectine-C présents sur de nombreuses lignées
cellulaires (DC, macrophages, hépatocytes). Ces cellules deviennent alors permissives au
virus et sont un site de réplication privilégié du virus. Les GP exprimées en grand
nombre a la surface de la cellule infectée pourraient permettre au virus d’échapper au
systéeme antiviral de la cellule en camouflant certains de ses propres épitopes
(encombrement stérique) et certaines protéines cellulaires (par exemple: CMH I et
integrine ) (Reynard et al., 2009). De plus, la présence de la GP a la surface des cellules
altererait I'expression de certains marqueurs cellulaires, induisant parfois une perte
d’adhérence intercellulaire qui résulterait en une désorganisation des cellules
endothéliales, responsables des hémorragies caractéristiques des fievres hémorragiques
a filovirus. (Simmons et al,, 2002).

La sous-unité GP; possede une séquence nucléotidique de 26 acides aminés
similaire au motif immunosuppresseur de certains rétrovirus (40% d’homologie) qui
pourrait jouer un réle dans la capacité du virus a échapper au systeme immunitaire de
I’h6te mais le mécanisme n’est pas encore bien défini (Volchkov et al., 1992).

La GP d’Ebola posséde un domaine de type mucine exposé aux anticorps a la
surface de la protéine. Ce domaine tres glycosylé posséde plusieurs épitopes reconnus
par les LT CD8 cytotoxiques qui sont importants pour protéger I'hote contre le ZEBOV

(voir paragraphe 4.2.1 « la réponse immunitaire a médiation cellulaire»).

En conclusion, la GP d’Ebola joue un role primordial dans la réponse immunitaire
de I'héte infecté et les réponses GP-spécifiques semblent les plus efficaces pour la
protection contre l'infection. De nombreux chercheurs basent leur stratégie vaccinale
sur 'expression de cette protéine, spécifique de son espece (pas de protection croisée
entre les différentes especes de virus Ebola) dans le génome d’un vecteur viral, afin que
celui-ci I'exprime a sa surface et stimule spécifiquement une réponse immunitaire

protectrice efficace dirigée contre le virus Ebola.

5. Corrélats immuns de la protection contre I'infection par le virus Ebola

Les études pour développer un vaccin contre le virus Ebola ne peuvent pas étre
directement réalisées chez I'homme. La Food and Drug administration (FDA),

I’'homologue américain de 'EMEA, a mis en place I'« animal efficacy rule » pour guider
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les laboratoires dans leurs essais précliniques. D’apres ces regles, une vaccination
réussie engendre une réponse immunitaire protectrice capable de protéger I'animal
contre une infection virale 1étale (Sullivan et al., 2009). Il semblerait que les deux types
de réponses, cellulaire et humorale, soient nécessaires pour la clairance du virus Ebola
(Falzarano et al, 2011; Sullivan et al, 2009). Les études récentes sur les candidats
vaccins anti-virus Ebola en cours de développement (voir le paragraphe 6 «les
candidats vaccins contre le virus Ebola ») montrent que la protection fait intervenir la
réponse immunitaire humorale et cellulaire (CD4* et CD8*).

Des études menées chez le modele murin et récemment chez le primate non humain,
montreraient que la protection semble corrélée a la réponse humorale (Bradfute &
Bavari, 2011). Cependant cela n’est pas toujours le cas, il arrive qu’un taux d’anticorps
élevé ne résulte pas en une réponse protectrice (Warfield & Olinger, 2011);
inversement des réponses protectrices n’induisent pas d’anticorps neutralisants
(Sullivan et al.,, 2009).

Finalement, d’apres Sullivan, il existerait une corrélation entre le titre en anticorps
(titre en immunoglobuline G) et la survie (Sullivan et al, 2009) et d’apres Warfield, ce
serait la réponse CTL qui jouerait un réle primordial dans la protection et notamment
dans le controle de la réplication virale et de la clairance du virus (Warfield & Olinger,
2011). Ces données bibliographiques suggerent qu'un vaccin efficace contre le virus
Ebola devrait étre un vaccin capable d’induire une réponse immunitaire compléte
faisant intervenir toutes les composantes de I'immunité : la réponse humorale et les

réponses cellulaires spécifiques (CD4*, CD8* et CTL)

6. Les candidats vaccins contre le virus Ebola

A T'heure actuelle, il n’existe pas de vaccins autorisés contre le virus Ebola. De
nombreuses stratégies vaccinales ont été élaborées et plusieurs candidats vaccins sont
encore a l'essai sur des modeéles animaux.

Plusieurs études ont d’abord été réalisées sur des particules virales inactivées.
Les travaux de Lupton ont montré que les cobayes pouvaient étre partiellement
protégés contre une infection a virus Ebola (Lupton et al., 1980). L’équipe de Mikhailov a
démontré que I'on pouvait obtenir une immunité protectrice chez le babouin avec des

particules virales fixées au paraformaldéhyde alors que les travaux de Chepurnov n’ont
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pas réussi a induire une immunité suffisante pour protéger les PNH, en les vaccinant
avec du virus inactivé par gamma-irradiation (Geisbert et al., 2010).

L’idée d’utiliser du virus atténué comme candidat vaccin est restée a I'état de
«preuve de concept» (Bray et al, 1998), le risque que le virus mute et redevienne
pathogéne pour 'homme étant trop grand pour étre utilisé comme traitement chez
I’'homme (Volchkov et al., 2001). Dans 'espoir d’amplifier les réponses immunitaires
humorales et cellulaires chez un modele animal, des liposomes encapsulés ont été
utilisés comme systeme de libération de la particule inactivée mais la stratégie a échoué,
ceux-ci ne protégeant pas le PNH contre un challenge 1étal (Geisbert et al., 2002a; Rao et
al., 2002). Aujourd’hui, toutes ces stratégies ont été abandonnées.

Les recherches se portent désormais, sur I'utilisation de pseudo-particules virales
et sur l'utilisation de vecteurs viraux recombinants exprimant une ou plusieurs
protéines virales du virus Ebola, principalement la glycoprotéine. Les vecteurs viraux
concernent des virus recombinants non pathogenes ou non réplicatifs, tels que le virus
de la stomatite vésiculeuse, le virus parainfluenza humain de type 3 ou l'adénovirus

humain de sérotype 5.
6.1. Le vecteur virus de la stomatite vésiculeuse

Le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) fut utilisé pour la premiere fois comme
vecteur viral vaccinal par 'équipe de Roberts dans le but de développer un vaccin anti-

grippal (Roberts et al., 1999).

Il s’agit du virus prototype de la famille des Rhabdoviridae. Le VSV possede de
nombreuses caractéristiques favorables en tant que vecteur d’expression et vecteur
vaccinal, telles qu'une facilité a se répliquer dans la plupart des cellules de mammiferes,
la possibilité d’induire une forte réponse humorale in vivo, la capacité d’induire a la fois
une immunité systémique et une immunité mucosale.

Un VSV recombinant capable de se répliquer en cellules humaines a été
développé pour la vaccination anti-Ebola. Pour exprimer la GP d’Ebola, le géne de la
protéine G de surface a été remplacé par le gene de la GP de ZEBOV : VSV-GP (figure 28).
Une étude de Jones a montré que 100% des PNH vaccinés avec une dose de 107

particules virales de ce candidat vaccin étaient protégés contre un challenge 1étal (Jones
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et al., 2005), en induisant une augmentation modérée des IgG EGP-spécifiques et une

forte réponse cellulaire sécrétrice d’'IFNy et de TNFa.

Différentes voies d’inoculation peuvent étre utilisées pour la vaccination,
conférant une protection complete de I'animal (Qiu et al, 2009). De plus, le VSV-GP
protege le PNH a 100% contre un challenge aérosol avec du ZEBOV, qui serait
potentiellement la voie d’infection privilégiée pour une attaque bioterroriste (Geisbert

etal, 2008).

Le VSV-GP a aussi été testé pour une utilisation en post-exposition, lors d’une
étude de Feldmann (Feldmann et al., 2007). La vaccination est efficace a 100% jusqu’a
24 heures post-infection chez la souris, permet la protection de 50% des PNH et 83%
des cobayes, vaccinés 20 a 30 minutes aprés inoculation du ZEBOV ; ce qui correspond
au temps de réaction lors d’'un accident de laboratoire (Geisbert et al, 2008). Ce
candidat vaccin a d’ailleurs été récemment utilisé en Allemagne sur un chercheur suite a
une exposition accidentelle au ZEBOV (Gunther et al., 2011). Le vaccin en cours d’étude
a été administré 48h apres que la jeune femme se soit piquée avec l'aiguille d’une
seringue contenant du ZEBOV. Une légeére virémie de VSV recombinant, de la fievre et
une myalgie ont pu étre observées dans les 48 heures suivant la vaccination. Aucun
acide nucléique de ZEBOV n’a été détecté par PCR en temps réel, cette absence de
virémie rendant impossible la confirmation de l'infection de la jeune femme avec le
ZEBOV.

La population africaine est touchée de fagon récurrente par des épidémies dues a
différentes souches de filovirus. Pour protéger la population, un vaccin multivalent en
une seule injection serait intéressant. Une étude menée par Geisbert en 2009 a montré
que des PNH vaccinés avec une dose équivalente de VSV recombinant exprimant la GP
de ZEBOV, de SEBOV ou de CIEBOV étaient protégés contre un challenge avec ces trois
virus 28 jours apres vaccination (Geisbert et al.,, 2009). Une autre étude menée chez la
souris a mis en évidence une protection croisée entre deux espéces de virus Ebola,
ZEBOV et BEBOV (Hensley et al, 2010). Ces résultats sont plutét encourageants dans
I'optique de construire un vaccin multivalent.

Le principal obstacle a 'utilisation d’un tel vecteur est sa capacité a se répliquer et

donc a se transmettre a d’autres individus sensibles au VSV ou aux animaux
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domestiques. L'infection humaine par le VSV est rare et n’est pas spécifiquement
associée a une maladie grave bien que des cas d’encéphalites associées au VSV ont été
rapportés (Gaidamovich et al, 1966; Quiroz et al., 1988; Reif et al., 1987). Dans le but
d’évaluer la pathogénicité du virus atténué réplicatif, le candidat vaccin VSV-GP a été
testé sur des PNH immunodéprimés (infectés par le virus de I'immunodéficience simien)
et n'a entrainé aucun effet secondaire. VSV-GP a induit une réponse immunitaire
protectrice efficace contre un challenge 1étal avec du ZEBOV (Geisbert et al., 2008).
Curieusement, la protection observée chez le primate non humain semble dépendre de
la réponse CD4* plutot que du titre en anticorps anti-GP ZEBOV (Geisbert et al., 2008).
Ce vecteur a été inoculé en intracérébral chez des PNH et n’a induit aucune
neurovirulence (pas de lésion sur les coupes histologiques de tissus nerveux)

contrairement a I'infection avec le VSV parental non modifié (Mire et al., 2012).

6.2. Le vecteur adénovirus humain de sérotype 5

Il s’agit d’'un vecteur viral qui a été tres utilisé en thérapie génique expérimentale
(Hitt & Gauldie, 2000). Les adénovirus possedent un tropisme cellulaire large et sont
capables d’induire a la fois une réponse immunitaire innée et une réponse immunitaire
adaptative chez les mammiféres. Les adénovirus sont responsables d’infections
respiratoires bénignes, de gastroentérites et de conjonctivites. A I'heure actuelle, un seul
cas de déces a été recensé en 1999, suite a I'inoculation de vecteurs adénovirus. Malgré
cet accident, l'intérét pour ces vecteurs est resté important et les efforts se sont

concentrés sur le développement d’un vecteur de faible toxicité.

L’adénovirus humain de sérotype 5 atténué non réplicatif est le plus commun. Il peut

étre délété de différents genes :

. E1 (dans tous les vecteurs): région essentielle a la régulation de la
transcription et a la réplication du virus.

. E3 (dans certains vecteurs): gene non-essentiel a la réplication de
I’adénovirus. Son locus est utilisé pour l'insertion de géne exogene.

. E4 (en trans pour la production de virus recombinants): région qui peut
parfois étre délétée pour augmenter la capacité du virus a intégrer un gene exogene et

réduire la réponse immunitaire de I'hote (in vivo).
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Dans le cadre de la vaccination anti-Ebola, un AdHu5 recombinant a été développé,
dans lequel EGP a été clonée (Figure 28).

Il est possible de protéger le PNH avec ce candidat vaccin mais plus de six mois sont
nécessaires pour obtenir une immunisation complete et le taux d’anticorps est faible.
Pour accélérer 'obtention de la protection complete chez le PNH et la réduire a quatre
semaines post-vaccination, I'idée était de combiner une vaccination avec un ADN et une
vaccination avec un AdHu5 (a 60 jours d’intervalle) (Sullivan et al, 2006). Une dose
importante de 1x1010 particules virales est alors nécessaire pour obtenir une réponse
complete. Des études chez la souris ont été menées pour tenter d’améliorer le systeme
d’expression de la protéine afin de pouvoir diminuer la dose a inoculer (Richardson et

al,, 2009).

L’AdHu5 a aussi été utilisé dans le but de faire un candidat vaccin multivalent
contre différentes especes de virus Ebola, ZEBOV et SEBOV, dans lequel les GP des virus
ont été clonées. Les PNH ont pu étre protégés apres deux injections du candidat vaccin a
60 ou 120 jours d’intervalle. Les animaux étaient protégés a 100% contre les deux
especes de virus (Pratt et al.,, 2010). Dans une autre étude, une protection croisée contre
une troisieme espéce de virus Ebola, BEBOV, a pu étre observée chez des PNH vaccinés
avec un ADN exprimant la GP de ZEBOV et la GP de SEBOV (4 injectionsa 0; 4; 8 et 14
semaines) en intramusculaire suivi d’'une injection, un an plus tard, de 1011 particules
virales d’AdHu5 exprimant la GP de ZEBOV (Hensley et al., 2010).

Un candidat vaccin AdHu5 codant pour des GP de ZEBOV et SEBOV mutées
ponctuellement au niveau du résidu 71 (E71D = mutation réduisant la cytotoxicité
induite par la GP) est actuellement en cours d’essai clinique de phase I, chez des patients
sains. Cet AdHu5 n’induit pas d’effet secondaire chez 'homme et géneére des réponses
humorales et cellulaires spécifiques chez 25 a 45% des sujets vaccinés (Ledgerwood et
al., 2010).

Le principal obstacle a l'utilisation de 'AdHu5 comme vecteur vaccinal est
I'immunité préexistante chez certains individus (60% de la population générale et
surtout jusqu’a 85% en Afrique) se traduisant lors de l'essai clinique par un faible taux
d’anticorps et par conséquent limitant considérablement son immunogénicité. Ce
probléme pourrait étre contourné en injectant des doses plus fortes d’AdHu5-GP mais il

existe un risque de toxicité pour ’homme.

135






Partie Bibliographique

Les tentatives actuelles pour contourner cet obstacle majeur sont:

. d’utiliser un autre sérotype beaucoup moins fréquent dans la population de
maniere a ce qu’il n’y ait pas d'immunité préexistante chez 'homme : adénovirus de
sérotype 26 ou 35 (Geisbert et al, 2011).

. de modifier la voie d’administration et le nombre d’inoculations (Croyle et al.,
2008).

. de développer un adénovirus qui ne soit pas d’origine humaine (adénovirus

de chimpanzé) (Kobinger et al., 2006).
6.3. Le vecteur virus parainfluenza humain de type 3

Le virus parainfluenza humain de type 3 (HPIV3) est un membre de la famille des
Paramyxoviridae. 11 s’agit d’'un pathogene commun du systeme respiratoire infantile. Il se
réplique dans le tractus respiratoire ou il induit une stimulation directe de I'immunité
mucosale en plus d’'induire une réponse immunitaire systémique forte. Il s’agit d’'un bon
candidat vaccin pour une infection virale via le tissu mucosal.

Une forme atténuée du HPIV3 est en cours de développement et pourrait étre
utilisée en tant que vaccin contre le HPIV3 (essai clinique de phase 1/2) et contre
d’autres maladies respiratoires infantiles tels que le virus parainfluenza humain de type
2 (HPIV2), le virus respiratoire syncitial (RSV), la rougeole (Bailly et al., 2000; Schmidt et
al., 2001; Skiadopoulos et al, 2001; Tao et al, 2001). Il s’agit d’'un candidat non
pathogéne en raison de son tropisme pour les cellules épithéliales superficielles du
tractus respiratoire : il ne se propage pas de fagon significative au-dela de ce site.

Les travaux de Bukreyev ont récemment permis de développer un vecteur HPIV3
exprimant la GP de ZEBOV (HPIV3-GP) et un vecteur exprimant la GP et la
nucléoprotéine (NP) de ZEBOV (HPIV-GP+NP) (figure 28). Dans ces conditions, la
présence de la GP modifie l1égerement la cytopathologie induite par le virus (50-70% des
cellules infectées sont arrondies alors que le virus témoin forme un syncytium en plus
de quelques cellules arrondies) ainsi que l'efficacité de la réplication (augmentation du
nombre de plages de lyse) (Bukreyev et al, 2006). Au cours de cette étude, il a pu
montrer qu’'une dose de HPIV3-GP ou de HPIV3-GP+NP est suffisante pour protéger
100% des cobayes vaccinés avec 'une de ces deux constructions, contre une épreuve
létale avec le ZEBOV adapté au cobaye. Dans une autre étude, il a aussi montré que

HPIV3-GP induisait une protection de 100% des singes aprés deux vaccinations, en
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intranasal et en intratrachéal, de 2x107 particules virales a 28 jours d’intervalle
(Bukreyev et al,, 2007).

Le probléme de cette stratégie était I'immunité résiduelle chez 'homme : tous les
adultes possedent une immunité contre le HPIV3 par lequel ils ont été infectés au moins
une fois pendant leur enfance, ce qui pourrait atténuer considérablement la réponse
immunitaire anti-ZEBOV et donc son efficacité. Burkreyev et son équipe ont alors
développé un nouveau clone de HPIV3, délété des genes HN (hémagglutinine-
neuraminidase, qui se lie au récepteur cellulaire au cours de 'attachement du virus a la
cellule) et F (responsable de la fusion de la membrane virale avec la membrane
cellulaire), qui codent pour des protéines de surface: HPIV3/AHN-F/GP. La
glycoprotéine d’Ebola est alors la seule protéine de surface du virus recombinant. Ce
nouveau candidat vaccin a été testé chez le cobaye et induit une protection de 100% des
animaux contre une épreuve létale avec une seule vaccination par 4x10° particules
virales (Bukreyev et al., 2009).

De plus, Bukreyev et son équipe, ont récemment démontré que la vaccination de
PNH avec deux doses du candidat HPIV3/AHN-F/GP alors qu’ils avaient été infectés au
préalable avec HPIV3, induit des réponses immunitaires humorales similaires a celles
observées chez les singes naifs pour HPIV3. Ce qui montre que ce candidat vaccin est
immunogene, en dépit d’'une immunité préexistante contre le vecteur viral. Cependant
aucune donnée n’est précisée sur l'efficacité de la protection des PNH contre un
challenge (Bukreyev et al., 2010).

Enfin, la nature réplicative de ce candidat pourrait tout de méme poser des

problémes de pathogénicité chez '’homme.
6.4. Les pseudo-particules virales

Les pseudo-particules virales (VLP) sont des particules virales sans génome (des
pseudo-virions) obtenus par l'assemblage spontané de protéines de la capside d'un
virus. Il s’agit de sous-unités spécifiques du virus qui imitent structurellement le virion
mais qui ne contiennent pas de matériel génétique et par conséquent, devraient étre
plus stres que la plupart des vecteurs viraux. Les VLP sont obtenues par expression des
génes correspondants en levures recombinantes ou par I'intermédiaire d’'un baculovirus
recombinant. Il n'y a pas de risque de réversion du virion contrairement aux vaccins

atténués.
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Les VLP peuvent présenter les antigénes viraux a la surface de la particule non
infectieuse sous une conformation présumée native. Cette stratégie est actuellement
utilisée pour plus de trente virus différents, dont le virus Ebola.

Différentes stratégies ont été élaborées pour améliorer la production de VLP :
expression en cellules eucaryotes, cellules d’insectes, dérivé de plantes, assemblage
chimique. La production en cellules d’'insectes est I'une des méthodes mises au point par
GSK (GlaxoSmithKline) pour un vaccin VLP-HPV (papilloma virus) bivalent possédant
une autorisation de mise sur le marché en Europe depuis 2007 et depuis 2009 aux Etats-
Unis (Cervarix®).

L’auto-assemblage chimique est utilisé par Merck pour leur vaccin VLP-HPV
tétravalent qui s’est avéré étre tres protecteur et immunogene lors d’essais cliniques
chez 'homme. Il posséde une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et en
Europe depuis 2006 (Gardasil ®).

Ces vaccins VLP-HPV ciblent jusqu’a 4 génotypes différents parmi les centaines de
génotypes HPV existant, ce qui signifie que les VLP pourraient aussi étre utilisées

comme vaccin multivalent contre différentes especes de filovirus.

La formation de VLP pour vacciner contre EBOV requiert au minimum
I'expression de la protéine de matrice VP40. Il est possible d’introduire d’autres
protéines dans cette pseudo-particule telles que GP ou NP, ce qui semble améliorer le
relargage des VLP lors de I'étape de bourgeonnement des pseudo-virions au niveau de la
surface cellulaire (Figure 28). Une protection complete a pu étre observée lors d'une
étude chez la souris, apres 2 injections de VLP (VP40+GP) ou une injection de VLP
complémenté par l'adjuvant QS-21 (dérivé de la saponine), contre un challenge 1étal
avec le maZEBOV (Warfield et al., 2005). Dans cette étude, le candidat vaccin génére une
réponse T-CD4* et T-CD8* spécifique de GP et VP40 ainsi qu’'une réponse humorale
spécifique chez la souris (Warfield et al., 2005).

Dans une autre étude, des cynomolgus ont été vaccinés par 3 injections de VLP en
intramusculaire a 42 jours d’intervalle (VP40+ EGP+NP+ un adjuvant: RIBI) et ont pu
étre completement protégés contre un challenge 1étal quatre semaines apres la derniere
injection. De plus, la vaccination n’a engendré aucun signe clinique chez les animaux
(Warfield et al., 2005) alors que les animaux témoins ont développé de la fievre des le

4eme et 5éme jour et sont décédés des le 6¢me jour post-infection. Des anticorps ont été
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détectés des la premiere vaccination et le titre a atteint un plateau apres la deuxieme
inoculation. Cependant un titre modeste d’anticorps neutralisant a été observé: 20 a
160 (inverse de la dilution). Des réponses CD8* cytotoxiques dirigées contre la GP et la
nucléoprotéine (NP) d’Ebola ont pu aussi étre détectées apres restimulation des
lymphocytes avec des peptides synthétiques (Warfield et al., 2007).

Afin d’industrialiser la production de VLP tout en respectant les bonnes pratiques
de fabrication, les candidats vaccins sont désormais produits en cellules d’insectes (alors
qu’elles I'étaient sur cellules rénales d’embryon humain (HEK 293T) jusqu’a présent).
Ces nouvelles VLP ont été testées sur un modeéle murin et protegent I'animal contre un

challenge 1étal (Sun et al.,, 2009).
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En conclusion, la mise au point de nouveaux vaccins contre le virus Ebola a fait
des progres considérables. Plusieurs candidats vaccins anti-Ebola sont en cours d’étude
chez 'animal et donnent de bons résultats. Tous semblent effectivement prometteurs.
Certains sont méme en cours d’essai clinique de phase I chez 'homme comme le
candidat vaccin AdHu5 qui est bien toléré par les personnes a qui il a été administré.
Cependant, il induirait des réponses cellulaires relativement faibles, ce qui pourrait ne
pas permettre une protection efficace chez 'homme contre une infection létale a virus
Ebola (Sullivan et al., 2009; Warfield & Olinger, 2011).

Les candidats vaccins développés a partir de vecteurs viraux réplicatifs sont en
cours d’évaluation en ce qui concerne leur efficacité chez le PNH. Leur innocuité et leur
immunogénicité ne sont pas completement évalués chez le PNH, ils ne peuvent étre
testés chez '’homme pour le moment.

Un vaccin développé a partir de pseudo-particules virales (VLP) semblerait siir
puisque les VLP ne sont pas infectieuses mais la mise en place de la réponse immunitaire
induite par les VLP nécessite un délai trop long pour que ce candidat vaccin soit efficace
dans le scénario d’'une attaque bioterroriste. De plus, pour que ce candidat vaccin soit
aussi immunogene que les autres candidats en cours de développement, de grandes
quantités de VLP doivent étre administrées (1010 particules), nécessitant une
production importante et coliteuse. Enfin, nous ne possédons pas assez de recul sur ces
VLP pour étre siir que leur inoculation ne soit pas sans danger et qu’il n’y ait pas un
risque que de I'information génétique virale hétérologue soit encapsidée dans la VLP.

Concernant les candidats HPIV3 et AdHu5, 'homme possede naturellement une
immunité contre ces vecteurs viraux, ce qui pourrait réduire leur efficacité. Pour le virus
HPIV3, des mutations génétiques permettraient de contourner ce probléme chez le PNH
pré-immunisé artificiellement. Des doses plus importantes de virus peuvent également
contourner le probléme de la séroprévalence contre le vecteur viral, comme c’est le cas
pour le vecteur viral AdHu5, mais cela implique d’inoculer des tres fortes doses de virus
aux sujets vaccinés, avec des risques réactogenes plus élevés.

Finalement, le candidat VSV-GP semble le plus intéressant: il induit une
protection partielle du PNH en une seule inoculation méme lorsqu'’il est injecté en post-
exposition et il est bien toléré par les singes immunocompétents et immunodéprimés.
Cependant, il a été montré que la GP d’Ebola modifie 1égérement le tropisme cellulaire

du vecteur viral (Bukreyev et al., 2006) : il existe donc un risque que le VSV (virus connu
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pour étre zoonotique) développe un tropisme pour les cellules neuronales humaines ou
qu’il puisse étre disséminé a des sujets proches ou aux animaux (en milieu rural), du fait
qu’il s’agisse d’un virus réplicatif.

Les épidémies sporadiques en Afrique sont dues a une proximité des habitants
avec des animaux sauvages infectés. La vaccination de ces animaux pourrait étre une
solution pour limiter ces épidémies mais le candidat VSV (le seul nécessitant une seule
dose pour étre efficace) n’est pas la plateforme adéquate pour cette vaccination du fait
qu’il est un pathogéne animal. Actuellement un vaccin bivalent est en cours de
développement contre la rage et le virus Ebola (Blaney et al, 2011; Papaneri et al,
2012). Les études sur ce candidat menées chez la souris montrent qu’il n’induit pas de
neurovirulence et permet de protéger I'animal contre une infection létale avec le virus
Ebola, apres seulement une seule inoculation. Son mode d’administration ne pose pas de
probléme, il a largement été utilisé pour vacciner les animaux sauvages contre la rage en
Europe et aux Etats-Unis. Cette plateforme semble donc intéressante pour vacciner les

animaux sauvages mais ce candidat vaccin n’a pas encore été testé chez le PNH.
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Chapitre III :

PARTIE EXPERIMENTALE
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Contexte des travaux de these

La variole a été un véritable fléau pour I'humanité, tuant plusieurs centaines de
millions de personnes sur tous les continents au cours des siécles. Il n’existe pas de
traitement efficace et la vaccination antivariolique a été arrétée quelques années apres
I'annonce de l'éradication de la maladie par I'OMS, en 1980. Aujourd’hui une grande
partie de la population n’est pas immunisée contre la variole et nombreux sont ceux qui
présenteraient des contre-indications a la vaccination.

L’utilisation de la variole en tant qu’arme biologique est a craindre. Cette
inquiétude s’est intensifiée apres la découverte d'un programme soviétique de
militarisation de cet agent biologique, durant la guerre froide, le rendant disponible a
des groupes terroristes.

Une utilisation de la variole aurait de graves conséquences et les épidémies
deviendraient vite incontrolables, se répandant sur tous les continents par le biais des
transports aériens. Le développement de nouveaux vaccins est donc une des priorités de

I’OMS concernant la recherche sur la variole.

Un autre virus est aussi a redouter dans un contexte de bioterrorisme : le virus
Ebola. Il est 'agent étiologique d'une fievre hémorragique sévere accompagnée d'une
défaillance progressive de tous les organes entrainant la mort en moins de deux
semaines de I'h6te infecté, dans les cas les plus graves. La maladie sévit essentiellement
en Afrique équatoriale et est fatale jusque dans 90% des cas pour certaines épidémies.
Le réservoir naturel du virus n’est pas clairement connu, cependant les chauves-souris
pourraient étre impliquées dans ce role.

Il n’existe aujourd’hui aucune prophylaxie et aucun traitement contre ce virus. En
outre, la possibilité qu’il puisse étre utilisé comme arme biologique rend le
développement de contre-mesures médicales nécessaire.

Une des stratégies mise en place pour développer un vaccin contre ce virus a été
l'utilisation d’un vecteur viral exprimant la GP du virus Ebola. Ainsi, plusieurs virus
recombinants contenant la GP sont en cours d’étude, mais aucun n’est autorisé par les

autorités de santé.
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Dans ce contexte, I'objectif des travaux réalisés dans le cadre de cette these a été
de développer de nouveaux candidats vaccins antivarioliques et anti-Ebola.

La premiere partie de ce travail a consisté a caractériser plusieurs candidats
vaccins antivarioliques développés a I'IRBA et pour lesquels un brevet a été déposé.
Apres cette caractérisation, un candidat a été choisi sur la base de son atténuation et de
son efficacité de protection contre une infection a poxvirus. Ce virus de la vaccine est
vivant et atténué. Il dérive de la souche Lister qui a fait ses preuves lors de I’éradication
de la variole. Dans ce travail, nous avons caractérisé 'innocuité, I'immunogénicité et
I'efficacité de plusieurs candidats vaccins produits par délétion d’'une ou plusieurs

régions génomiques non essentielles pour le virus, chez différents modeles murins.

La deuxieme partie de ce travail porte sur le développement d’'un candidat vaccin
anti-virus Ebola afin de répondre a la demande de I'OMS sur la recherche de contre-
mesures médicales contre les fievres hémorragiques. Pour cela, nous avons utilisé le
candidat vaccin décrit dans la premiere partie de ces résultats comme vecteur viral, les
orthopoxvirus étant connus pour leur particularité a pouvoir intégrer des genes
hétérologues dans leur génome et a les exprimer comme s’il s’agissait de I'une de leurs
protéines. Nous avons cloné le géne de la glycoprotéine de surface du virus Ebola dans le
génome du virus de la vaccine atténué. Nous avons ensuite caractérisé le candidat vaccin
bivalent en culture cellulaire pour I'expression de la GP d’Ebola puis chez un modeéle
murin immunodéprimé nous avons évalué l'innocuité du virus recombinant et enfin
chez un modele immunocompétent nous avons évalué I'immunogénicité du candidat

vaccin, vis-a-vis du virus Ebola et du virus de la vaccine.
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1. Développement et caractérisation d’'un nouveau candidat vaccin antivariolique

atténué

1.1. Introduction

Le virus de la vaccine souche Lister a été utilisé comme vaccin antivariolique
pendant la campagne de vaccination antivariolique qui a conduit a I'éradication de la
variole, déclarée officiellement en 1980 par I'OMS. La vaccination fut donc arrétée. Mais
par crainte du bioterrorisme, la recherche de nouveaux vaccins antivarioliques s’est

intensifiée pour répondre aux exigences de I'OMS.

De nouveaux vaccins antivarioliques ont été développés ces dernieres années ;
les deux plus avancés utilisent la souche atténuée MVA. Cette souche virale, non
réplicative chez 'homme, a 'avantage sur les vaccins traditionnels de 1¢re génération,
d’avoir une bonne innocuité. En effet, aprés vaccination, il n’est pas observé de
complications qui étaient rapportées avec le vaccin de 1¢re génération et notamment les
plus séveres: eczema vaccinatum, vaccinia necrosum et encéphalites post-vaccinales.
Cependant, ce type de vaccin (« ACAM 3000 », « IMVAMUNE ») a l'inconvénient d’étre
faiblement immunogene; en effet une dose 1000 fois supérieure a celle du vaccin
historique et au moins un rappel 28 jours apres la premiére injection, conduisent le plus
souvent a des réponses immunitaires humorales et cellulaires plus faibles que celles
obtenues avec le vaccin de 1¢r génération (von Krempelhuber et al., 2010; Wilck et al.,
2010).

D’autre part, la souche MVA n’ayant jamais été utilisée au cours de I'éradication
de la variole, il n’est pas slir qu’a des doses élevées elle soit efficace contre la variole
chez 'homme.

Dans ce contexte, il semblait que le vaccin antivariolique idéal pourrait étre
constitué d’'une souche virale ayant montré son efficacité au cours de I'éradication, mais
ayant une innocuité proche de celle de la souche MVA. C’est ce type de candidat vaccin

que nous avons essayé de développer dans la premiere partie de ce travail.

L’unité de virologie de I'Institut de Recherche Biomédicale des Armées avait
étudié le vaccin antivariolique souche Lister et isolé un clone de la population

polyclonale, pour ses caractéristiques génétiques et phénotypiques (Garcel et al., 2007;
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Figure 29 : Représentation schématique des délétions ciblées du virus clonal VV-
Lis 107
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Garcel et al., 2008). Le clone, nommé VAC-Lis 107, est celui dont le comportement est le
plus proche de celui de la population vaccinale de la souche Lister non clonée.

Afin d’augmenter 'atténuation de ce clone, la stratégie choisie a été de reproduire
dans le génome de VACV-Lis 107, les délétions de régions génomiques du génome de la

souche virale MVA (Meyer et al., 1991), susceptibles d’étre a I'origine de son atténuation.

Six délétions sont bien décrites chez MVA. L’objectif de ce travail a été d’étudier
I'impact d’'une ou de plusieurs délétions (jusqu’a cinq) dans le génome du clone 107
(figure 29) et d’observer les effets sur la réplication, I'innocuité et 'efficacité vaccinale

de ces virus mutants.

Les résultats sont présentés dans I'article ci-apres.
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1.2. Résultats expérimentaux

Les résultats obtenus avec les différents virus mutants ont été publiés dans

I'article suivant:

Julie Dimier, Audrey Ferrier-Rembert, Karine Pradeau-Aubreton, Matthias Hebben,
Daniele Spehner, Anne-Laure Favier, Danielle Gratier, Daniel Garin, Jean-Marc Crance, et

Robert Drillien

Journal of Virology, mai 2011 - vol 85(10) ; p 5016-5026
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The vaccinia virus (VACV) Lister strain was one of the vaccine strains that enabled smallpox eradication.
Although the strain is most often harmless, there have been numerous incidents of mild to life-threatening
accidents with this strain and others. In an attempt to further attenuate the Lister strain, we investigated the
role of 5 genomic regions known to be deleted in the modified VACV Ankara (MVA) genome in virulence in
immunodeficient mice, immunogenicity in immunocompetent mice, and vaccine efficacy in a cowpox virus
challenge model. Lister mutants were constructed so as to delete each of the 5 regions or various combinations
of these regions. All of the mutants replicated efficiently in tissue culture except region I mutants, which
multiplied more poorly in human cells than the parental strain. Mutants with single deletions were not
attenuated or only moderately so in athymic nude mice. Mutants with multiple deletions were more highly
attenuated than those with single deletions. Deleting regions II, III, and V together resulted in total attenuation
for nude mice and partial attenuation for SCID mice. In immunocompetent mice, the Lister deletion mutants
induced VACYV specific humoral responses equivalent to those of the parental strain but in some cases lower
cell-mediated immune responses. All of the highly attenuated mutants protected mice from a severe cowpox
virus challenge at low vaccine doses. The data suggest that several of the Lister mutants combining multiple
deletions could be used in smallpox vaccination or as live virus vectors at doses equivalent to those used for

the traditional vaccine while displaying increased safety.

Vaccinia virus (VACV) has displayed extraordinary efficacy
as a live attenuated vaccine since it has enabled the eradication
of smallpox, one of the most deadly infectious diseases for
mankind. Although smallpox vaccination is no longer routinely
employed, some countries continue to vaccinate selected pop-
ulations because of the fear of biological warfare or bioterror-
ism. During the course of their use, the smallpox vaccines were
responsible for numerous vaccine-associated accidents like ec-
zema vaccinatum and progressive vaccinia in individuals with
immune deficiencies or skin disorders. Encephalitis was also
long recognized as a very serious vaccine-related risk with an
unknown predisposition (35), and vaccine-induced myoperi-
carditis has been documented as an adverse event (27, 32). It
is therefore not surprising that a good deal of research has
been devoted to designing strategies that reduce the risks as-
sociated with smallpox vaccination (52). Further attenuation of
the smallpox vaccine has also been sought because VACV is an
attractive live virus vector for vaccination against infectious
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diseases and displays promising activity as a vector for prophy-
laxis and therapy of cancer (25).

Modified vaccinia virus Ankara (MVA) was one of the first
VACV strains shown to be highly attenuated in small-animal
models and safe in human trials (42, 66). MVA was isolated
during the 1960s from the chorioallantois vaccinia virus An-
kara strain (CVA) by extensive serial passage in chicken em-
bryo fibroblasts, a process which entailed 6 major deletions as
well as numerous smaller deletions and point mutations within
122 of the 195 open reading frames (ORFs) (4, 45, 50). One of
the outstanding properties of MVA is its failure to multiply in
most mammalian cells, particularly human cells. Studies in
HeLa cells have shown that MVA infection is followed by a
nearly complete virus life cycle up to the accumulation of
immature (68) or aberrant (63) viral particles and the release
of a few aberrant enveloped viral particles (44). This abortive
virus life cycle is clearly sufficient to immunize mice against a
variety of orthopoxvirus challenge infections, to vaccinate non-
human primates against severe monkeypox virus infection (14,
15, 67), and to induce a VACV-like immune response in hu-
man volunteers (71). In most studies which have evaluated
MVA as a vaccine against challenge orthopoxvirus infections,
it has displayed efficacy only at much higher doses than the
traditional smallpox vaccine (7, 14, 20, 75) (with one surprising
exception [56]), in keeping with the fact that MVA is unable to
propagate at the site of inoculation and large virus doses are
well tolerated. Such high doses have even been shown to have
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the added advantage of inducing a more rapid immune re-
sponse than traditional smallpox vaccines (15, 55, 62, 65).

In view of the very promising behavior of MVA as a highly
attenuated smallpox vaccine as well as a vaccine vector, it is
important to gain a full understanding of the molecular basis of
its attenuation and vaccine efficacy. Clearly the failure of MVA
to multiply in most mammalian cells is one essential feature
that explains in vivo attenuation although the full spectrum of
viral genes that accounts for this phenotype has only been
partially characterized (74). The MVA genome also lacks a
number of genes encoding immunomodulatory functions
found in other VACV genomes, indicating that it does not
interfere with the antiviral immune response as efficiently as
other VACYV strains (4, 8). In fact, numerous studies have
shown that MVA activates the innate immune response more
effectively than standard VACV (8§, 11, 13, 21, 72).

Two strategies were considered to further investigate how
the major deletions in the MVA strain affect its attenuation
and vaccine efficacy. The first one would involve introducing
regions deleted from the MVA strain back into this virus,
whereas the second would involve deleting the same regions
from another virus, the parental strain of MVA (CVA) or a
related strain. We chose the latter strategy because it might
allow the isolation of more-attenuated VACV strains from an
established smallpox vaccine whose efficacy had been histori-
cally demonstrated. Instead of using the CVA strain as the
starting point, as recently reported by Meisinger-Henshel et al.
(46), we chose to start from the VACV Lister (VACV-Lis)
strain because this WHO reference strain was one of the most
widely used strains during the smallpox eradication campaign
(17). Recent data have established that the Lister strain in-
duces human antibody responses comparable to that of the
Dryvax strain, another commonly used smallpox vaccine (51).
Genomic deletions of this strain could increase its safety and
make it more suitable for further use. It was also postulated
that using an established smallpox vaccine with a smaller num-
ber of deletions than the number that occurs in the MVA
strain may lead to a safe vaccine that is effective at lower doses
than those used with the MVA strain.

MATERIALS AND METHODS

Virus and cell culture. A clonal isolate of the Lister strain of the smallpox
vaccine, designated VACV-107 (22, 23), was used as the parental strain for
isolation of deletion mutants. Virus was propagated on the chicken embryonic
stem cell line EB 14 (provided by Vivalis, France) cultured in Dulbecco’s mod-
ified Eagle medium (DMEM)-F12 medium supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS), nonessential amino acids, 1 mM sodium pyruvate, and 40 pg/ml
gentamicin. Virus stocks were produced on EB 14 cells; however, because mono-
layers of these cells tend to detach, virus titrations were preferentially carried out
on baby hamster kidney cells (BHK21) cultured in DMEM and supplemented
with 1.5 mg/ml Bacto tryptose phosphate, 10% FCS, and 40 pg/ml gentamicin.
Vero cells used in virus neutralization assays were cultured in M199 medium
supplemented with 5% FCS, 100 IU penicillin/ml, and 100 IU/ml streptomycin.
HeLa and MRCS5 cells used to follow virus multiplication were cultured in
DMEM with 10% FCS or in RPMI 1640-Glutamax medium supplemented with
10% fetal calf serum and 40 pg/ml gentamicin.

Molecular cloning and PCR. PCR amplification of viral DNA and molecular
cloning in plasmids were carried out according to previously described methods
(61). DNA fragments encompassing approximately 500 bp on either side of the
regions targeted for deletion were amplified from the VACV-107 genome using
the oligonucleotides listed in Table 1. Fragments on the left sides of the regions
to be deleted were amplified so as to have a left Xhol site and a right BamHI site,
while fragments on the right sides of the regions to be deleted were designed to
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have a left BamHI site and a right Sacl site. PCR-amplified fragments were
inserted into minimal bacterial vector pEMS, derived from pPoly3 (36) and
containing unique adjacent sites for Xhol, BamHI, Sacl, EcoRI, and PstI in that
order. After PCR amplification the left side of each region targeted for deletion
was inserted into pEMS8 using Xhol and BamHI whereas the right side was
inserted using BamHI and Sacl. A cassette flanked by unique Sacl and PstI sites
and encoding both green fluorescent protein (GFP) under the control of a
VACYV synthetic early promoter (29) and the enzyme guanine phosphoribosyl-
transferase (GPT) under the control of the VACV 7.5-kDa promoter (12) was
then inserted adjacent to the rightmost fragment into the EcoRI and PstI sites of
pEMBS using a single-stranded oligonucleotide linker to ligate the Sacl site to the
EcoRI site.

Isolation of deletion mutants. Virus deletion mutants were isolated by tran-
sient dominant selection, a procedure that results in a region being deleted or
modified in another manner without any foreign selection marker being retained
(16). EB 14 cells were plated at approximately 300,000 cells per 35-mm? petri
dish, incubated overnight at 37°C in a cell culture incubator containing 5% CO,,
and then infected with approximately 0.1 PFU/cell for 1 h. After this period of
time the suspension containing unadsorbed virus was removed, the cells were
washed twice with serum-free medium, and 1 pg of the appropriate plasmid was
transfected using Lipofectamine (Invitrogen, Carlsbad, CA). One day later cells
were observed under the microscope by UV illumination to visualize expression
of GFP, a marker of successful transfection, and then frozen at —20°C. After-
wards, infected cells were subjected to several additional rounds of freezing and
thawing, and virus-containing cell lysates were used to infect fresh EB 14 cells in
the presence of selective pressure for the expression of the GPT gene. Viral
plaques formed in the presence of the selective medium were visualized by
microscopy under UV light, and fluorescent plaques were picked and amplified
on EB 14 cells in liquid medium in the presence of selective pressure. This
procedure of cloning the virus under selective pressure and amplification was
repeated several times. Two or three independent virus clones able to form
fluorescent plaques were then used to infect fresh cells after limiting dilution and
in the absence of selective pressure but under an agarose overlay. Nonfluorescent
plaques were picked after 2 days of infection, and the virus was amplified in the
absence of selective pressure. A sample of the amplified virus stock was used to
extract total DNA, and the DNA was subjected to PCR using one of the appro-
priate pairs of primers indicated in Table 1, column 5. The primers were designed
to detect the presence of the deleted viral DNA, undeleted viral DNA, or a
mixture of the two. Primers A and B together were designed to flank the areas
deleted. Primer A’ was chosen so that it lies within the deleted sequence and
together with B enables amplification of a fragment in the parental virus. Virus
stocks containing mixtures of deletion and parental virus generated the two PCR
products 1 and 2 listed in column 6 of Table 1, whereas stocks containing only
virus with the targeted region deleted generated only PCR product 2 (approxi-
mately 500-bp fragments in all cases except for one deletion IV stock which
generated a 1,000-bp fragment).

Virus clones containing only DNA with deletions were subjected to two ad-
ditional cloning steps in the absence of selective pressure. The deletions were
again confirmed in another round of PCR analysis of DNA from the more
thoroughly cloned virus mutants. To detect large DNA fragments (2.5 to 9 kbp)
in the VACV-107 strain or the corresponding shortened fragments in the dele-
tion mutants, PCR amplification was carried out using the Expand Long Tem-
plate system (Roche Applied Science) by a common protocol for all viruses of 30
cycles with 8-min elongation periods. Finally, virus stocks were made by ampli-
fication on EB 14 cells. Viruses with simultaneous deletions in multiple regions
were constructed by repeating the operations outlined on virus that already had
deletions. A portion of the thymidine kinase (TK) gene was also deleted in a
similar manner to isolate a VACV mutant with this gene deleted.

Evaluation of neutralizing antibodies and T lymphocyte responses. Vacci-
nated mice were anesthetized with pentobarbital and bled by intracardiac punc-
ture, and VACV-neutralizing antibodies in serum samples were titrated accord-
ing to a previously described method (39) validated in four laboratories (58).
Briefly, serum samples were first incubated at 56°C for 30 min to inactivate
complement and then subjected to serial 2-fold dilutions in phosphate-buffered
saline (PBS). The samples were mixed with an equal volume of VACV contain-
ing approximately 35 PFU in 0.1 ml for 1 h at 37°C, and the mixture was added
to Vero cell monolayers. Two days later virus plaques were counted. The neu-
tralization titer was expressed as the reciprocal serum dilution that led to a 50%
reduction in the number of plaques compared to the control. The threshold of
the titration was 10.

To measure T lymphocyte responses, the percentages of CD4* and CD8™
lymphocytes expressing intracellular gamma interferon (IFN-y) were determined
by flow cytometry as previously described (18). Briefly, mature bone marrow
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TABLE 1. Primers used to make targeted deletions in the VACV Lister strain and screen for deletion mutants®

Plasmid used Primers for virus

Lister deletion MVA deletion(s) to create Primers for plasmid construction (5'-3") screening and genome Fragment sizes (bp)
deletion characterization
Lis AI
A3,560 I (d3,585) pEM22 Left, GCGCTCGAGGAGAGTAAC A, GCAATCATTCCT 1, 380; 2, 525; 3,
(6118 to 9677) AGTCGAACA and GCGGGATC CATAAGA; A/, 4,085
CGATCATTAAATGTTTCAT ATAGAAACTGGA
CAG; right, CGCGGATCCTAAA GAAATCAA; B,
TTTCAGTTTATGTTTGT and CAATATTGAATG
GGCGAGCTCTAGCGTTTGTA TGTTGCTG
ATTTCTGG
Lis AILLV
A8,552 Im+v pEM18 Left, TCGAGAACTTGATATTGG A, GATAGAATCAG 1, 355; 2, 510; 3,
(19758-28309) (d2,763 + d4,817) ATATATCAC, GAACTTGATAT ACTCTAAAG; A/, 9,062
TGGATATATCAC, GATCCAT TAGAACATCAGT
AGAGAAAATAGCTCCAGA CTCCAA; B, ATG
ATA, and CATAGAGAAAATA GATCTGTCACG
GCTCCAGAATA,; right, GATCC AATT
GAATCATCCATTCCACTGA
ATA, CGAATCATCCATTCCAC
TGAATA, CCATGGTAGCTAC
GGCGAGAT, and AGCTCCAT
GGTAGCTACGGCGAGAT
Lis AIII
A3,519 III (d3,501) pEM20 Left, GCGCTCGAGATAAAGTAG A, GCTGATAATAG 1, 375; 2, 520; 3,
(161293-164811) CCATTCTTCC and GCGGGAT AACTCACG; A/, 4,039
CCTACCAGCCACCGAAA GATAATGGTCAC
GAG; right, CGCGGATCCTTTG GTGTTA; B, AAG
GAAAGTTTTATAGGTAG and ACGTCGCTTTT
CGCGAGCTCATGTCATAAAG AGCA
AATGCACAT
Lis AIV
A1,742 twice d1,771 pEM23 Left, GCGCTCGAGTCGAAATTC A, GCGCTCGAGTC 1, 2,692; 2, 1,000
(1833-3574 and AGAGTGCAC and GCGGGATC GAAATTCAGAGT 3,2,742
185848-187589) CGACGCGATCGTGTAACA; GCACG; B, CGCGA
right, CGCGGATCCACATTGTT GCTCACAGACTG
GACAGAAACG and CGCGAG AGATACGCAA
CTCACAGACTGAGATAC
GCAA
A2,074 IV (d809) pEM21 Left, GCGGAGCTCCATGGAGCT A, GCTATGAAGGA 1, 350; 2, 510; 3,
(181231-183304) AATCTAAACG and GCGGGAT AAGACAT; A’, 2,584
CCAAGATAGGTAGAGATGG GTCTCTCTACAG
AAG; right, GCGCTCGAGGAG GCTTCT; B, GCAA
AGTAACAGTCGAACA and TCATTCCTCA
GCGGGATCCGATCATTAAAT TAAG

GTTTCATCAG

“ The names of the VACV Lister deletion mutants, the sizes of the deletions in base pairs, and their positions on the VACV-107 genome are listed in the first column.

The second column indicates the corresponding deletion in the MVA strain in roman numerals (according to Meyer et al. [50]) and/or the size of the deletion in base
pairs relative to the VACV Copenhagen strain (according to Antoine et al. [4]). The names of the plasmids used to isolate each deletion mutant are indicated in the
third column (note that two plasmids targeting closely spaced deletions were used to isolate mutant AIV, whereas one plasmid was used to make a single deletion
overlapping two closely spaced deletions in the case of mutant AIL V. The oligonucleotide primers used to amplify PCR fragments which flank the targeted regions on
their left and right sides are listed in the fourth column (note that the left and right fragments of the deletions created in plasmid pEM18 were amplified twice by PCR
using oligonucleotide primers that enabled creation of the required restriction sites at the ends by annealing the two fragments together). Virus deletions were checked
by PCR analysis of total DNA extracted from infected cells using the three oligonucleotide primers A, A’, and B listed in the fifth column. The expected sizes of PCR
fragments are indicated in the sixth column: fragment 1, PCR product using A’ and B in parental virus; fragment 2, PCR product using A and B in deletion virus;

fragment 3, PCR product using A and B in parental virus.

dendritic cells from uninfected BALB/c mice were infected with VACV and then
incubated with spleen cell suspensions from infected animals for 6 h at a ratio of
one mature dendritic cell for two splenocytes. Brefeldin A (5 pg/ml) was added
for the last 4 h to block cytokine secretion. Cells were stained with fluorescein
isothiocyanate (FITC)-coupled anti-CD8b2 and allophycocyanin (APC)-coupled
anti-CD4 monoclonal antibodies (MADbs), fixed, and permeabilized. Intracellular
IFN-y was stained with a phycoerythrin (PE)-coupled anti-IFN-y MAbD, and cells
were fixed in 2% formaldehyde diluted in PBS. Flow cytometry was performed
on an FC500 (Beckman Coulter, Miami, FL), and the data were analyzed with
Cytomics RXP software (Beckman Coulter).

Vaccination of mice against a lethal intranasal CPXV infection. The ability of
the deletion viruses to confer protective immunity after vaccination was assayed

in female BALB/c mice. Groups of 6 animals were tested and treated in the same
manner for each condition studied. Before vaccination, 4-week-old mice were
anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (75 mg/kg of body weight)
and atropine (1.5 mg/kg). The mice were then scarified at the base of the tail by
a series of scratches using the tip of a 23-gauge needle, and 3 pl of virus at various
concentrations was deposited at the scarification site according to an established
method (48, 49) that performed consistently in studies we conducted previously
(18, 20, 23). A characteristic pustule, testifying a take, was observed 8 to 10 days
later at the site of scarification in mice vaccinated with the highest virus doses
and in some mice vaccinated with lower doses. Twenty-eight days after vaccina-
tion, the mice were anesthetized as described above and challenged by intranasal
instillation with 2 X 10° 50% tissue culture infective doses (TCIDs5,) of cowpox
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virus (CPXYV; Brighton strain VR302, obtained from the ATCC and amplified in
Vero cells), which corresponds to 30 times the 50% lethal dose (LDs5) (19). For
the challenge, 50 pl of virus or 50 pl of NaCl (9°-) was deposited in both
nostrils using a micropipette with a sterile tip. Clinical signs of disease
(weight loss, ruffling of the fur, and reduced mobility) and the number, size,
and body localization of lesions, as well as mortality, were noted for the
following 3 weeks. The animals were euthanized at the end of experiments by
cervical dislocation.

Assessment of attenuation in nude mice and SCID mice. Five-week-old Swiss
nude mice [Crl:NU(Ico)-Foxn1™] or SCID mice (CB17/lcr-Prkdc**“/lcrCrl C.B-
17) (Charles River Laboratories) were anesthetized (100 mg/kg ketamine and 1.5
mg/kg atropine) and inoculated with VACV-Lis, VACV-107, or deletion mu-
tants derived from VACV-107 by tail scarification as described above using 5.0
log PFU of each virus. A characteristic pustule, testifying a take, was observed 8
to 10 days later at the site of scarification in all mice vaccinated with VACV-Lis
and VACV-107. Clinical signs of disease (weight loss and presence of specific
skin lesions) and mortality were followed over an 8-week period.

Statistical analysis. Statistical analyses were carried out using analysis of
variance (ANOVA) by Dunnett’s multiple comparison test for weight loss, neu-
tralization, and T cell immune responses. The log rank test was used for survival.
Calculations were performed with GraphPad (La Jolla, CA) software. P values
=0.05 were considered significant.

RESULTS

Isolation of VACV deletion mutants and analysis of their
multiplication in cell culture. Six major regions are deleted in
the MVA strain relative to other closely related VACYV strains.
These regions are localized at the left and right ends of the
viral genome and have been previously designated with roman
numerals from I to VI (50). We deleted each of these regions
(Fig. 1, top) except region VI from the genome of VACV-107,
a clonal isolate of the Lister strain, using the transient domi-
nant selection method described by Falkner and Moss (16).
Region I (3,585 bp), which encodes several putative proteins of
unknown function as well as a serine protease inhibitor (Spil)
important for virus host range in at least one human cell line
(2, 64), was deleted individually. Regions II and V, which are
adjacent at the left end of the genome, were deleted together
with the intervening region (overall 8,552 bp). This affected 10
ORFs, including one encoding a kelch protein that antagonizes
viral immunopathology (C2L in the VACV Copenhagen
strain) (57), one encoding a complement control protein (C3L
in the VACV Copenhagen strain) (34), and one encoding a
host range protein and inhibitor of type I interferons (KIL)
(24, 47), as well as two genes that lie at the boundary of regions
II and V (the virulence factor N1L gene [5] and the o amani-
tin-sensitive gene N2L [69]), the former frameshifted at its 3’
end and the latter internally deleted in MVA (4). Region III
(3,519 bp with respect to VACV-107, corresponding to a
3,501-bp deletion with respect to VACV Copenhagen), over-
lapping four ORFs, including ORFs encoding a tumor necrosis
factor (TNF) receptor (CrmC [1]), a suppressor of Toll/IL-1
signaling (9), and a kelch protein which affects the virus-in-
duced cytopathic effect (6), was deleted on its own. Region IV
was deleted in two steps. The first step was to delete 1,742 bp
with respect to VACV-107 (1,771 bp with respect to VACV
Copenhagen) at both ends of the Lister genome; the deleted
regions overlap five genes corresponding to truncated seg-
ments of full-length genes found in other orthopoxviruses.
Viral deletion mutants were screened by PCR to identify those
with mirrored deletions at both ends of the genome. The sec-
ond step involved deleting 2,074 bp overlapping a TNF recep-
tor (CrmE) gene (1, 60) and an antiapoptotic virulence factor
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FIG. 1. Localization of deletions within the Lister VACV-107 ge-
nome and genomic characterization of a mutant within five distinct
regions. (Top) The VACV-107 genome with the positions of the
HindIII restriction fragments. The numbers in parentheses below the
viral genome indicate the approximate locations of deletions previ-
ously mapped in the MVA strain relative to the Copenhagen strain
(from left to right according to the nomenclature of Antoine et al. [4]).
The actual ORFs that were deleted in the Lister genome are indicated
beneath the indicated MVA deletions and numbered according to
Garcel et al. (22) The roman numeral nomenclature of Meyer et al.
(50) is indicated underneath each of the regions deleted and used
throughout the paper. Note that the position of the TK deletion is
indicated but that there is no corresponding deletion in the MVA
strain and that deletion AVI has not been created in the Lister strain.
(Bottom) Agarose gel of PCR products on DNA extracted from
BHK21 cells infected with VACV AI-V or VACV-107. PCR was per-
formed to amplify region I, III, IV (0.8-kpb part), IV (1.7-kbp part), or
the combined regions II and V using primers A and B, specific for each
region (Table 1, column 5). Note that the 30 PCR cycles, each for 8
min, were performed to favor amplification of long fragments. The
amount of PCR loaded on the agarose gel was adjusted to facilitate
visualization of the products produced unequally from one reaction
to another. Molecular size markers (kbp) are depicted in the left
lane.

gene (26). The two deletions were then combined in one virus
to streamline subsequent analyses. Once virus mutants with
single deletions or in some cases combined deletions were
isolated, they were used as parental viruses to isolate mutants
with increasing numbers of deletions in such a way that various
combinations of the five targeted deletions were constructed.
The predicted structures of the mutant genomes were con-
firmed by PCR and illustrated for one mutant which had all
five deletions (VACV AI-V) (Fig. 1, bottom). Primers were
chosen for each region deleted so as to amplify an 0.5- or 1-kbp
fragment in the mutant virus VACV AI-V, whereas fragments
ranging in size from 2.6 kbp to 9.1 kbp were amplified in the
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FIG. 2. Virus yields in HeLa cells infected with VACV Lister de-
letion mutants. HeLa cell monolayers were infected with 0.01 PFU/cell
and incubated for either 3 h (black bars) or 48 h (striped bars). Virus
titers in the cell cultures were then determined on BHK21 cell mono-
layers.

VACV-107 strain as predicted from the sizes of the intact
regions in the parental virus, including the surrounding 0.5- or
1-kbp regions (Table 1, column 6). Finally, a deletion was also
introduced into the thymidine kinase (TK) gene of the Lister
strain to create a virus strain with previously documented at-
tenuation (10).

The ability of the mutants to multiply in several cell lines was
examined. All mutants were routinely propagated on the
chicken embryonic stem cell line EB 14, and all of them were
found to form plaques and multiply to high yields in these cells
(data not shown). Titration of virus was performed on hamster
BHK?21 cells, and all of the deletion mutants produced clearly
visible plaques after a 2-day incubation period. Since several of
the regions deleted included previously characterized host
range genes essential for multiplication in human cell lines (2,
24, 64), the deletion mutants were tested for their ability to
multiply in HeLa cell cultures. Initial experiments showed that
all of the mutants isolated after one round of deletion multi-
plied well in these human cells except mutant Al, which pro-
duced yields about 5-fold lower than the parental Lister strain.
The influence of the AI deletion within the background of
other deletions was then investigated. Virus titers in the in-
fected-cell cultures of BHK21 cells were assayed after several
cycles of freezing and thawing samples either 3 h after infec-
tion to estimate the amount of input virus or 48 h after infec-
tion (multiplicity of infection [MOI] = 0.01) to determine virus
yield. All of the mutants containing the AI deletion multiplied
to levels 4- to 5-fold lower than the parental Lister strain (Fig.
2), indicating that this deletion indeed affected virus multipli-
cation in human HelLa cells. However, there was no additional
effect of the other deletions on virus multiplication, indicating
that only AI contributed to the reduced virus yields. Similar
experiments carried out in the MRCS cell line also indicated
that the Al deletion entailed reduced virus yields in this human
diploid cell line (data not shown).

Assessment of attenuation of the deletion mutants in nude
mice and SCID mice. First the pathogenicity of the deletion

J. VIROL.

mutants was assessed in athymic nude mice defective for the
production of antigen-specific T lymphocytes and T cell-de-
pendent antibodies because these animals are highly suscepti-
ble to VACV infection, unlike immunocompetent mice (54,
59). Groups of six mice were inoculated by scarification at the
base of the tail with virus suspensions titrating at 10° PFU/ml,
thus delivering approximately 10° PFU, a dose equivalent to
that used for smallpox puncture vaccination in humans, which
is also recognized to be a highly effective means of vaccination
in mice (40). The morbidity and mortality of the infected an-
imals as well as those of a control mock-infected group were
followed over an 8-week period in separate experiments per-
formed at least twice for each mutant. Mock-infected animals
gained weight regularly over the period of observation,
whereas animals infected with the VACV-107 isolate or the
original VACV Lister strain (VACV-Lis) gained weight more
slowly over the first 2 weeks, then dramatically lost weight until
their deaths between day 35 and 44 postinfection (Fig. 3). Loss
of weight in these animals correlated with virus dissemination
to other sites on the tail and the body. All of the mice infected
with the single deletion mutant AIV or the TK gene-deleted
mutant died, and some died in the groups infected with the
single-deletion mutants Al and AIII although overall weight
loss was delayed (Fig. 3A and B). Therefore, each of these
deletions only mildly reduced the pathogenicity of the VACV-
107 clone in nude mice. The double-deletion mutant ALIV
also induced weight loss and mortality similar to those induced
by the single-deletion mutants Al and AIV. Mice infected with
mutants with two or more regions deleted survived infection
(except for ALIV) but in most instances failed to gain weight as
fast as mock-infected animals (P < 0.05). Mice infected with
mutants ALIIL, AILV, ALILV, and ALILIV,V gained weight as
fast as control animals at first but failed to reach the same body
weight as uninfected animals. Mice infected with mutants
AIILIV, ALIILIV, and AILIV,V gained weight more slowly
than control animals, then started to lose weight compared
with the initial body weight. Therefore, these deletion muta-
tions induced significant morbidity in nude mice, albeit not to
the extent of the parental VACV strain. In contrast, mice
infected with four mutants gained weight over the period of
observation in a similar manner to that of the mock-infected
control mice (AILIILV, ALILIILV, AILILIV,V, and AI-V;
P > 0.05) (Fig. 3C). These data show that the combined de-
letion of the three genomic regions 11, III, and V is sufficient to
completely eliminate morbidity, as measured by loss of body
weight, in nude mice. The number of secondary lesions on the
tail and the rest of the body of these mice varied between 0 and
4, and their sizes were reduced (1 to 3 mm) (Table 2). The
number of secondary lesions has been found to correlate
closely with body weight loss in infected nude mice (see Fig. 1
at http://igbme.fr/Schultz_jv2011). Overall, three independent
experiments were performed with the four most highly atten-
uated mutants presented in Fig. 3C, and in two of them nude
mice gained weight as if they were uninfected (P > 0.05),
whereas in a third experiment animals infected with mutants
AILIILIV,V and ALILIILYV also behaved like uninfected ani-
mals (P > 0.05) while animals infected with mutants AI-V and
AILIILYV survived infection but failed to gain as much weight
as uninfected animals (P < 0.05; data not shown).

Severely immunodeficient SCID mice were then used to
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FIG. 3. Weight changes in nude mice vaccinated with VACV Lister
deletion mutants. Groups of 6 nude mice were infected by scarification
with 10° PFU of the VACYV deletion mutants in three separate exper-
iments (A, B, C), each including an uninfected control group and a
group infected with the VACV-107 parental strain. The mean change
in weight for each group of animals as a percentage of the initial weight
is plotted against time. The standard deviation of the mean is plotted
above the line for mock-infected mice and below the line for VACV-
107-infected mice (standard deviations for other groups of mice were
within the same range). Where death occurred, the number of animals
that succumbed is indicated as a ratio of the six animals in the group.

examine the pathogenicity of the deletion mutants that dis-
played the highest level of attenuation in the nude mouse
model. As expected, tail scarification with 10° PFU of VACV-
Lis or the clonal isolate VACV-107 resulted in considerable
weight loss beginning about 10 days postinfection and continu-
ing until the animals died (Fig. 4). On the other hand, all mice
infected with the deletion mutants gained more weight than
animals infected with the parental viruses but then slowly lost
weight over the period of observation, probably due to slow
virus multiplication in these animals. In fact, the lesion at the
site of vaccination gradually increased in size, and there were
several secondary lesions that appeared over time. These ani-
mals were nevertheless alive after 56 days of infection, when
the experiment was ended.
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TABLE 2. Numbers of secondary lesions on the tail and the rest of
the body for nude mice after vaccination with the
different deletion mutants”

Mean no. of

No. of skin lesions on individual mice .
lesions * SD

Vaccine strain

VACV-107 5 12 7 12 6 9 85=x3.0
VACV-Lis 6 14 10 7 9 7 8.8 +29
AILIILV 2 2 3 1 0 1 15+1.0
ALILIILV 1 2 0 3 0 0 1.0+13
AILIILIV,V 3 2 4 2 1 2 23+1.0
ALILIILIV,V 1 1 1 0 0 1 0.7x0.5

“ Nude mice were inoculated at the basis of the tail with 10° PFU of each
deletion mutant, VACV-107 clone, or the traditional smallpox vaccine (VACV-
Lis). The secondary skin lesions were counted at day 49 for deletion mutants or
at day 30 for the VACV-Lis and VACV-107 groups, before death.

Immune responses induced by the deletion mutants. We
then assessed the immune responses induced by the most
highly attenuated viruses in immunocompetent BALB/c mice
after vaccination by tail scarification with a virus dose equiva-
lent to that used in immunodeficient mice (10° PFU per ani-
mal). A local lesion appeared at the site of scarification for
most mice a few days after vaccination, then regressed, and the
mice did not display any signs of morbidity whatever virus was
employed. Four weeks later the mice were bled and neutral-
izing antibody (Nab) titers in the serum samples were deter-
mined and expressed as the reciprocal of the serum dilution
leading to a 50% reduction in plaque count (Fig. 5). Whereas
uninfected animals displayed mean Nab titers less than 10,
mice infected with the parental VACV-Lis strain or the clonal
isolate induced similar levels of Nab (P > 0.05), which were

“%initial weight

0 » 20 0 “ 0 “w
Days post infection

FIG. 4. Weight change in SCID mice vaccinated with VACYV Lister
deletion mutants. Groups of 6 SCID mice were infected by scarifica-
tion with 10° PFU of the VACV deletion mutants in two experiments,
each including an uninfected control group and a group infected with
the VACV-107 parental strain and the traditional smallpox vaccine.
The mean change in weight as a percentage of the initial weight is
plotted against time for one of the experiments as well as the standard
deviations for some groups (standard deviations not shown were in the
same range as those plotted). Note that considerable weight loss re-
sulted in death of all mice in groups infected with VACV-107 and
VACV-Lis before the end of the experiment. Animals in all other
groups survived. l, VACV-107; @, VACV-Lis; A, AILIILV; [],
ALILIILV; A, AILIILIV,V; O, AI-V.
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FIG. 5. Levels of neutralizing antibodies in mice vaccinated with
VACV Lister deletion mutants. BALB/c mice were vaccinated by
scarification at the base of the tail with 10° PFU (six animals per
group) in two experiments. Four weeks later the mice were bled and
VACV-neutralizing antibodies in the serum of each animal were
titrated. The results of the two experiments are represented as the
reciprocal of the serum dilution which led to a 50% reduction in the
VACYV plaque count. Horizontal lines indicate the mean values for all
mice in a group. Neutralization titers in serum samples from unin-
fected animals were below 10, the threshold of neutralization.

within the range of the titers found in human subjects vacci-
nated against smallpox (39, 58). The Nab titers with all of the
deletion mutants were similar to those with the parental Lister
strain and the clonal VACV-107 isolate (P > 0.05).

The cell-mediated immune responses were also assayed 4
weeks after tail scarification of BALB/c mice with 10° PFU/
animal. After 4 weeks vaccinated mice display a steady-state
level in their cell-mediated immune response (18), suggesting
that this is an appropriate time to assay this response and
challenge them (see below). Spleens were recovered, and
spleen cell suspensions were stimulated with VACV-infected
dendritic cells. The levels of VACV-specific CD4" and CD8™
lymphocytes were measured by assaying for the percentage of
IFN-y-secreting cells in the spleen cell population using flow
cytometry (Fig. 6). The clonal isolate VACV-107 and the tra-
ditional Lister vaccine induced comparable VACV-specific
CD4" lymphocyte responses (P > 0.05), which were about 3-
to 4-fold higher than the background level in mock-infected
animals (P = 0.001). The highly attenuated deletion mutants
AILIILV and ALILIILV induced a VACV-specific CD4™" re-
sponse slightly but significantly lower than that induced by the
parental VACV strains (P < 0.05), whereas the mutants
AILIILIV,V and AI-V induced responses comparable to those
induced by the parental strains. In the case of the specific
CD8™ cell response, both the uncloned VACV-Lis strain and
the clonal isolate induced similar responses, which were about
8-fold higher than the basal level measured for splenocytes
from mock-infected animals (P < 0.05). The specific CD8"
response with all of the deletion mutants except AILIILV was
significantly lower than that induced by the parental viruses
(P < 0.05) but between 4- and 6-fold higher than that of
uninfected animals.

Protection of mice from CPXV challenge by vaccination with
the deletion mutants. Previous studies have demonstrated that
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FIG. 6. Level of VACV-specific CD4" and CD8" lymphocytes in
mice vaccinated with VACV Lister deletion mutants. BALB/c mice
were vaccinated by scarification at the base of the tail with 10° PFU (six
animals per group) in two experiments. Four weeks later the mice were
bled, spleens were recovered, and the percentages of CD4 and CD8 T
lymphocytes able to secrete IFN-y in the presence of dendritic cells
presenting VACV antigens were determined. The mean values for
animals in the two experiments and the corresponding standard devi-
ations are plotted.

cowpox virus (CPXYV) infection of mice by the intranasal route
provides a model infection for smallpox and that traditional
smallpox vaccines can protect against disease and death in this
model system (19, 41). In order to assess the efficacy of the
most highly attenuated deletion mutants, BALB/c mice were
vaccinated by scarification at the base of the tail with 1 X 10?
to 1 X 10* PFU of each deletion mutant, VACV-107, or
VACV-Lis. Each dose was administered to six mice per group,
and 1 month later the animals were challenged with 30 LDy, of
CPXV. All animals in the unvaccinated groups succumbed
after challenge between the 6th and 10th day after infection,
and none of the unvaccinated, unchallenged animals died (data
not shown). Most of the animals vaccinated with the highest
virus dose (10* PFU/scarification) lost between 25 and 35% of
their body weight by about the ninth day postinfection because
of the severity of the challenge and then progressively recov-
ered. There was no statistically significant difference in the
rates of weight loss or weight recovery between animals vacci-



Partie Expérimentale

VoL. 85, 2011 ATTENUATION AND VACCINATION WITH VACV Lister MUTANTS 5023
TABLE 3. Protection of mice from CPXV challenge by vaccination with the deletion mutants
No. of surviving mice/group of six mice at indicated vaccine dose (PFU) in expt:
Vaccine 1 5 3 PD5,
strain (log PFU) = SD*
10* 10° 10? 10* 103 10? 10* 10° 10?
VACV-107 6 6 1 6 3 2 4 0 0 3.0+0.7
VACV-Lis 6 3 1 ND? ND ND 6 0 0 3202
AILIILV 4 1 0 ND ND ND 6 2 1 3404
ALILIILV ND ND ND 6 1 1 6 1 1 34 *+0.1
AILIILIV,V ND ND ND 6 4 1 6 1 1 3.0x0.5
AI-V ND ND ND 5 5 2 5 5 0 2.6 0.2

@ SD, standard deviation of the mean calculated using the method of Reed and Muench considering 100% survival at the 10° PFU dose (data not shown).

> ND, not done.

nated with the different virus mutants or the VACV parental
viruses (P > 0.05) (see Fig. 2 at http://igbmc.fr/Schultz_jv2011).
The survival of mice in three independent experiments where
each virus was tested at least twice is shown in Table 3. In two
experiments all animals vaccinated with 10* PFU of the
VACV-107 Lister clone survived, and 4 out of 6 mice survived
in the third experiment, consistent with the level of protection
afforded by the uncloned VACV-Lis strain. Similarly, the ma-
jority of the animals vaccinated with 10* PFU of the deletion
mutants survived (Table 3) and all of them survived after
vaccination with 10° PFU (data not shown) except one animal
in group AILIILIV,V. Intermediate and poor levels of survival
were observed for animals vaccinated with 10° or 10> PFU,
respectively, of VACV-107, VACV-Lis, or the deletion mu-
tants. The viral dose able to protect 50% of the animals (PDs)
was calculated using the method of Reed and Muench and
found to be 3.0 = 0.7 log PFU in the case of the Lister clone
and 3.2 = 0.5 log PFU with the traditional vaccine. The PDs,s
for the mutants were within the same range as that for the
parental clone or VACV-Lis, demonstrating that the deletion
of up to five selected regions in the VACV Lister virus genome
did not alter the ability to efficiently protect mice against a
challenge infection.

DISCUSSION

We have investigated the role of 5 regions in the VACV
Lister genome, known to be deleted in the MVA genome
(deletions I to V), on replication in human cells, virulence in
the nude and SCID mouse models, induction of specific im-
mune responses in immunocompetent mice, and vaccine effi-
cacy in a CPXV challenge model. The influence of deleting
region VI was not investigated because it was thought unlikely
to affect virulence since it encompasses one gene fragmented
in all VACV strains (an orthologue of the CPXV virus gene
encoding the A-type inclusion protein [3]) as well as a trun-
cated copy of another gene (p4c) shown to be important for
association of viral particles with A-type inclusions (43), which
are absent from VACV-infected cells (28, 33).

Infection of human cells indicated that deletion of region I
entails a significant reduction in virus multiplication. This re-
sult was not too surprising, as region I contains the Spil gene,
which has previously been shown to be required for multipli-
cation of VACV WR in the human lung cell line A549 (64).
Deletion of region I could therefore contribute to further at-

tenuation of the VACV Lister strain if the strain is used to
vaccinate humans. Deletion mutants of the CVA strain, similar
to the ones we have constructed, were extensively studied for
their host ranges in vitro and found to be replication defective
in two rabbit cell lines, consistent with deletion of the K1L
gene (46). However, the same CVA mutants were able to
multiply efficiently in 12 other mammalian cell lines, including
5 human cell lines (46). The distinct genetic background of the
CVA strain could account for failure of the CVA deletions to
affect viral multiplication in human cells as we have noticed for
Lister mutants with region I deleted.

Infection of athymic nude mice with the mutants demon-
strated that the deletion of single genomic regions was insuf-
ficient to induce a high level of attenuation compared with the
parental viral clone VACV-107 or the traditional smallpox
vaccine. Particularly interesting in this respect is region IV,
which contains, in addition to a number of truncated genes, a
biologically active TNF receptor (CrmE) gene previously
shown to be required for VACV virulence in a murine intra-
nasal model (60) and a gene encoding a Golgi resident anti-
apoptotic protein whose deletion did not affect weight loss in
the murine intranasal model but rather increased the severity
of other signs of illness (26). Thus, the opposite effects of
deleting these two genes in the AIV mutant may result in no
phenotype at all, or alternatively these two genes may play no
significant role in the particular mouse scarification model we
have employed. The combined deletion of at least two regions
(for instance, regions I and IIT) resulted in survival of all nude
mice although some morbidity occurred. Several VACV mu-
tants harboring multiple deletions were clearly more attenu-
ated than VACV-107 or the traditional smallpox vaccine but
still displayed some pathogenicity. Only four deletion mutants
proved to be totally attenuated in the T cell-deficient mouse
model, as ascertained from survival and body weight loss
(AILIILV, ALILIILV, AILIILIV,V, and AI-V), all of them
having at least regions II, III, and V deleted. In contrast,
deletion of the TK gene, known to be attenuating upon VACV
infection in other animal models (10, 70, 73), did not signifi-
cantly alter virus pathogenicity for nude mice. In SCID mice,
which are more severely immunocompromised than nude
mice, the highly attenuated deletion mutants characterized in
the nude mouse model did not induce any mortality over the
period of observation but mice failed to gain weight as well as
uninfected animals and eventually started to lose weight. These
results reflect the fact that the deletion mutants are able to
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multiply in SCID mice as multiple secondary lesions appeared
over time.

The data from studies in human cells, nude mice, and
SCID mice suggest that the deletion of regions I, II, III, and
V may be sufficient to obtain satisfactory attenuation of the
Lister strain in humans. Two deletion mutants tested would
best fit this requirement, namely, mutants ALILIILV and
ALILIILIV,V.

Despite clear-cut attenuation in immunocompromised mice,
the four most attenuated VACV deletion mutants induced
humoral responses equivalent to those of the standard Lister
vaccine. On the other hand, the cell-mediated immune re-
sponses induced by the mutants were in several instances sig-
nificantly lower than those of the Lister parents. Nevertheless,
all of the highly attenuated mutants displayed remarkable vac-
cine efficacy, as illustrated by protection of immunocompetent
mice from a severe CPXV challenge infection. Calculation of
the 50% protective dose and analysis of weight loss and recov-
ery after challenge with CPXV did not allow us to discern any
difference in vaccine efficacy between the most attenuated mu-
tants studied. It is possible, however, that the use of lower
challenge doses or other animal models would enable such a
discrimination. On the other hand our results suggest that the
major MVA deletions contribute to attenuation of this virus,
but they cannot explain why high MVA doses are needed to
achieve maximum vaccine potency. It is probably the failure of
MVA to multiply in most mammalian hosts, including mice,
which entails the requirement for high MVA vaccine doses. In
contrast, our experimental data suggest that the VACV Lister
deletion mutants that replicate in human cells (although more
poorly in the case of AI) may be able to effectively vaccinate
human subjects at a dose equivalent to that used for the tra-
ditional smallpox vaccine while displaying increased safety for
immunocompromised and other contraindicated subjects.

Numerous studies of VACV mutants with single nonessen-
tial genes deleted have shown that the vast majority of these
genes contribute to virulence in one animal model or another.
However, few studies have examined the consequences of such
attenuation for vaccine efficacy. Most of the attenuating dele-
tions in the NYCBH and Wyeth strains, examined by Lee et al.
(37), actually resulted in reduced immunogenicity at low vac-
cine doses, with the exception of a mutant with the TK gene
deleted. On the other hand, deletion of the E3L gene, encod-
ing a double-stranded RNA (dsRNA) binding protein, resulted
in striking attenuation in a mouse model of severe combined
immunodeficiency and considerable vaccine potency by scari-
fication of immunocompetent mice despite the fact that the
deletion mutant appeared inefficient at inducing VACV-neu-
tralizing antibodies (31). Deletion of several genes encoding
immunomodulatory functions from the Wyeth strain resulted
in only moderate attenuation in an intracranial weanling
mouse model, and most of the mutants maintained immuno-
genicity although no vaccine protection studies were per-
formed (30). Deletion of the genes encoding serpin 1 (B22R;
equivalent to ORF 008 in the Lister strain) and serpin 2 (B13R
in VACV Cop) from the VACV WR strain led to significant
attenuation, characterized by a delay in death after infection of
nude mice and lack of pathogenicity in immunocompetent
mice after intraperitoneal inoculation (38). The deletion vi-
ruses maintained their ability to induce potent humoral and
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cell-mediated immune responses, but orthopoxvirus challenge
infections were not performed. Deletion of region II in the
Tian Tan strain of VACV resulted in attenuation in immuno-
competent mice and immunity when used as a vaccine vector,
but no challenge studies were performed (77). Recently, by
recombineering the CVA genome in bacterial artificial chro-
mosomes, Meisinger-Henschel et al. reported the construction
of deletion mutants mirroring the major MVA deletions (46).
They noticed only moderate attenuation of the deletion mu-
tants in immunocompetent mice infected intranasally and
identified region V as the major region involved. Their studies
clearly indicate that the 6 major deletions in the MVA strain
are not sufficient to account for the characteristic MVA phe-
notype and that other mutations, still to be identified, are
needed. The CVA deletion mutants were, however, not exam-
ined for their ability to induce an immune response or protect
mice from a challenge orthopoxvirus infection.

In conclusion, our results extend previous findings by dem-
onstrating that considerable virus attenuation may be achieved
for immunocompromised animals if multiple regions of the
Lister genome are deleted. Despite this attenuation, the dele-
tion mutants are able to induce VACV-specific immune re-
sponses and display vaccine potency similar to that of the
traditional smallpox vaccine. Recent studies have shown that
VACYV multiplication may be a requirement in some instances
for the induction of potent immune responses (53, 76). The
combination of multiple deletions in a single virus makes it
unlikely that the mutants revert to a virulent phenotype, thus
providing a potentially safer yet efficient smallpox vaccine as
well as the basis for the development of a novel VACYV vector.
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1.3. Discussion

Dans ce travail, nous avons étudié le role de 5 délétions génomiques majeures,
délétions I a V, de la souche MVA (figure 29), connue pour étre fortement atténuée. Ces
mémes délétions ont été réalisées dans le génome du clone 107 du virus de la vaccine,
un schéma expliquant la stratégie utilisée pur créer les délétions et la techniques de
sélection des virus délétés sont décrites dans I'annexe 1. L'impact de chacune de ces
délétions et des combinaisons de plusieurs d’entre elles, a été étudié sur la réplication
de chaque virus muté correspondant dans des cellules humaines (HeLa), sur leur
virulence chez des modéles murins immunodéprimés, sur leur immunogénicité et sur
leur efficacité vaccinale contre une infection 1étale a cowpoxvirus chez un modeéle murin

immunocompétent.

Nous avons montré par l'infection de cellules HeLa, que les virus mutants se
répliquaient en cellules humaines, contrairement a MVA qui est connu pour étre non
réplicatif en cellules humaines. Tous les virus ayant été mutés pour la délétion I (AI) se
répliquent plus faiblement que le clone parental et que le vaccin Lister. Cette réduction
de multiplication virale est associée a la délétion I. En effet, la réplication de ces virus
mutants est 4 a 5 fois plus faible que le clone parental 107. Cette délétion est donc
nécessaire au spectre d’héte du virus en culture cellulaire.

La délétion I recouvre quatre cadres de lecture. La fonction de trois de ces génes est
inconnue alors que le géne List008 est identique au géne dénommé Spi-1 dans la souche
WR du virus de la vaccine (Shisler et al., 1999) et dans la souche rabbitpox (Brooks et al.,
1995). Ce gene code une protéine homologue a des protéines inhibitrices de protéases a
sérine et il a été démontré que sa délétion dans le cadre de la souche WR et rabbitpox
diminue la capacité de multiplication du virus dans les cellules humaines et entraine une
apoptose des cellules infectées (articles cités ci-dessus). Ainsi le gene Spi-1 pourrait étre
a la fois un facteur viral anti-apoptique et un facteur important pour le spectre d’hote
cellulaire mais les recherches effectuées jusqu’a présent n’ont pas permis de corréler ces
deux phénotypes ou d’expliquer les mécanismes moléculaires mis en jeu.

Le fait que la délétion I de la souche Lister 107 soit associée a une multiplication
déficiente induirait que le géne List008 serait responsable du défaut de multiplication

du virus dans les cellules humaines. L’explication moléculaire de ce déficit reste
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cependant a étre étudié. En définitif, les cellules humaines coderaient un facteur anti-
viral appartenant au systeme de I'immunité innée dont I'activité serait inhibée par le
géne List008 (Spi-1) afin que la multiplication virale soit optimale.

La réplication des candidats vaccins n’est pas altérée dans d’autres types
cellulaires telles que les cellules EBxR ou les cellules de hamster BHK-21. Des titres
élevés de virus ont été obtenus avec ces deux types cellulaires ce qui signifierait que les
cellules d’autres especes (oiseaux ou rongeurs) ne coderaient pas le méme facteur ou la
séquence de celui-ci serait différente et donc inactive sur le virus de la vaccine,

permettant ainsi de produire le virus a un titre élevé.

Nous avons ensuite évalué la virulence des différents virus mutés dans des
modeles murins immunodéprimés. Chez la souris Nude athymique, déficiente en cellules
T mais possédant une immunité humorale, I'’étude a montré, que seuls quatre virus
délétés étaient assez atténués pour ne pas induire de mortalité, de perte de poids et
diminuer fortement le nombre de pustules secondaires (0 a 2 pustules en moyenne chez
ces animaux contre plus de 8 pustules en moyenne chez les animaux vaccinés avec
VACV-Lis et VACV-Lis 107 au moment de leur déces). Cela semble associé a la présence
de trois mutations: AII, AIIl et AV. En effet, les animaux inoculés avec les virus
ALILIILV ; AILIILV ; AILIILIV,V et ALILIILIV,V (AI-V) ont une prise de poids similaire aux
souris témoins (non infectées). Ces candidats ont ensuite été inoculés a des souris SCID
(déficientes en cellules T et B en raison d'un déficit enréarragement VD] de leur
récepteur) et ont induit une légére perte de poids, mais aucune mortalité n’a été
observée pendant la durée de I'expérimentation (56 jours) alors que les souris vaccinées
avec le vaccin de 1¢re génération ou le clone 107 ont toutes succombées apreés une

trentaine de jours.

Enfin, ces quatre virus mutants induisent une immunogénicité et une protection
similaires a celles du clone parental 107 et du vaccin historique chez un modele murin

immunocompétent.

Une étude menée au laboratoire par le Dr Audrey Rembert, sur le vaccin de 3¢me
génération MVA (Ferrier-Rembert et al, 2008) a montré que MVA était aussi efficace

que le vaccin de 1¢re génération a court terme, tout comme nos candidats vaccins décrits
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dans ce travail. Mais cette méme étude, a mis en évidence que la protection des animaux
immunisés avec MVA a long terme n’était que partielle, nécessitant ainsi un rappel de
vaccination. Une des hypotheses avancées pour expliquer cette perte d’efficacité apres 5
mois de vaccination pourrait étre l'incapacité de MVA a se répliquer en cellules de
mammifere. Nos candidats vaccins étant réplicatifs en cellules humaines, nous pourrions

ainsi éviter une vaccination secondaire.

En conclusion, I'ensemble de ces résultats montrent que 1'on peut obtenir une
souche vaccinale fortement atténuée a partir de la souche vaccinale Lister, en
reproduisant le schéma de délétion de la souche MVA. Le méme travail a été réalisé a
partir de la souche parentale de MVA: CVA (Meisinger-Henschel et al.,, 2010), mais la
délétion des six principales régions génomiques de MVA n’a pas suffi a atténuer le virus
CVA et obtenir le méme phénotype que MVA en culture cellulaire. Les auteurs de ce
travail pensent qu’outre les régions délétées connues, des mutations plus restreintes,
voire ponctuelles observées dans de nombreux genes, seraient a I'origine de la perte de
capacité de MVA a se répliquer en cellules humaines et pourraient expliquer I'absence

de virulence avec MVA.

Deux candidats vaccins ressortent de cette étude, étant aussi immunogenes et
efficaces que le vaccin traditionnel et ayant une innocuité proche du candidat vaccinal
MVA. Ces deux virus, délétés respectivement des régions LILIILV et LILIILIV,V semblent
étre des candidats intéressants pour compléter la gamme actuelle des vaccins de 3¢me

génération.

Apres une analyse minutieuse de tous les résultats obtenus au cours de ce travail, il
s’est avéré que le candidat vaccin nommé ALILIILV semble étre le virus mutant le plus
atténué en culture cellulaire humaine et le plus efficace en termes d'immunogénicité et
de protection. Nous avons décidé de le renommer MVL pour Modified Vaccinia Lister,

en référence au virus MVA : Modified Vaccinia Ankara.
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2. Développement d’'un vaccin bivalent antivariolique et anti-Ebola

2.1. Le vecteur virus de la vaccine contre les maladies émergentes et le cancer

Le virus de la vaccine est depuis longtemps utilisé comme vecteur viral, en raison
de sa stabilité une fois cryodesséché, de sa facilité de production et d’administration. Le
génome des orthopoxvirus est un ADN simple brin de 200kpb. Les orthopoxvirus sont
bien caractérisés et sont un fabuleux outil de génie génétique. Ils sont capables de
supporter l'insertion d'un long fragment d’ADN hétérologue (jusqu'a 25 kpb) et de
I'exprimer comme s’il s’agissait de 'une de leurs protéines, dans le cytoplasme de la
cellule infectée, sans que I'information génétique ne soit intégrée au génome de 1’hote et
sans que cela n’affecte sa réplication.

Le virus de la vaccine est trés stable génétiquement ce qui est aussi un critere
important dans le choix du vecteur viral utilisé et comme on a pu le montrer dans le
premier chapitre de cette partie expérimentale, il est possible d’obtenir une bonne
innocuité en délétant le vecteur de certains génes impliqués dans la virulence.

Le virus de la vaccine souche Copenhague a été le premier orthopoxvirus utilisé
comme vecteur viral pour un vaccin a usage vétérinaire, Raboral V-RG ®. La
glycoprotéine du virus de la rage a été clonée dans le génome du virus au niveau du
locus de la thymidine kinase (Pastoret & Brochier, 1996; Wiktor et al., 1984). Ce vaccin
administrable par voie orale a permis d’éradiquer la rage vulpine dans plusieurs pays

d’Europe occidentale.

Un vaccin a usage humain, dérivé de la souche Wyeth (vaccin Dryvax), a ensuite
été développé contre le cancer de la prostate, en clonant un antigéne spécifique des
cellules tumorales de la prostate, associé a des facteurs de costimulation du systeme
immunitaire afin d’amplifier la réponse immunitaire dirigée contre les cellules
cancéreuses. Les résultats de I'essai clinique ont été publiés récemment (Kantoff et al,
2010) et montrent que le taux de mortalité du cancer aurait diminué de 44% et que la
durée de vie des malades pourrait étre augmentée de 5 a 8 mois.

Toutefois le fait d’utiliser un vecteur viral vivant peut engendrer des problémes
de dissémination du virus comme cela a été le cas avec le vaccin antirabique. Des cas
d’infection d’humains en contact avec les animaux sauvages vaccinés ou les appats, ont

été rapportés (CDC, 2009b; Rupprecht et al., 2001).
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En raison des risques de santé publique, une grande partie de la population
n’étant pas immunisée contre les orthopoxvirus, les études se portent désormais sur le
développement de vecteurs viraux atténués, non réplicatifs en cellules humaines, tel le
virus MVA. De nombreux travaux ont démontré que le systéeme de vectorisation de
I'antigene avec MVA est sans danger et induit des réponses immunitaires partiellement
protectrices contre différentes pathologies d’origine virale (VIH), bactérienne
(tuberculose), parasitaire (malaria, toxoplasmose, leishmaniose) ou cancéreuse (Gomez
et al, 2011; Walsh & Dolin, 2011). Une partie des essais précliniques et cliniques en

cours sur les vaccins utilisant un vecteur viral MVA sont listés dans 'annexe 2.

Un autre virus de la vaccine a été développé comme vecteur viral, il s’agit du
vecteur NYVAC. Il a été développé aux Etats-Unis par Virogenetics. Il dérive de la souche
Copenhague, dont le génome a été délété de 18 genes (Tartaglia et al, 1992). 1l s’agit
pour l'essentiel de facteurs impliqués dans la pathogénicité et dans la virulence des
orthopoxvirus tels que des facteurs de modulation de la réponse immunitaire de I’h6te
et des facteurs impliqués dans la réplication du virus. Cette souche n’est plus capable de
se propager dans I'hote infecté (étude menée chez la souris immunodéficiente) et sa
capacité a se répliquer en cellules humaines a considérablement diminué.

Le premier essai clinique concernant 'utilisation de NYVAC comme vecteur viral
est un candidat vaccin contre la malaria. Sept génes du parasite Plasmodium falciparum,
parasite responsable de la maladie, ont été clonés dans le vecteur NYVAC (Ockenhouse
et al., 1998). Les résultats ont montré que NYVAC avait une bonne innocuité et pouvait
étre utilisé comme vecteur. Des candidats vaccins sont maintenant en cours de
développement contre des pathologies d’origine virales (VIH, rage) ou cancéreuse. Les

différents essais cliniques en cours sont listés dans I'annexe 2.

Nous avons décidé d’utiliser cette capacité du virus de la vaccine a exprimer un
geéne hétérologue, pour développer un vaccin bivalent antivariolique et anti-virus Ebola.

Le virus de la vaccine avait déja été utilisé comme vecteur viral pour exprimer la
glycoprotéine du virus Ebola (Gilligan, 1997). Le clonage de différentes protéines du
virus Ebola (NP, VP35, VP40, GP et la sGP) avait permis d’exprimer les protéines dans le
cytoplasme cellulaire (lysats de cellules infectées analysés par Western Blot) mais le

taux d’anticorps induit par la vaccination des cobayes avec les différents virus
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recombinants était faible. Les animaux n’étaient que partiellement protégés contre une
épreuve létale : la construction contenant uniquement la GP avait permis de protéger 3
cobayes sur 5 alors que les autres constructions n’avaient pas protégé les rongeurs. Une
étude ultérieure chez le singe, montre que la construction avec la GP d’Ebola n’était pas
protectrice bien que des anticorps neutralisants anti-GP aient été détectés avant le
challenge (Geisbert et al, 2002b). Cette stratégie a été abandonnée. Plusieurs
hypothéses pourraient expliquer cet échec:

. une trop faible expression de la GP du virus Ebola en raison de l'utilisation du
promoteur p7.5, promoteur relativement faible.

. l'utilisation du locus de la thymidine kinase qui ne serait alors pas adapté a
I'expression de la GP du virus Ebola.

. I'absence de la GP d’Ebola sur I’enveloppe du virus recombinant

. une mauvaise présentation de la GP d’Ebola aux anticorps, a la surface de la

cellule, ne permettant pas d’'induire une réponse protectrice efficace.

Dans un travail précédent, Katz et son équipe avaient développé un virus de la
vaccine exprimant I'ectodomaine de la protéine d’enveloppe du VIH (HIV-1 env) et
produisant des virus ayant incorporé cette protéine virale dans leur enveloppe
(Barchichat & Katz, 2002; Katz et al., 1997). Cette incorporation a été possible en
construisant un virus recombinant dont le génome a intégré un gene chimérique codant
pour la partie ectoplasmique de la protéine d’enveloppe du VIH et pour les domaines
transmembranaire et cytoplasmique de la principale protéine d’enveloppe des formes
EEV du virus de la vaccine, nommée B5. Ce virus recombinant était capable d’induire

chez le lapin des anticorps spécifiques de I'antigene d’enveloppe du VIH.

Notre objectif a été de réaliser un tel type de construction avec I'’ectodomaine de
la GP de ZEBOV pour induire une réponse immunitaire protectrice efficace.
Nous avons décidé d’utiliser le virus MVL, développé au laboratoire, pour construire ce
candidat vaccin, pour les raisons suivantes :
. le vecteur MVL réplicatif a été montré plus immunogene que le vecteur MVA

non réplicatif et devrait donc étre plus immunogene vis-a-vis de la GP d’Ebola
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. le vecteur MVL n’ayant pas entrainé de morbidité évidente chez la souris
immunodéficiente, avait une innocuité qui pourrait étre acceptable pour le
développement d'un vaccin chez 'homme

. Un brevet ayant été déposé pour ce vecteur, son utilisation pour le
développement d’un vaccin contre Ebola revétait un caractere d’originalité a exploiter

(Brevet déposé le 19 septembre 2008 ; N°EP08305570.7).

Enfin, dans un communiqué de presse paru le 13 octobre 2010, les
laboratoires Bavarian-Nordic ont annoncé un nouveau projet subventionné par le
National Institute of Health (NIH, Etats-Unis) concernant le développement d'un vecteur
viral de type MVA (MVA-BN®) multivalent exprimant plusieurs glycoprotéines de
filovirus (de genre Ebolavirus et Marburgvirus). Ce développement subventionné par le
NIH, d'un candidat vaccin de type virus de la vaccine par une firme pharmaceutique

montrait que notre stratégie vaccinale pouvait étre prometteuse.
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Figure 30 : Représentation schématique des constructions EGP et EGPB5. (A) EGP :
gene entier de la GP du virus Ebola vaccinisé et sous le contrdle du promoteur pHS5,
flanqué des extrémités de la délétion III (Del III) pour l'insertion dans le locus de la
délétion III. (B) EGPB5: gene chimérique de I'ectodomaine de la GP du virus Ebola
fusionné aux domaines transmembranaire et cytoplasmique de B5, vaccinisé et flanqué
des extrémités de la délétion III.
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2.2. Résultats expérimentaux
2.2.1. Construction des virus recombinants

Nous avons choisi d’exprimer la GP du virus Ebola Zaire (GP), souche Mayinga de
1976 (numéro GenBank: AF086833, (Volchkov et al., 2001)). Il s’agit de la souche la plus
meurtriére jusqu’a aujourd’hui.

Le gene de la GP d’Ebola a été modifié pour déléter le signal d’édition responsable
de l'initiation de I'expression de la forme non structurale secrétée : sGP (Volchkov et al.,
2001) puis «vaccinisé »: les codons sont optimisés pour étre compatibles avec la
réplication du virus de la vaccine par enrichissement de la séquence nucléotidique en A
et T (68% naturellement dans les codons) grace au logiciel VectorNTi, de fagon a ce que
les acides aminés correspondant aux nouveaux codons ne soient pas modifiés (propriété
de répétition du code génétique).

Nous avons décidé d’insérer le géne de la GP d’Ebola dans le génome de MVL au
locus correspondant a la délétion III et d’utiliser le promoteur précoce/tardif pH5 du
geéne H5R du virus de la vaccine, codant pour une protéine multifonctionnelle impliquée
dans la réplication, la transcription et la morphogénése des virions du virus de la
vaccine (D'Costa et al.,, 2010).

Nous avons choisi de faire deux constructions afin de pouvoir estimer I'intérét de
I'expression du gene de fusion par rapport au gene entier de la GP d’Ebola, par le vecteur
viral (figure 30) :

. une construction dite « classique » dans laquelle le gene entier de la GP est
inséré dans le génome au locus de la délétion III : MVL-EGP

. une construction dite « chimérique » dans laquelle, un gene de fusion entre
I'ectodomaine de la GP et les domaines transmembranaire et intracytoplasmique de la
glycoprotéine B5 du virus de la vaccine, est cloné dans le génome du virus de la vaccine

au niveau de la délétion III : MVL-EGPB5

B5 est une protéine membranaire glycosylée de type I, comme la GP du virus

Ebola. La synthese de la protéine B5 passe par une étape de maturation dans le Golgi,
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Figure 31 : Carte de restriction des plasmides utilisés pour la construction des
virus recombinants. (logiciel Vector Nti)

2,5 kpb

0,5 kpb

Figure 32 : Les plages de lyse isolées sont pures et les virus ont inséré le gene
hétérologue dans leur génome. Des cellules BHK-21 ont été infectées avec un lysat
cellulaire de l'isolement d'une plage de lyse. Des plages de lyse isolées de virus
recombinants sont a nouveau récoltées et analysée par PCR. Piste 1: PM, piste 2 : MVL-
EGPBS5, piste 3: MVL-EGP (1), piste 4 : MVL-EGP (2), piste 5: MVL-EGP (3). La bande a
2,5 kpb sur le gel d’agarose correspond a EGP/EGPB5 flanquées des extrémités de la
délétion III, la bande a 0,5 kpb correspond aux extrémités de la délétion IIl. Les amorces
utilisées ciblent les extrémités de la délétion III et sont décrites dans 'article (Dimier et
al,2011).
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puis une fraction de B5 est transportée jusqu’a la membrane de la cellule infectée par le
réseau trans-golgien, comme pour la GP du virus Ebola. Dans le cas de B5 une fraction
importante de B5 reste cependant associée a 'appareil de Golgi ou elle est incorporée
dans la double enveloppe virale, dérivée du Golgi, qui entoure les particules matures du
virus de la vaccine. Ces virions doublement enveloppés perdent une des enveloppes
d’origine Golgienne lors de leur fusion a la membrane cellulaire ce qui libére des virus
ayant une seule enveloppe (EEV) et pourvus de B5 a leur surface. Cette prédisposition a
se trouver a la surface de 'EEV est due a un signal de rétention de la protéine dans
I'appareil de Golgi codé dans la séquence nucléotidique au niveau du domaine
transmembranaire de B5 (Katz et al., 1997).

En réalisant la fusion entre l'ectodomaine de la GP et les domaines
transmembranaire et intracytoplasmique de B5, la protéine de fusion EGPB5 devrait
suivre la méme voie de maturation que B5 et serait alors adressée a la surface des virus
enveloppés dans les cellules infectées par MVL. Ainsi, les réponses immunitaires anti-

Ebola pourraient étre plus fortes et plus efficaces.

Ces deux genes ont été synthétisés par Proteogenix (Illkirch) et clonés dans un
plasmide bactérien nommé pEMS8 (fourni par le Dr Robert Drillien) par ligation in vitro
(extrémités EcoRI-Smal). Les plasmides ont été amplifiés en bactéries compétentes E.
coli DH5a. Les plasmides une fois clonés sont renommés : le plasmide possédant l'insert
EGPB5 est nommé pEM-C6, et le plasmide possédant l'insert EGP est renommé pEM-F6
(Figure 31).

Des cellules de hamster BHK21 ont ensuite été infectées avec le virus de la
vaccine MVL, développé au laboratoire (décrit ci-dessus) et transfectées avec I'un de ces
deux plasmides. Puis des virus issus de la recombinaison en culture cellulaire avec les
plasmides ont été isolés grace aux génes de sélection présents sur les plasmides a savoir
le géne codant la guanine-hypoxanthine phosphoribosyltransferase (GPT sélectionné
avec I'acide mycophénolique) et le gene codant la protéine verte fluorescente (ou green
fluorescent protein, GFP, repérée au microscope a fluorescence). Ces premiers virus
recombinants ont ensuite été amplifiés en absence de pression sélective (sans acide
mycophénolique) de fagon a permettre la perte des génes GPT et GFP et le maintien de
I'insert codant la GP d’Ebola ou la GP fusionnée a B5. L’ADN de ces virus recombinants a

ensuite été vérifié par PCR avec des amorces ciblant les régions flanquantes de la
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Figure 33 : Les virus recombinants expriment le géne d’EGP ou d’EGPB5. L’analyse
de I'expression des protéines EGP et EGPB5 est réalisée en immunofluorescence. Des
cellules BHK-21 ont été infectées avec les virus recombinants a une moi de 1. Seize
heures apres, les cellules sont fixées avec du PFA 4% et perméabilisées avec du triton X-
100 (image A et C) ou non traitées (images B et D) puis la GP est marquée par couplage
d’'un anticorps monoclonal anti-GP du virus Ebola avec un anticorps secondaires anti-
IgG de souris, lui méme couplé a I’Alexa 546. La fluorescence est observée avec un
microscope a fluorescence.
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délétion III (décrites dans I'article (Dimier et al, 2011)). Les produits de PCR ont été
déposés sur un gel d’agarose (figure 32). Le premier puits contient le marqueur de poids
moléculaire. La piste 2 contient 'ADN du virus MVL-EGPB5; les pistes 3, 4 et 5
contiennent ’ADN de trois virus MVL-EGP isolés apres six purifications successives. Sur
les quatre virus MVL-EGPB5 et MVL-EGP, trois sont purs (piste 2, 3 et 4) et possédent
I'insert (EGPB5 ou EGP), alors que 'on observe une bande de poids moléculaire plus
faible (environ 0,5 kilo paires de bases - kpb) sur la piste 5, signifiant que ce virus a
perdu son insert lors des étapes de purification ou n’avait pas d’insert initialement. Les
virus des pistes 2 (MVL-EGPB5) et 3 (MVL-EGP) seront utilisés dans la suite de ces

travaux.

2.2.2. Caractérisation des virus en culture cellulaire

Les virus sont produits en cellules BHK-21. Nous avons pu observé a plusieurs reprises
que le virus MVL-EGP se répliquait deux fois plus que le virus MVL-EGPB5. Nous avons
toutefois obtenu les mémes titres de virus que la souche virale parentale MVL (jusqu’a
109 pfu de virus apres purification de la culture virale par ultracentrifugation).

La caractérisation de I'expression d’EGP classique par le virus MVL-EGP ou d’EGPB5
chimérique par le virus MVL-EGPB5 est effectuée en culture cellulaire, par quatre
techniques différentes: immunofluorescence, immunohistochimie, Western Blot et

microscopie électronique.
2.2.2.1. Analyse par immunofluorescence

L’expression de la GP du virus Ebola est détectée par immunofluorescence
indirecte. Des cellules BHK-21 ont été infectées avec les virus recombinants MVL-EGP et
MVL-EGPB5 a une multiplicité d’infection (moi) de 1,0 pfu par cellule. Aprés 16 heures
d’incubation, les cellules sont fixées puis marquées avec un anticorps monoclonal de
souris dirigé contre la GP d’Ebola espece Zaire (mAc a-ZEBOV GP). Les cellules sont
lavées puis marquées avec un anticorps secondaire dirigé contre les immunoglobulines
G (IgG) de souris, couplé a un fluorochrome, I’Alexa Fluor 546. Nous avons pu observer
la fluorescence au niveau de la surface des cellules infectées, ce qui signifie qu'EGP et
EGPBS5 sont bien synthétisées respectivement par les virus MVL-EGP et MVL-EGPB5 et

semblent adressées a la surface des cellules infectées correspondantes pour étre

189



MVL-EGP
MVL-EGPB5

120kDa — § (A) mAc o-ZEBOV GP

35KDa — (B) mAc a-B5

Figure 34 : Les glycoprotéines EGP et EGPB5 sont détectées sur les enveloppes
d’EEV en western blot. Des cellules BHK-21 ont été infectées avec MVL-EGP ou MVL-
EGPB5 a une moi de 0,1. 24 heures apres infection, les surnageants de culture sont
prélevés et les particules EEV concentrées par ultracentrifugation 2h a 49000g. Les
culots de virus sont repris dans du tampon Tris 10mM pH8. Les protéines virales sont
dénaturées dans du Laemmli 5 minutes a 95°C et analysées par western blot avec les
anticorps indiqués. (A) La bande est a environ 120kDa. (B) La bande est a environ
35kDa.

EGPB5 EGP

mAc a-ZEBOV GP

mAc a-B5

[ 4

k

Figure 35: Les particules EEV de MVL-EGP et de MVL-EGPB5 ont incorporé
respectivement EGP et ou EGPB5 dans leur enveloppe. La détection des
glycoprotéines EGP et EGPB5 est réalisée par immunomarquage. Des cellules BHK-21
ont été infectées avec MVL-EGP ou MVL-EGPB5 a une moi de 5. 24 heures apres
infection, les cellules sont fixées puis découpées en fine section avec un cryomicrotome.
Les particules sont marquées avec les anticorps indiqués couplés a des particules d’or
ultra small. Les glycoprotéines sont marquées (points noirs sur les images) avec
I'anticorps indiqué.
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présentées aux anticorps (Figure 33 B et D). Nous avons pu aussi observer une
fluorescence au niveau périnucléaire, (figure 33 A et C), lorsque les cellules sont
perméabilisées par traitement chimique (Triton X100) ce qui correspondrait a une

localisation au niveau de I'appareil de Golgi.
2.2.2.2.  Analyse par immunohistochimie

Pour réaliser le titrage des virus, des cellules BHK-21 sont infectées avec I'un des (4%)
et les virus sont détectés avec I'anticorps mAc a-ZEBOV GP. Cet anticorps est ensuite
détecté par un anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé a une peroxydase, la
horseradish peroxidase (HRP). En présence du substrat de la HRP, la plage de lyse prend
une couleur brune. Cela nous a permis de voir que les constructions MVL-EGP et MVL-
EGPB5 étaient stables : 98 a 100% des plages de lyses sont brunes, sur trois passages de

virus successifs.

2.2.2.3. Analyse par Western Blot

Des cellules BHK-21 ont été infectées avec I'un des deux virus recombinants a une
moi de 0,1. Vingt-quatre heures apres infection, les cellules sont arrondies (effet
cytopathique). Le surnageant de culture est prélevé afin de récupérer les formes virales
extracellulaires enveloppées (EEV). Les particules virales sont concentrées par une
ultracentrifugation a 49000 g pendant une heure. Les particules virales sont dénaturées
dans du tampon de Laemmli et déposées sur un gel SDS-PAGE, puis les protéines sont
transférées sur une membrane de polyfluorure de vinylidéne (PVDF). Les protéines sont
marquées avec le mAC a-ZEBOV GP et avec un anticorps monoclonal de lapin dirigé
contre B5 (mAc a-B5) pour vérifier la présence des formes EEV (la protéine B5 n’étant
naturellement exprimée que sur l'enveloppe des EEV). Apres révélation, on peut
apercevoir une bande aux environs de 120 kDa sur le film (figure 34) correspondant a la
membrane marquée avec le mAc a-GP et une bande aux environs de 35 kDa pour la
membrane marquée avec le mAc a-B5. Ces résultats suggerent que les deux protéines
sont incorporées sur l'enveloppe des EEV sans différence significative entre les deux
constructions MVL-EGPB5 et MVL-EGP. De plus, EGP et EGPB5 ont un poids moléculaire

d’environ 120 kDa, correspondant a la forme glycosylée de la glycoprotéine du virus
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Ebola (poids moléculaire de 75 kDa lorsqu’'EGP n’est pas glycosylée (Chan & Ward,
2012)).

2.2.2.4. Analyse par microscopie électronique

La présence d’EGP ou d’EGPBS5 sur les particules virales enveloppées a aussi été
analysée par microscopie électronique apres un immunomarquage avec des particules
d’or (Dr Daniele Spehner, IGBMC, Illkirch). Des cellules infectées sont fixées et les
particules virales EEV a la périphérie des cellules sont marquées avec le mAc a-ZEBOV
GP ou avec un anticorps polyclonal dirigé contre B5.

Nous pouvons observer (Figure 35) qu'EGP et EGPB5 sont incorporées dans
I'enveloppe des particules virales mais en faible quantité, moins d’une glycoprotéine
révélée en moyenne par EEV (0,41 et 0,71 pour respectivement MVL-EGPB5 et MVL-
EGP), sans différence significative entre MVL-EGPB5 et MVL-EGP (P20,05; test de
student). D’autre part, nous observons une diminution du nombre de glycoprotéines B5
détectables sur les particules virales enveloppées des virus recombinants comparé aux
particules EEV de MVL (résultats non montrés). D’autre part, il semblerait qu’il y ait plus
de protéines B5 détectables sur les virions MVL-EGP que sur les virions MVL-EGPB5
(8,77« 3,3 et 6,36 + 5,8 pour MVL-EGP et MVL-EGP B5; P<0,05 test de student), ce qui
signifie que la construction EGPB5 pourrait probablement géner l'incorporation de la
protéine B5 native sur la membrane des particules virales MVL-EGPB5.

En conclusion, les deux virus recombinants possedent la glycoprotéine d’Ebola a
la surface des virions enveloppés mais en faible quantité. La forme fusionnée EGPBS5,
dans laquelle un signal d’adressage a la surface des virons enveloppés de la vaccine a été
ajouté, n’a pas donné le résultat attendu. En effet, les glycoprotéines détectées sur MVL-
EGPB5 ne sont pas significativement plus nombreuses que celles détectées sur les

virions MVL-EGP.
2.2.3. Evaluation de I'innocuité des virus recombinants

Le virus MVL, vecteur viral utilisé pour la construction des virus recombinants,
s’est montré non virulent dans un modéle murin immunodéprimé, la souris Nude
(Dimier et al, 2011). Afin de déterminer si l'insertion de la glycoprotéine de I'espece
Zaire du virus Ebola ne modifie pas l'innocuité de MVL chez le modéle murin, nous

avons vacciné des souris Nude avec une dose de 10°pfu de MVL-EGP ou de MVL-EGPB5
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Figure 36 : L’insertion du géne d’EGP ou d’EGPB5 dans le génome de MVL n’altere
pas I'innocuité du vecteur viral MVL. Des groupes de 6 souris Nude ont été inoculées
avec les candidats vaccins par scarifications a la base de la queue. Les signes cliniques
d’infection et le changement du poids ont été observés pendant 56 jours.
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(dose vaccinale utilisée chez I'homme pour la vaccination antivariolique) par
scarification a la base de la queue. Les souris ont été observées et pesées pendant 56
jours (Figure 36). Aucun signe clinique n’a été observé chez les souris vaccinées avec les
candidats vaccins recombinants. De plus, comme pour les souris non vaccinées et les
souris vaccinées avec MVL, aucune perte de poids n’est observée chez les souris
vaccinées avec MVL-EGP et MVL-EGPBS5, contrairement aux souris témoins, vaccinées
avec la souche virale parentale a 'origine du vecteur viral, VACV-Lis 107. Tous les
animaux vaccinés avec ce dernier sont décédés apres 44 jours (Figure 36).

Ces résultats démontrent que l'insertion du gene de la glycoprotéine du virus
Ebola dans le génome viral n’a pas modifié I'innocuité du virus de la vaccine MVL,
considéré comme un virus de classe 2. Apreés ces travaux, le Haut Conseil des
Biotechnologies a accepté le déclassement de nos candidats vaccins de niveau de
sécurité biologique 3 au niveau 2, ce qui nous a permis de réaliser la suite de cette étude

en laboratoire P2 et en animalerie A2.

2.2.4. Evaluation des réponses immunitaires humorales anti-vaccine et anti-

glycoprotéine du virus Ebola

Afin d’évaluer 'immunogénicité des candidats vaccins bivalents, deux groupes de
six souris ont été vaccinées par scarification a la base de la queue avec trois doses
différentes de virus recombinant MVL-EGP ou MVL-EGPB5 (3, 4, 5 et 6 log DICTso).
Vingt-huit jours apres vaccination, le sang des souris a été prélevé par ponction
intracardiaque et le sérum isolé, décomplémenté a 56°C et testé pour la présence
d’anticorps anti-GP du virus Ebola et anti-virus de la vaccine par un test ELISA (sera
dilués au 1/20). Les résultats (figure 37A) indiquent que la vaccination a induit une
réponse humorale spécifique anti-GP d’Ebola chez quasiment toutes les souris quelle
que soit la dose utilisée (seulement deux souris vaccinées avec 3 log DICTso de virus
MVL-EGPB5 sont séronégatives). De méme, toutes les souris vaccinées, quelle que soit la
dose inoculée, sont séropositives pour la présence d’anticorps anti-vaccine (figure 37B).

En comparant les titres en anticorps anti-GP d’Ebola des souris vaccinées avec 5
log DICTso (dose classique du vaccin antivariolique) des deux candidats vaccins
bivalents (figure 38A), on peut observer que les deux virus recombinants induisent une
réponse humorale spécifique forte anti-GP du virus Ebola et que le titre moyen induit

par la vaccination avec MVL-EGP est nettement supérieur a celui induit par MVL-
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Figure 37 : Les candidats vaccins MVL-EGP et MVL-EGPB5 induisent une réponse
humorale spécifique anti-glycoprotéine du virus Ebola et anti-B5. Des souris
immunocompétentes ont été inoculées avec 3, 4, 5 et 6 log de chacun des candidats
vaccins par scarification a la base de la queue. Au bout de 28 jours, le sang est prélevé en
intracardiaque et les sérums sont analysés par ELISA vis a vis de la GP du virus Ebola (A)
ou du virus de la vaccine (B).
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EGPB5: 8333+£2610 pour MVL-EGP contre 1604+1306 pour MVL-EGPB5 (P<0,0001 ;
test de student).

Nous avons aussi mesuré une réponse humorale anti-vaccine forte (figure 38B)
induite par les candidats vaccins recombinants. Le titre moyen en anticorps anti-vaccine
induit par le candidat MVL-EGPBS5 est plus fort que celui des souris vaccinées avec MVL-
EGP, respectivement 7019+2863 et 2093+2071 (P<0.01; test de student). Le titre IgG
anti-VACV pour les souris vaccinées avec le virus VACV-Lis, est en moyenne de
173741191 et de 24172822 pour les souris vaccinées avec MVL. Ces résultats
suggerent que la réponse humorale anti-vaccine n’est pas altérée par l'insertion de la

glycoprotéine hétérologue.

2.2.5. Evaluation des réponses immunitaires cellulaires anti-vaccine et anti-

glycoprotéine du virus Ebola

Les rates des souris vaccinées avec 5 log DICTso de chacun des candidats vaccins
bivalents (paragraphe ci-dessus) ont été prélevées et dissociées mécaniquement. Les
splénocytes des rates ont été mis en culture avec des peptides synthétiques de la
glycoprotéine du virus Ebola (réponse spécifique anti-GP d’Ebola). La sécrétion d’'IFNy
est ensuite bloquée avec de la brefeldine A puis les cellules sont marquées en surface
(anticorps anti-CD4* et anti-CD8*) et au niveau intracellulaire (anticorps anti-IFNy).
L’analyse de la sécrétion spécifique d’IFNy par les LT CD4* et LT CD8* est réalisée en
cytométrie en flux.

Les résultats obtenus lors de ces expériences n’ont pas pu étre interprétés, la sécrétion
d’IFNy était trop faible méme avec les cellules témoins stimulées non spécifiquement
pour secréter de I'IFNy (avec du phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) et de la

ionomycine, sigma®), suggérant un défaut de blocage de la sécrétion d’IFNy.

Une méthode d’évaluation de la réponse cytotoxique in vivo est en cours de
développement au laboratoire (Banz et al., 2010), le premier essai réalisé a montré que
notre technique d’injection de splénocytes marqués au Carboxylfluorescein diacetate,
succinidyl ester (CFSE, invitrogen®) devait étre améliorée, le ratio des cellules
marquées CFSEhigh et CFSElow chez les souris témoins n’étant pas de 1 :1, il ne nous a pas

été possible d’évaluer la lyse spécifique par les cellules T cytotoxiques.
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Figure 38 : Les candidats vaccins MVL-EGP et MVL-EGPB5 induisent un titre élevé
d’anticorps anti-glycoprotéine du virus Ebola et anti-B5 a la dose de 105 pfu. Des
souris immunocompétentes ont été inoculées avec 10> pfu de chacun des candidats
vaccins par scarifications a la base de la queue. Au bout de 28 jours, le sang est prélevé
en intracardiaque et les sérums sont analysés par ELISA. (A) titrage des IgG anti-GP du
virus Ebola, (B) titrage des IgG anti-vaccine
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2.2. Conclusion

Dans ce travail, nous avons développé des candidats vaccins bivalents
antivarioliques et anti-Ebola, a partir d’'un virus de la vaccine souche Lister atténué,
MVL.

Nous avons cloné deux construits synthétiques de la glycoprotéine du virus Ebola
dans le vecteur viral MVL : une forme classique EGP et une forme chimérique EGPBS5,
mutées au niveau du site d’editing de ’ARNm pour ne pas synthétiser la forme soluble
sGP. Avec la construction EGPB5, nous pensions pouvoir augmenter le taux de
glycoprotéine a la surface des EEV de MVL, et permettre ainsi d’augmenter 'efficacité du
candidat vaccin. La trop faible présence de glycoprotéine de virus Ebola incorporée dans
I'enveloppe du virus de la vaccine recombinant pouvait étre en effet la cause de I’échec
des premieres tentatives de vaccination contre la fievre hémorragique a virus Ebola
avec un virus de la vaccine recombinant (Gilligan, 1997). Le choix du promoteur utilisé
ainsi que du locus d’insertion pouvait aussi étre a l'origine d'une biosynthese
insuffisante de la GP du virus Ebola. Nous avons utilisé le locus de la Délétion III et non
pas le locus de la thymidine kinase, qui est généralement utilisé pour l'insertion d’un
geéne hétérologue. Nous avons aussi utilisé un promoteur différent de celui utilisé par
Gilligan pour controler 'expression d’EGP et d’EGPB5. Nous avons utilisé le promoteur
pH5 qui est un promoteur précoce/tardif fort impliqué dans différents stades du cycle
de la réplication du virus de la vaccine alors que Gilligan avait utilisé le promoteur p7.5
qui est aussi un promoteur précoce/tardif mais induisant une expression génique plus
modérée. Le choix du promoteur p7.5 par Gilligan pourrait s’expliquer par la
cytotoxicité de la glycoprotéine du virus Ebola en cas de surexpression dans la cellule. La
modification de ces deux éléments (locus et promoteur) pourrait expliquer les titres
anticorps forts que nous avons obtenus par rapport a ceux obtenus par I'équipe de
Gilligan.

Nous avons cloné les deux inserts EGP et EGPB5 dans le vecteur viral MVL, isolé
et purifié ces virus recombinants. En culture cellulaire, nous avons pu démontrer que les
virus exprimaient tous les deux la glycoprotéine du virus Ebola. Nous avons détecté EGP
et EGPB5 au niveau périnucléaire et a la surface des cellules infectées par les deux virus,

par immunofluorescence. En Western Blot, nous avons pu détecter les glycoprotéines
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EGP ou EGPB5 glycosylées avec un anticorps monoclonal spécifique de la GP du virus
Ebola, sur les particules virales extracellulaires enveloppées des deux virus
recombinants. Nous avons aussi pu détecter la GP du virus Ebola par
immunohistochimie, ce qui nous a permis de montrer que les constructions étaient

stables (analyse faite sur trois passages successifs de virus).

Nous avons ensuite évalué les réponses humorales anti-vaccine et anti-GP du
virus Ebola. Nous avons pu mettre en évidence un titre fort en IgG anti-GP du virus
Ebola et anti-vaccine induit par les deux virus. Le titre en anticorps mesuré par Gilligan
en 1997, chez le cobaye, apres vaccination avec son candidat vaccin n’était alors que de
40 (inverse de la dilution) soit 200 fois plus faible que la réponse humorale induite par
MVL-EGP chez la souris. La réponse humorale forte anti-GP du virus Ebola nous indique
aussi qQU'EGP et EGPB5 se replient convenablement a la surface des cellules afin d’étre

présentées aux anticorps.

Les images de microscopie montrent que le nombre de GP du virus Ebola
incorporée dans I’enveloppe des particules de virus recombinants, MVL-EGPB5 et MVL-
EGP, reste faible (moins d'une glycoprotéine détectée par particule virale), et le nombre
de B5 sur l'enveloppe semble diminué par rapport au vecteur MVL. Ces résultats

pourraient étre expliqués par au moins deux hypotheéses :

. Nous avons utilisé un anticorps monoclonal pour détecter la GP du virus
Ebola. Si nous avions pu utiliser un anticorps polyclonal comme pour B5, nous aurions

pu fixer plusieurs épitopes et donc détecter plus de molécules d’EGP et d’EGPB5.

. Le géne codant la protéine B5 native de la vaccine n’a pas été délété du virus
et donc B5 non modifié peut étre incorporé a la surface des particules virales,
concomitamment avec la GP du virus Ebola. Il se pourrait qu’il y ait un encombrement
stérique ou une compétition qui génerait l'incorporation des glycoprotéines dans

I'enveloppe des EEV.

Contrairement a notre objectif initial, les particules virales MVL-EGPB5 ne

possédent pas plus de GP sur leur enveloppe que les particules MVL-EGP et le titre en
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Figure 39 : Prédiction de domaine coiled-coil dans les glycoprotéines B5, EGP et
EGPBS5. Prédiction de domaine coiled-coil dans les glycoprotéines: B5 du virus de la
vaccine, GP du virus Ebola et la protéine chimérique EGPB5, a partir des séquences
nucléotidiques d’apres le logiciel « COILS - prediction of coiled coil regions in

proteins » (http://ww.ch.embnet.org/COILS_form.html)
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anticorps anti-GP du virus Ebola obtenu apreés vaccination avec le premier candidat
vaccin n’est pas plus élevé que celui obtenus avec MVL-EGP.

Un travail récent sur les glycoprotéines B5 et A33 du virus de la vaccine, montre que
I'incorporation de B5 dans I'enveloppe de la particule virale, nécessite une interaction
avec la protéine A33 (Chan & Ward, 2010, 2012). En effet, il semblerait d’apres cette
étude que, le domaine coiled-coil (super-hélice o) de B5 interagisse avec A33 pour que
la protéine de surface B5 soit correctement incorporée dans I’enveloppe des particules
virales EEV.

Dans la construction EGPB5 nous avons inséré les 126 derniers nucléotides de la
séquence de B5R (42 acides aminés), comme I'a décrit Katz dans son travail (Katz et al.,
1997), or cette séquence (de I'acide aminé 275 a 317) ne code pas entierement pour le
domaine coiled-coil de B5 (de l'acide aminé 250 a 280) (figure 39). Ainsi cette
construction ne permet vraisemblablement pas l'interaction entre A33 et le domaine
transmembranaire de B5 fusionné a la GP d’Ebola ; ce qui pourrait expliquerait la faible

incorporation d’EGPB5 a la surface des virions enveloppés.
2.3. Matériels et méthodes

Cellules, protéine et virus.

Le virus MVL est un virus de la vaccine dans lequel les régions I, II, Il et V sont délétées
(décrit dans l'article (Dimier et al, 2011)) produit sur des cellules BHK-21 (rein de
hamster nouveau-né ; ATCC CCL-10) cultivée avec du milieu Glasgow minimun essential
medium (GMEM, Gibco) complémenté avec 10 % de tryptose broth phosphate, 25 mM
d’hépes, 10 % de sérum de veau feetal (SVF) et 100 Ul/ml de pénicilline + 100 IU/ml
streptomycine (ATB). Le virus a été titré sur BHK-21 et sur cellules Vero (ATCC 81)
cultivées avec du milieu M199 (Gibco) complémenté avec 5 % de SVF et 1 % d’ATB.

Production et purification de la glycoprotéine du virus Ebola.
La GP du virus Ebola est produite en cellules 293, cultivée en présence de milieu
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) complémenté avec 10% SVF et 1%
d’ATB. La transfection des cellules est réalisée lorsque 60% des cellules sont a
confluence avec du JetPEI (Polyscience). 120ug de plasmide pDisplay-HA-GP-ATM
(ampicilline résistant, étiquette HA de la grippe ajoutée en N-terminal, plasmide fourni

par le Dr Erica Ollmann Saphire, SCRIPPS, La Jolla, Etats-Unis) amplifié en bactérie DH5
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alpha et purifié par maxiprep (Qiagen) sont mixés avec le JetPEI, le mélange est ensuite
incubé pendant 30 minutes a température ambiante. Le surnageant de culture contenant
la protéine EGP soluble est récupérée trois jours post-transfection. Le surnageant est
ensuite traité avec un cocktail d’'inhibiteur de protéase (Roche) puis filtré et dilué au
demi dans du PBS froid. La protéine est purifiée sur colonne d’agarose ayant une affinité
pour la HA de la grippe. EGP est éluée avec une solution de PBS 1mg/ml du peptide HA
de la grippe. La pureté de I'élution est analysée par western blot avec un anticorps
primaire anti-HA dilué au 1/200 (Pierce) et un anticorps secondaire anti-IgG de lapin

(Jackson ImmunoResearch).

Clonage des plasmides et PCR pour I'insertion des génes.
Le protocole est décrit dans larticle (Dimier et al, 2011) («materials and
methods » paragraphe :Molecular cloning and PCR). Les inserts sont flanquées des
sites de restriction EcoRI et Smal et sont sous le contréle du promoteur fort pH5 du
virus de la vaccine. Les séquences génomiques des inserts EGP et EGPB5 sont décrites

dans 'annexe 3.

Isolement des virus recombinants.
Le protocole de transfection est décrit dans l'article (Dimier et al, 2011). Les
transfections sont réalisées avec des cellules BHK-21. Les virus recombinants sont isolés
grace a une pression sélective ajoutée au milieu de culture. Les virus sont répliqués dans
du milieu liquide avec une pression sélective. Les lysats cellulaires récupérés nous ont
servis a infectées de nouvelles cellules en présence de milieu sélectif liquide.
L’amplification du virus est réalisée plusieurs fois en milieu liquide sélectif puis
quelques plages de lyses ont été isolées dans du milieu solide, sans pression sélective,
apres observation au microscope de 'absence de fluorescence. La présence de l'insert
est vérifiée par PCR avec des amorces ciblant les régions flanquantes de la Délétion III

(protocole et description des amorces dans l'article (Dimier et al., 2011)).

Immunofluorescence.
Les expériences d'immunofluorescence ont été réalisées avec des cellules BHK-21 mises
en culture sur des chambres Labtek puis infectées a une multiplicité d’infection (moi)

d’1 pfu/cellule avec les virus MVL-EGP, MVL-EGPB5 ou MVL sur la nuit a 37°C sous 5 %
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de CO2. Les cellules sont ensuite fixées avec du paraformaldéhyde 4 % (Formalin
solution, sigma) 20 minutes, lavées avec du tampon phosphate (PBS) 2 fois 5 minutes a
température ambiante. Pour réaliser un marquage intracellulaire, les cellules ont été
incubées avec 0,5 %, triton X-100 pendant 5 minutes puis lavées avec du PBS. Pour
limiter les fixations non spécifiques des anticorps, les lames sont préalablement saturées
avec du PBS - 2 % albumine sérique bovine (BSA), 5 minutes a température ambiante
puis les cellules sont incubées avec I'anticorps mAc a-ZEBOV GP (5A12, fourni par le Pr
V. Volchkov) dilué au 1:500 dans du PBS - 2 % BSA sur la nuit a 4°C ou 30 minutes a
37°C. L'incubation avec l'anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé a un
fluorochrome Alexa Fluor 546 (invitrogen) dilué au 1 :1000 dans du PBS - 2 % BSA a été
réalisée pendant 30 minutes a 37°C. Le marquage des noyaux a été réalisé avec du DAPI
dilué au 1:100 dans du PBS pendant 10 minutes a température ambiante. Apres 3
lavages avec du PBS - 2 % BSA, les lamelles sont montées dans du milieu de montage

Eukitt. Les lames ont été observées avec le microscope 1X81 (Olympus).

Immunohistochimie.
Le titrage des virus a été réalisé sur des cellules BHK-21 dans des plaques 12 puits. Les
cellules sont infectées avec MVL-EGP ou MVL-EGPB5. Aprés 1h d’infection a 37 % sous 5
% de CO2, du milieu de culture pour cellules BHK21 contenant 3,2 % de
carbomethylcellulose (CMC, VWR International Ltd) sont ajoutés dans chaque puits. La
couche de CMC est éliminée 48h apres infection et les cellules sont fixées avec du
paraformaldéhyde 4 % pendant 20 minutes a température ambiante puis
perméabilisées avec du triton X-100 pendant 5 minutes. Les foyers viraux sont marqués
avec le mAc a-ZEBOB GP (1:500) pendant 1h a 37°C puis avec I'anticorps secondaire
anti-IgG de souris couplé a la HRP (1 :500) pendant 1h a 37°C. Les cellules sont ensuite
incubées avec 0,7 mg/ml de 3,3’-diaminobenzidine (DAB, Sigma Aldrich) dilué dans du
PBS, pendant 20 minutes a 37°C. Lorsque les plages de lyse deviennent visibles
(coloration brune) le DAB est éliminé et les cellules lavées avec de I'eau. Les plages de

lyse sont comptées manuellement avec une loupe binoculaire.

Western Blot.
L’'incorporation de EGP dans les enveloppes des EEV est analysée par Western Blot, des

cellules confluentes infectées avec les virus MVL-EGP, MVL-EGPB5 et MVL a une moi de
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0,1 et présentant un effet cytopathique (ECP) de 100 % (cellules arrondies). Les
surnageants sont prélevés, centrifugés deux fois a 4500 g puis a 49000 g pendant 2h a
4°C. Les culots de virus sont repris dans du tampon Tris 10 mM a pH 8. Les protéines
sont dénaturées dans du tampon Laemmli 6X et chauffées 5 minutes a 95°C. Les
protéines sont ensuite séparées sur un gel SDS-polyacrylamide 12 % et transférées sur
une membrane PVDF. Les membranes sont saturées avec du tampon de blocage (PBS,
0,1 % Tween 20 ; 5% lait) 30 minutes a température ambiante pour limiter les fixations
non spécifiques des anticorps. Apres trois lavages de 15 minutes avec du PBS, 0,1 %
Tween 20, les membranes sont incubées avec le mAC a-ZEBOV GP ou le mAc o-B5 dilué
au 1:1000 dans du tampon de blocage sur la nuit a 4°C, lavées trois fois puis incubées
avec l'anticorps secondaire couplé a la HRP (anti-souris ou anti-lapin, Jackson
Immunoresearch) dilué au 1:10000 dans le tampon de blocage. La présence des

protéines est révélée par chimioluminescence en utilisant le kit Novex ECL (Invitrogen).

Expérimentation animale
Les expériences animales ont été réalisées chez des souris en conformité avec les regles
nationales sur I'emploi d’animaux de laboratoire pour la recherche et ont recu une

autorisation du comité d’éthique du lieu de 'expérimentation (IRBA).

Evaluation de I'innocuité des candidats vaccins MVL-EGP et MVL-EGPB5. Le
protocole est décrit dans l'article (Dimier et al., 2011). L’expérience a été réalisée dans le
laboratoire NSB3 de l'unité de virologie, IRBA. Briévement des souris nude sont
anesthésiées puis inoculées avec MVL-EGPB5, MVL-EGP, MVL ou VACV-Lis par
scarification a la base de la queue, avec 5 log de chacun des candidats vaccins. Une
pustule caractéristique est observée sur le site de scarification, au bout de 8 a 10 jours,
témoignant d’'une bonne prise vaccinale. Les signes cliniques sont observés et les souris

sont pesées pendant 8 semaines.

Evaluation de la réponse humorale anti-GP d’Ebola et anti-VACV.
Le titre en IgG anti-EGP et anti-VACV est déterminé par ELISA. Des souris immunisées
sont anesthésiées au pentobarbital, le sang et la rate sont prélevés. Les sérums des
souris sont décomplémentés a 56°C pendant 30 minutes. Des plaques 96 puits

(Maxisorb, NUNC) sont recouvertes avec 100 ng de protéine EGPAmuc / puits (délétée
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de leur domaine mucine-like afin que la protéine soit soluble. EGPAmuc est produite au
laboratoire a partir du plasmide fourni par le Dr Erika Ollmann Saphire, SCRIPPS, La
Jolla, Etats-Unis (Lee et al, 2009) et) ou avec 106 pfu/puits de virus IHD-J purifié sur
gradient de sucrose et inactivé au psoralene + UV (1h a température ambiante) dilué
dans un tampon carbonate (NazCO3), sur la nuit a 4°C. Les puits sont saturés avec un
tampon de blocage (PBS, 0.1% Tween 20, 2 % BSA, 10% SVF) pendant 1h a température
ambiante. Les sérums de souris sont dilués (1 :20 (séroconversion) ou en dilution limite
(titrage)) dans le tampon de blocage 0,5 X puis incubés 1h a température ambiante.
Apres 3 lavages avec du PBS, 0,5 % Tween 20, un anticorps secondaire anti-IgG de souris
(1:5000 dans du tampon de blocage 0,5 X) couplé a la HRP est incubé 1h a 37°C. Le
substrat de la HRP le 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidine (TMB) est ensuite ajouté dans les
puits (30 minutes a température ambiante) puis la réaction est arrétée par acidification
du TMB (Sigma) avec 0,5M de H2S04, induisant une coloration jaune de la solution lisible

au lecteur de plaque EL 800 (BIO-TEK instruments) a la longueur d’onde de 450 nm.

Evaluation de la réponse cellulaire T anti-GP d’Ebola et anti-B5.

Pour mesurer la réponse cellulaire T, le pourcentage de LT CD4+ et LT CD8+ sécréteur
d’'IFNy est déterminé par cytométrie en flux. Les splénocytes prélevés dans les rates de
souris immunisées sont incubés avec un mélange de peptides synthétiques d’EGP,
composés de 15 acides aminés et se chevauchant (Protéogenix, Illkirch, France) et les
anticorps anti-CD28 et anti-CD49d, 2h a 37°C sous 5 % de CO..

Pour la réponse cellulaire anti-VACV, le protocole est décrit dans I'article (Dimier et al.,
2011). Brievement, des DC immatures obtenues a partir de moelle osseuse de fémur de
souris (fournies par Yannick Trescos) sont infectées avec du virus de la vaccine puis
incubées avec les splénocytes des animaux vaccinés pendant 2h a 37°C. La sécrétion
d'IFNy est bloquée avec de la Brefeldine A (BFA, Sigma) pendant 4h a 37°C. Les
splénocytes sont ensuite marqués avec des anticorps monoclonaux anti-CD8b2 couplé a
la fluoroscein isothiocyanate (FITC, BD Biosciences), anti-CD4 couplé a
I'allophphycocyanine (APC, BD Biosciences), fixés et perméabilisés avec le kit BD
cytofix/cytoperm (BD biosciences). L’IFNy intracellulaire est marqué avec un anticorps
monoclonal anti-IFNy couplé a la phycoerythrine (PE, BD Biosciences). Les cellules sont

ensuite fixées avec du paraformaldéhyde 2 % dilué dans du PBS. L’analyse est réalisée
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avec le cytometre FC500 (Beckman Coulters, Miami, FL) et les données sont analysées

avec le logiciel Cytomics RXP (Beckman Coulters).

Evaluation de la réponse cytotoxique anti-GP d’Ebola.
Des splénocytes de souris naives pour le virus Ebola sont séparés en deux populations :
P1 et P2. La population P1 est incubée avec un mélange de peptides synthétiques d’EGP
a 10 pg/ml. P1 est ensuite marquée avec une concentration faible de
Carboxylfluorescein diacetate, succinidyl ester (CFSE, Invitrogen) : 0,4 uM (CFSEl°v). La
population P2 est marquée avec une concentration élevée de CFSE: 4 uM (CFSEhigh),
pendant 15 minutes a température ambiante. Les populations P1 et P2 sont mixées a un
ratio 1 :1 et injectées aux souris vaccinées. Les rates des souris sont prélevées 16h apres
injection et les cellules sont analysées au cytometre FC500 (Beckman Coulters). Le
pourcentage de lyse spécifique correspond au ratio : 1-(P1 CFSElow / P2 CFSEhigh des
souris immunisées) / (P1 CFSElow / P2 CFSEhigh des souris témoins non

vaccinées) x 100.

Analyses statistiques.
L’analyse statistique des données de microscopie et des titrages d’anticorps a été
réalisée avec le test de student et I'analyse des données de la perte de poids a été

réalisée avec le test de comparaison multiple des variances de Dunnett (ANOVA).
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Le but de cette étude était de développer un candidat vaccin antivariolique et un
candidat vaccin bivalent antivariolique et anti-virus Ebola, réplicatif et atténué, a partir
d’'un clone du virus de la vaccine souche Lister (VACV-Lis 107), souche vaccinale
antivariolique ayant fait ses preuves lors de la campagne d’éradication de la variole

menée par 'OMS.

Dans un premier temps, nous avons caractérisé les candidats vaccins
antivarioliques atténués, obtenus a partir de délétions ciblées dans le génome de VACV-
Lis 107, selon le schéma de délétion de la souche atténuée non réplicative MVA. Les
candidats vaccins sélectionnés sont réplicatifs et atténués. Leur innocuité, leur
immunogénicité et leur efficacité vaccinale ont été évaluées dans des modéles murins.
Seulement deux candidats se sont montrés aussi efficaces et immunogenes que le vaccin
traditionnel et ne sont pas pathogenes pour la souris immunodéficiente, a une dose de
10> pfu de virus, qui était la dose administrée a 'homme dans le cadre de la vaccination
antivariolique. Nous avons choisi le meilleur des deux candidats vaccins (le plus atténué
en culture cellulaire humaine) et nous I'avons nommé Modified Vaccinia Lister (MVL).
Ce candidat vaccin pourrait compléter la gamme des vaccins antivarioliques atténués de
troisiéme génération. Il semble aussi efficace que les vaccins de 1¢re génération mais ne
devrait pas induire autant de complications post-vaccinales. Pour son développement, il
est nécessaire d’évaluer son efficacité a long terme, dans le modeéle murin dans un
premier temps afin de caractériser le protocole de vaccination antivariolique (une seule
vaccination ou nécessité d’'un ou plusieurs rappels, comme c’est le cas de la souche MVA,
dont l'efficacité décroit avec le temps.). Le systeme immunitaire murin étant différent de
celui de I'homme, il est nécessaire de se rapprocher du modele humain avant de passer
aux essais cliniques, et de tester I'innocuité et I'efficacité du candidat vaccin MVL chez
des modeles PNH, qui est le modéle animal le plus proche génétiquement et

immunitairement de ’homme.

Dans un deuxieme temps, nous avons développé un candidat vaccin bivalent
antivariolique et anti-fievre hémorragique a virus Ebola, a partir du candidat vaccin
MVL. Nous avons construit deux candidats vaccins bivalents exprimant d’'une part, le
géne entier de la glycoprotéine du virus Ebola et d’autre part, un gene chimérique

exprimant 'ectodomaine de la glycoprotéine du virus Ebola fusionné aux domaines
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transmembranaire et intracytoplasmique de la glycoprotéine B5 du virus de la vaccine
(respectivement nommés MVL-EGP et MVL-EGPB5). Ces deux virus recombinants ont
été caractérisés en culture cellulaire. Ils sont capables d’induire la synthese de la
glycoprotéine du virus Ebola; celle-ci semble fortement glycosylée, signifiant qu’elle
suivrait la voie de maturation de la glycoprotéine du virus Ebola et migrerait a travers le
Golgi. IlIs sont aussi capables d’incorporer cette protéine dans I'’enveloppe de leurs
formes EEV bien qu’en faible quantité. Cependant, des études pour caractériser la
production d’EGP et EGPB5 sont encore nécessaires afin de déterminer les quantités de
production des glycoprotéines ou encore le ration GP cytoplasmique / GP membranaire.

Leur innocuité a ensuite été testée dans un modele murin immunodéprimé,
montrant que MVL-EGP et MVL-EGPB5 sont aussi stirs que MVL: pas d’apparition de
pathogénicité par l'insertion de la glycoprotéine hétérologue d’'un virus de classe 4. La
réponse anticorps a ensuite été évaluée par un test ELISA, montrant que MVL-EGPB5 et
MVL-EGP sont capables d’induire un fort titre en anticorps anti-GP du virus Ebola et
anti-vaccine.

Nous avons aussi prévu d’évaluer prochainement au P4 Jean Mérieux de Lyon, le
titre en anticorps neutralisants anti-GP dans les sérums de souris prélevés apres

vaccination avec 5log pfu de MVL-EGP et MVL-EGPB5.

La construction chimérique EGPB5 supposée améliorer l'incorporation d’EGP
dans la membrane des EEV de MVL, n’a pas permis d’obtenir un candidat vaccin plus
efficace. Une étude récente a mis en évidence une région superenroulée (région coiled-
coil) dans le domaine transmembranaire de la glycoprotéine B5 du virus de la vaccine
(Chan & Ward, 2012) qui joue un réle primordial dans lincorporation de la
glycoprotéine dans I'’enveloppe virale. Dans la construction EGPB5, nous avons tronqué
ce domaine, inhibant ainsi 'interaction de B5 avec une autre glycoprotéine du virus de la
vaccine (A33) et par conséquent réduisant 'incorporation de la protéine chimérique
EGPB5 dans la membrane des EEV. Dans la suite de ces travaux, nous avons prévu de
restaurer cette région superenroulée dans la protéine chimérique (EGPB5*) et d’isoler
un nouveau virus recombinant exprimant cette protéine chimérique (MVL-EGPB5*).
Nous avons ensuite prévu de caractériser la synthése d’EGPB5* du nouveau candidat
vaccin bivalent en culture cellulaire puis d’évaluer I'innocuité et 'immunogénicité de

MVL-EGPB5* (réponse humorale et réponse cellulaire CD4*, CD8* et CTL). Ces
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expérimentations se feront directement chez le cobaye (et non plus chez la souris) qui
est le modele animal du P4 Jean Mérieux pour une infection avec le virus Ebola. Nous
prévoyons en effet de tester I'efficacité de la protection vaccinale induite par nos deux
candidats vaccins recombinants MVL-EGPB5* et MVL-EGP contre une infection létale
avec un virus Ebola espéce Zaire souche Mayinga, adaptée au cobaye développée au P4
Jean Mérieux. Si nous obtenons de bons résultats chez le cobaye, nous pourrons alors
envisager des expérimentations chez le modele primate qui est le modele animal le plus

proche de 'homme.

En conclusion, il existe des candidats vaccins antivarioliques pour remplacer les
vaccins historiques efficaces mais responsables de complications post-vaccinales et qui
aujourd’hui, ne pourraient pas étre administrés aux sujets présentant une contre-
indication. Ces candidats vaccins comme la souche MVA sont siirs a cause de leur
caractére non réplicatif en cellules humaines. Ils restent cependant nettement moins
immunogenes que les vaccins de 1¢ génération et devraient nécessiter plusieurs
injections a des doses tres élevées (essais cliniques en cours) pour induire une immunité
similaire a celle induite par les souches NYCBH (Vaccin Dryvax ) et Lister et obtenir leur
AMM. Leur évaluation au cours des derniers essais cliniques montre qu’il pourrait étre
nécessaire de développer de nouveaux vaccins antivarioliques. Notre candidat vaccin
MVL pourrait étre une alternative a une trop faible immunogénicité de ces vaccins de
3¢éme génération. Contrairement a MVA, MVL protége I'animal contre une épreuve létale
de cowpox virus avec une dose similaire a celle du vaccin historique. En outre, il
n’entraine qu’une faible morbidité chez la souris immunodéprimée et pourrait avoir une
forte atténuation chez ’homme. Il pourrait donc compléter effectivement la gamme des

vaccins antivarioliques de 3¢me génération.

Les virus de la vaccine sont aussi de bons outis de génie génétique. L'insertion de
geénes hétérologues dans leur génome se fait aisément par recombinaison homologue.
Ces virus peuvent ainsi étre facilement utilisés dans le domaine de la vaccinologie. Les
souches de vaccines MVA et NYVAC constituent des vecteurs viraux utilisés actuellement
dans le développement de candidats vaccins pour la protection contre plusieurs
maladies infectieuses et différents types de cancer (Gomez et al, 2011). Des résultats

encourageants ont été obtenus dans certains cas avec une protection partielle contre la
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maladie. L’utilisation du virus recombinant MVL pourrait permettre d’obtenir une
meilleure efficacité grace a une meilleure immunogénicité en raison de sa capacité a se
répliquer.

Au cours de ce travail, nous avons développé un vecteur MVL-EGP qui induit une
forte réponse immunitaire humorale contre la glycoprotéine du virus Ebola. Ce résultat
encourageant permet d’espérer que ce type de candidat vaccin pourrait étre efficace
pour protéger I'animal contre une infection a virus Ebola. Ainsi, ce candidat vaccin
pourrait compléter les quelques vecteurs viraux anti-Ebola qui sont actuellement en
développement. Le virus de la vaccine qui a été longuement utilisé chez 'homme pour
’éradication de la variole pourrait en effet étre mieux toléré que 'adénovirus, le virus de

la stomatite vésiculaire et le paramyxovirus qui constituent ces vecteurs.
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Annexe n°1: Stratégie employée pour créer les délétions génomiques ciblées dans le
génome du clone viral VV-Lis 107
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Annexe n°2: Liste des différents essais précliniques et cliniques en cours sur des

vaccins utilisant un vecteur viral de type virus de la vaccine (Gomez et al., 2011).

A: Preclinical Studies

Target Disease Animal Model Vaccine Antigen Immune Response Efficacy References
Viral Infections
. RG . .
Mice MVA-RG . . Neutralizing Ab Protection [171]
Rabies (rabies glycoprotein)
Mice NYVAC-RG RG ND Protection [32]
HLA-I transgenic Potent and long-
R g MVA-HCV TG4040 NS3, NS4, NS5B lasting CD4+ and Cross-protection [172]
mice
CD8+ T cell responses
P: DNA-CETEZ + Protection during the
HCV DNA-NS3 R t HCV- ifi
Chimpanzees S C (core), E1, E2, NS3 f)bus CV-specific acute period but not in [173]
B: MVA-CE1E2 + immune responses .
the chronic phase
MVA-NS3
Nati d modified
HLA.A2.1 mice MVA-E1E2 ative andmodiiie Th1 response ND [174]
El and E2
P: MVA-
Mice and rabbits B: Ad SS S (spike glycoprotein) Neutralizing Ab ND [175]
Rhesus monkeys MVA-S S Neutralizing Ab Protection [176]
SARS
SorN 1 id
Ferrets MVA-S or MVA-N or N (nue .eocap51 Neutralizing Ab No protection [177]
protein)
Mice MVA-S S Neutralizing Ab Protection [178]
H (h lutini Thl tralizi
Mice and rat MVA-H (hemagg u‘ 1 and neutralizing Protection [179]
glycoprotein) Ab
F (fusi tei CTL and neutralizi
Measles Newborn macaques MVA-FH (fusion protein) and neutralizmg Protection [180]
and H Ab
TL lizi
Macaques MVA-FH Fand H ¢ a“dzz“tra 1Z1ng Protection [181]
C-terminally truncated
1 tein fi
MVA-DEN?2 or envelope protein from Neutralizing Ab Protection
Dengue Rhesus monkeys dengue type 2 (DEN2) [182]
MVA-DEN4 (MVA-DEN2) (MVA-DEN2)
or type 4 (DEN4)
virus
HA (h lutini Al llular re-
Horses MVA-HA or NP (hemagglutinin), band cellular re Protection [183]
NP (nucleoprotein) sponses
EIV
Ab and cellular re-
Horses MVA-HA or NP HA, NP and ceflfarre ND [184]
sponses
pp65 (tegument protein)
HLA.A2.1 mice pp65-IE1I-MVA and IE1 (immediate Robust primary CMI ND [185]
early gene product)
'ULS5 (surface glycopro-
CMV i H 1 and cellul
Mice Tx recipient MVA-CMV tem),.UL83 (tegument umoral and cellular ND [186]
protein) and UL123/e4 responses
(nuclear protein)
. gB (soluble glycopro- | Neutralizing Ab and
M MVA-gB680 ND 187
ice g tein B) CTLs (187]

229







Ann

exes

A: Preclinical Studies

Target Disease Animal Model Vaccine Antigen Immune Response Efficacy References
Viral Infections
CDV Ferrets NYVAC-CDV F and HA Neutralizing Ab Protection [188]
Horses NYVAC-64 gene 64 CMI No protection [189]
1 H 1 1lul
Hamsters MVA-gC Complement r.eceptor umoral and cellular ND [190]
EHV glycoprotein C responses
Ponies MVA-IE fmmediate carly (IE) CMI Protection [191]
gene
Mice MVA-F and MvA-G | | (fusion protein) and | Humoral and Th1 No protection [192]
G (attachment protein) responses
Infant macaques MVA-F and MVA-G Fand G Low AD levels No protection [193]
RSV
Mice MVA-RSV Fand G Humoral response Protection [194]
Calves MVA-bRSV Fand G Humoral and cellular Protection [195]
responses
M f th
. MVA-JEV + (DNA- | PrM (precursorofthe o oo 1BV immune
Mice membrane) and E ND [196]
B7.1 or DNA-B7.2) . responses
(envelope protein)
IEV Swine MVA-JEV prM and E Neutralizing Ab Protection [197]
Mice MVA-JEV prtM and E Neutralizing Ab Protection [198]
Rhesus monkeys NYVAC-JEV prM, E, NS1 Neutralizing Ab Protection [199]
Swine NYVAC-JEV prM, E, NS1 Neutralizing Ab Protection [200]
Mice MVA-HA HA (H5N1) Aband CTL Protection [201]
responses
Ab and CTL
Mice MVA-HA-NP HA and NP (HIN1) and € Protection [202]
responses
A TL
Mice MVA-HA, NP HA, NP band € Protection [203]
responses
Influenza - i
Cynomolgus macaque | MVA-HA-VN/04 HA (H5N1) Cross-reactive A Protection [204, 205]
response
Pigs NYVAC-HA HA (H5N1) Ab response Partial protection [206]
(19/21)
MVA-H1- Al TL re-
Mice Ca HA and NA (HIN1) band CTL re Protection [207]
MVA-N1-Ca sponses
Ferrets MVA-HA HA (HIN1) Robust Ab response Protection [208]
Bacterial Diseases
Mycobacterial myco-
. . P: BCG . .
Guinea pigs lyltransferase antigen Cellular response Protection [209]
B: MVA-85A
85A
Tuberculosis P:B
Cattle cG 85A Cellular response ND [210]
B: MVA-85A
P:B ific CD4+
Mice G 85A Specific CD4+ and Protection [211]
B: MVA-85A CD8+ T cell responses
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A: Preclinical Studies

Target Disease Animal Model Vaccine Antigen Immune Response Efficacy References
Bacterial Diseases
Mice MVA-64 Early secreted protein Ab and CTL re- ND [212]
MPT64 sponses
P: BCG .
Rhesus macaques 85A Cellular response Protection [213]
B: MVA-85A
fubereulost Cattle P: BCG 85A Long lasting cellular Protection [214]
B: MVA-85A response
P : ESAT6-85B fusi
. . usion 85A, 85B, ESATG, Long lasting cellular .
Mice protein . Protection [215]
HSP60 and Mtb39 immune response
B : MVA/IL15/5Mtb
Parasitic Disease
ROP2 (transmem-
Mice MVA-ROP2 brane protein of Ab response ND [216]
Toxoplasmosis PVM)
P: DNA-GRA4 RA4 1 A [lul -
Mice NA-G G (d.ense granule b and cellular res Protection [217]
B: MVA-GRA4 antigen 4) ponses
P: DNA-TRYP TRYP (t doxi
Mice (ryP arecoxin Cellular response Protection [218]
B: MVA-TRYP peroxidase)
. P: DNA-LACK Protecti inst
Mice LACK (p36) Cellular response r(? e¢ 1011. agalr.1s [219]
B: MVA-LACK Leishmania major
. . . P: DNA-LACK Protection against
Leishmaniosis M LACK (p36 Cellul 220
! 1ee B: MVA-LACK (p36) eHular response Leishmania infantum (2201
P: DNA-LACK Protecti inst
Dogs ¢ LACK (p36) Cellular response TO e 19n ég'funs [221]
B: MVA-LACK Leishmania infantum
P: DNA-TRYP TRYP i Thl 1lu-
Dogs N. (tryparedoxm Aand memory cellu Protection [222]
B: MVA-TRYP peroxidase) lar immune responses
B: Clinical Studies
Target Disease Clinical Trials Vaccine Antigen Immune Response Efficacy References
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B: Clinical Studies
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Les références citées sont celles de I'article ; se référer a celui-ci pour plus de renseignements (Gomez et

al, 2011).
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Annexe n°3: Séquences de la glycoprotéine d’Ebola (EGPB) et de la glycoprotéine

chimérique (EGPB5) vaccinisées.

EGP:

GAATTCGAGTAACTGGAATTTTACAATTACCAAGAGATAGATTTAAAAGAACTTCTTTCTTCTTATGGGT

AK?%ATTTTATTTCAAAGAACTTTCTCTATTCCATTAGGAGTAATTCATAATTCTACTTTACAAGTATCTGATGT
AGATAAGTTAGTATGTAGAGATAAGTTATCTTCTACTAATCAATTAAGATCTGTAGGATTAAACTTAGAAGGAA
ATGGAGTAGCTACTGATGTACCATCTGCTACTAAAAGATGGGGATTTAGATCTGGAGTACCACCAAAAGTAGTCA
ATTATGAAGCTGGAGAATGGGCTGAAAATTGTTATAATTTAGAAATTAAAAAACCAGATGGATCTGAATGTTTA
CCAGCTGCTCCAGATGGAATTAGAGGATTTCCAAGATGTAGATATGTACATAAAGTATCTGGAACTGGACCATGT
GCTGGAGATTTTGCTTTTCATAAAGAAGGAGCTTTCTTCTTATATGATAGATTAGCTTCTACTGTAATTTATAGA
GGAACTACTTTTGCTGAAGGAGTAGTAGCTTTCTTAATTTTACCACAAGCTAAAAAAGATTTCTTCTCTTCTCAT
CCATTAAGAGAACCAGTCAATGCTACTGAAGATCCATCTTCTGGATATTATTCTACTACTATTAGATATCAAGCT
ACTGGATTTGGAACTAATGAAACTGAATATTTATTTGAAGTAGATAATTTAACTTATGTACAATTAGAATCTAG

ATTTACTCCACAATTCTTATTACAATTGAATGAAACTATTTATACTTCTGGAAAAAGATCTAATACTACTGGAAA
ATTAATTTGGAAAGTCAATCCAGAAATTGATACTACTATTGGAGAATGGGCTTTCTGGGAAACTAAAAAAAATT

TAACTAGAAAAATTAGATCTGAAGAATTATCTTTTACTGTAGTATCTAATGGAGCTAAAAATATTTCTGGACAAT
CTCCAGCTAGAACTTCTTCTGATCCAGGAACTAATACTACTACTGAAGATCATAAAATTATGGCTTCTGAAAATT
CTTCTGCTATGGTACAAGTACATTCTCAAGGAAGAGAAGCTGCTGTATCTCATTTAACTACTTTAGCTACTATTT

CTACTTCTCCACAATCTTTAACTACTAAACCAGGACCAGATAATTCTACTCATAATACTCCAGTATACAAATTAG

ATATTTCTGAAGCTACTCAAGTAGAACAACATCATAGAAGAACTGATAATGATTCTACTGCTTCTGATACTCCAT
CTGCTACTACTGCTGCTGGACCACCAAAAGCTGAAAATACTAATACTTCCAAATCTACTGATTTCTTAGATCCAGC
TACTACTACTTCTCCACAAAATCATTCTGAAACTGCTGGAAATAATAATACTCATCATCAAGATACTGGAGAAGA
ATCTGCTTCTTCTGGAAAATTAGGATTAATTACTAATACTATTGCTGGAGTAGCTGGATTAATTACTGGAGGAAG
AAGAACTAGAAGAGAAGCTATTGTCAATGCTCAACCAAAATGTAATCCAAATTTACATTATTGGACTACTCAAGA
TGAAGGAGCTGCTATTGGATTAGCTTGGATTCCATATTTTGGACCAGCTGCTGAAGGAATTTATATTGAAGGATT
AATGCATAATCAAGATGGATTAATTTGTGGATTAAGACAATTAGCTAATGAAACTACTCAAGCTTTACAATTATT
CTTAAGAGCTACTACTGAATTAAGAACTTTCTCTATTTTGAATAGAAAAGCTATTGATTTCTTATTACAAAGATG
GGGAGGAACTTGTCATATTTTAGGACCAGATTGTTGTATTGAACCACATGATTGGACTAAAAATATTACTGATAA
AATTGATCAAATTATTCATGATTTTGTAGATAAAACTTTACCAGATCAAGGAGATAATGATAATTGGTGGACTG

GATGGAGACAATGGATTCCAGCAGGAATCGGTGTTACTGGTGTTATTATTGCTGTGATTGCACTGTTTTGC

ATTTGCAAGTTCGTTTTCTGACCCGGG GPrm

Smal
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EGPB5 :

GAATTCGAGTAACTGGAATTTTACAATTACCAAGAGATAGATTTAAAAGAACTTCTTTCTTCTTATGGGT
AK%%ATTTTATTTCAAAGAACTTTCTCTATTCCATTAGGAGTAATTCATAATTCTACTTTACAAGTATCTGATGT
AGATAAGTTAGTATGTAGAGATAAGTTATCTTCTACTAATCAATTAAGATCTGTAGGATTAAACTTAGAAGGAA
ATGGAGTAGCTACTGATGTACCATCTGCTACTAAAAGATGGGGATTTAGATCTGGAGTACCACCAAAAGTAGTCA
ATTATGAAGCTGGAGAATGGGCTGAAAATTGTTATAATTTAGAAATTAAAAAACCAGATGGATCTGAATGTTTA
CCAGCTGCTCCAGATGGAATTAGAGGATTTCCAAGATGTAGATATGTACATAAAGTATCTGGAACTGGACCATGT
GCTGGAGATTTTGCTTTTCATAAAGAAGGAGCTTTCTTCTTATATGATAGATTAGCTTCTACTGTAATTTATAGA
GGAACTACTTTTGCTGAAGGAGTAGTAGCTTTCTTAATTTTACCACAAGCTAAAAAAGATTTCTTCTCTTCTCAT
CCATTAAGAGAACCAGTCAATGCTACTGAAGATCCATCTTCTGGATATTATTCTACTACTATTAGATATCAAGCT
ACTGGATTTGGAACTAATGAAACTGAATATTTATTTGAAGTAGATAATTTAACTTATGTACAATTAGAATCTAG
ATTTACTCCACAATTCTTATTACAATTGAATGAAACTATTTATACTTCTGGAAAAAGATCTAATACTACTGGAAA
ATTAATTTGGAAAGTCAATCCAGAAATTGATACTACTATTGGAGAATGGGCTTTCTGGGAAACTAAAAAAAATT
TAACTAGAAAAATTAGATCTGAAGAATTATCTTTTACTGTAGTATCTAATGGAGCTAAAAATATTTCTGGACAAT
CTCCAGCTAGAACTTCTTCTGATCCAGGAACTAATACTACTACTGAAGATCATAAAATTATGGCTTCTGAAAATT
CTTCTGCTATGGTACAAGTACATTCTCAAGGAAGAGAAGCTGCTGTATCTCATTTAACTACTTTAGCTACTATTT
CTACTTCTCCACAATCTTTAACTACTAAACCAGGACCAGATAATTCTACTCATAATACTCCAGTATACAAATTAG
ATATTTCTGAAGCTACTCAAGTAGAACAACATCATAGAAGAACTGATAATGATTCTACTGCTTCTGATACTCCAT
CTGCTACTACTGCTGCTGGACCACCAAAAGCTGAAAATACTAATACTTCCAAATCTACTGATTTCTTAGATCCAGC
TACTACTACTTCTCCACAAAATCATTCTGAAACTGCTGGAAATAATAATACTCATCATCAAGATACTGGAGAAGA
ATCTGCTTCTTCTGGAAAATTAGGATTAATTACTAATACTATTGCTGGAGTAGCTGGATTAATTACTGGAGGAAG
AAGAACTAGAAGAGAAGCTATTGTCAATGCTCAACCAAAATGTAATCCAAATTTACATTATTGGACTACTCAAGA
TGAAGGAGCTGCTATTGGATTAGCTTGGATTCCATATTTTGGACCAGCTGCTGAAGGAATTTATATTGAAGGATT
AATGCATAATCAAGATGGATTAATTTGTGGATTAAGACAATTAGCTAATGAAACTACTCAAGCTTTACAATTATT
CTTAAGAGCTACTACTGAATTAAGAACTTTCTCTATTTTGAATAGAAAAGCTATTGATTTCTTATTACAAAGATG
GGGAGGAACTTGTCATATTTTAGGACCAGATTGTTGTATTGAACCACATGATTGGACTAAAAATATTACTGATAA
AATTGATCAAATTATTCATGATTTTGTAGATAAAACTTTACCAGATCAAGGAGATAATGATAATTGGTGGACTG
GATGGAGACAAGCTACTTATCATATTATTATTGTAGCTTTAACTATTATGGGAGTAATTTTCTTAATTTCT
GTAATTGTATTAGTATGTTCTTGTGATAAAAATAATGATCAATACAAATTTCACAAATTATTACCATAGCC
CGGG B51tMm

Smal
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Protéine EGP :

VTGILQLPRDRFKRTSFFLWVIILFQRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKLVCRDKLSSTNQLRSVGLNLEGNGVATD
VPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAF
HKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGVVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTIRYQATGFGTNETE
YLFEVDNLTYVQLESRFTPQFLLQLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWAFWETKKNLTRKIRSEELSF
TVVSNGAKNISGQSPARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMVQVHSQGREAAVSHLTTLATISTSPQSLTTKPGPD
NSTHNTPVYKLDISEATQVEQHHRRTDNDSTASDTPSATTAAGPPKAENTNTSKSTDFLDPATTTSPQNHSETAG
NNNTHHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAQPKCNPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFG
PAAEGIYIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPHD
WTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQWIPAGIGVTGVIIAVIALFCICKFVF

Protéine EGPB5 :

VTGILQLPRDRFKRTSFFLWVIILFQRTFSIPLGVIHNSTLQVSDVDKLVCRDKLSSTNQLRSVGLNLEGNGVATD
VPSATKRWGFRSGVPPKVVNYEAGEWAENCYNLEIKKPDGSECLPAAPDGIRGFPRCRYVHKVSGTGPCAGDFAF
HKEGAFFLYDRLASTVIYRGTTFAEGVVAFLILPQAKKDFFSSHPLREPVNATEDPSSGYYSTTIRYQATGFGTNETE
YLFEVDNLTYVQLESRFTPQFLLQLNETIYTSGKRSNTTGKLIWKVNPEIDTTIGEWAFWETKKNLTRKIRSEELSF
TVVSNGAKNISGQSPARTSSDPGTNTTTEDHKIMASENSSAMVQVHSQGREAAVSHLTTLATISTSPQSLTTKPGPD
NSTHNTPVYKLDISEATQVEQHHRRTDNDSTASDTPSATTAAGPPKAENTNTSKSTDFLDPATTTSPQNHSETAG
NNNTHHQDTGEESASSGKLGLITNTIAGVAGLITGGRRTRREAIVNAQPKCNPNLHYWTTQDEGAAIGLAWIPYFG
PAAEGIYIEGLMHNQDGLICGLRQLANETTQALQLFLRATTELRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCIEPHD
WTKNITDKIDQIIHDFVDKTLPDQGDNDNWWTGWRQATYHIITVALTIMGVIFLISVIVLVCSCDKNNDQYKFHKL
LP
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RESUME

Le virus Ebola, responsable d’une fievre hémorragique virale 1étale et le virus de la
variole, agent étiologique de la variole, sont des armes biologiques potentielles. Il n’existe
pas de traitement ou de prophylaxie autorisés contre le virus Ebola, quelques candidats
vaccins étant en cours de développement. Concernant la variole, des vaccins dits de
premiere génération (virus de la vaccine) ont permis I'éradication de la maladie cependant
ils sont a 'origine de complications post-vaccinales parfois sévéres alors que des vaccins
plus récents dits de troisieme génération, non-réplicatifs, ont été développés pour leur
innocuité mais restent faiblement immunogeénes.

Nous avons récemment développé plusieurs vecteurs viraux de type virus de la
vaccine (VACV) par délétion d’un certain nombre de facteurs de virulence. Nous avons
évalué leur innocuité, leur immunogénicité et leur efficacité en tant que candidats vaccins
antivarioliques chez la souris puis utilisé I'un de ces vecteurs pour développer un candidat
vaccin bivalent antivariolique et anti-virus Ebola.

Ces virus de la vaccine délétés sont réplicatifs mais fortement atténués. Ils induisent

une réponse en anticorps neutralisants spécifiques anti-vaccine similaire a celle induite par
le vaccin antivariolique de premiére génération et induisent des réponses immunitaires
cellulaires CD4+ et CD8+ spécifiques suffisantes pour protéger 'animal d’'une épreuve létale
de cowpoxvirus en intranasal, simulant une infection par le virus de la variole. Le virus
délété le plus immunogene et le plus slir, nommé MVL, a été utilisé pour construire un
vecteur viral codant pour la glycoprotéine du virus Ebola (GP). Le géne entier de la GP ou
une forme chimérique de la GP (fusion entre l'ectodomaine de la GP et le domaine
transmembranaire de la glycoprotéine B5 du VACV) ont été clonés dans le génome du
vecteur viral. Ces deux vecteurs produisent des virus ayant incorporé EGP dans leur
enveloppe. Ces deux candidats vaccins recombinants induisent de fortes réponses
humorales spécifiques anti-GP d’Ebola et anti-vaccine chez la souris immunocompétente.
En conclusion, nous avons développé plusieurs candidats vaccins antivarioliques aussi
immunogénes et efficaces que le vaccin historique et avec une atténuation similaire aux
vaccins de troisiéme génération. L'un de ces candidats (MVL) a été utilisé comme vecteur
viral pour exprimer la glycoprotéine hétérologue, contre laquelle il induit une réponse
immunitaire humorale forte.

ABSTRACT

Ebola virus, causing a lethal haemorrhagic fever and variola virus, the agent of
smallpox are potential biological weapons. There is no treatment and no prophylaxis
authorised against Ebola, although some vaccine viral vectors were developed over the last
few years. Concerning smallpox, several types of vaccines exist against smallpox (based on
vaccinia virus), the first generation vaccines that allowed disease eradication but were
responsible for some post-vaccination complications and non-replicative 3rd generation
vaccines which are safe but not very immunogenic.

We have recently developed several vaccinia virus (VACV) mutants by deletion of
selected virulence genes, and we have evaluated their safety, immunogenicity and efficacy as
smallpox vaccines in mice and used one of them as a bivalent vaccine against Ebola and
smallpox.

These viral vectors are highly attenuated and replication competent. They induce a
neutralizing specific-VACV antibody response similar to that of the historical vaccine and
induce VACV-specific CD8* and CD4+ immune responses sufficient to protect
immunocompetent mice challenged intranasally by cowpox virus, simulating variola virus
infection. The safest and most immunogenic vaccinia virus mutant, named MVL, has been
used to construct a vector encoding the Ebola glycoprotein (GP) for immunization against
Ebola. The native GP gene or a chimeric GP gene (fusion between the GP ectodomain and the
transmembrane domain of the VACV B5 glycoprotein) have been cloned into the viral vector
genome. These two recombinant vaccine candidates induce specific humoral immune
responses against Ebola GP and vaccinia virus in immunocompetent mice.

In conclusion, we have developed several vaccine candidates against smallpox that
are as immunogenic and protective as the historical vaccine and as safe as 3rd generation
vaccines. One of these candidates, MVL, has been used as a viral vector to express the
heterologous glycoprotein, against which it induces a strong humoral immune response.



