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COMMUNICATION

DES NANOSTRUCTURES PROTEIQUES
EN VACCINOLOGIE VETERINAIRE

PROTEIC NANOSTRUCTURES AND THEIR USE
IN VETERINARY VACCINOLOGY

Par Sabine RIFFAULT
(Communication présentée le 7 mars 2013)

— RESUME
Les avancées dans le décryptage et la manipulation des génomes viraux ont permis de concevoir une
nouvelle génération de vaccins sous-unitaires: les nanoparticules virales. Ces assemblages sont
formés soit par les protéines de surface du virus (VLP pour « virus-like particles ») ou de protéines
internes comme celles de la nucléocapside. Ces nanostructures possedent des qualités utiles en vac-
cination : elles sont inertes et donc sans danger de dissémination ; elles sont fortement immunogénes
de par leur structure répétée et de par leur taille nanométrique adaptée a une prise en charge par
les cellules présentatrices d'antigene ; elles peuvent servir de plate-forme pour ancrer des antigenes
hétérologues et étre la base de vaccins multivalents. Au sein de notre unité, nous avons généré des
nanoparticules avec la nucléoprotéine du virus respiratoire syncytial, agent majeur des broncho-pneu-
monies chez les veaux. Ces particules se présentent sous la forme d’anneaux d'une dizaine de nano-
métres de diameétre. Nous avons mis en évidence leur capacité a interagir avec les cellules dendritiques
et a les activer. Nous avons également démontré leur capacité a stimuler des défenses immunitaires
protectrices, y compris aprés administration mucosale ce qui est un défi majeur pour les vaccins non
réplicatifs.

Mots clés: nanoparticules, vaccin, virus respiratoire syncytial.

— SUMMARY

Breakthroughs in the understanding and manipulation of viral genomes have allowed the emergence
of a new generation of subunit vaccines: the viral nanoparticles. Such particles are formed with recom-
binant surface proteins that can self-assemble into virus-like particles or with internal proteins that
mimic the viral nucleocapsid. These nanostructures display characteristics valuable for vaccination pur-
poses: they are inert which exclude risk of dissemination; they are highly immunogenic due to their
repeated organization and due to their nanometric size that facilitates uptake by antigen-present-
ing cells; they can be used as a platform to anchor heterologous antigens and make multivalent vac-
cine. Within our research department, we have created nanoparticles with the nucleoprotein (N) of
the respiratory syncytial virus, one of the main agents causing calves pneumonia. These particles have
a ring shape and have about ten nanometers diameters. N-rings have the ability to interact with den-
dritic cells and make them mature. We have also shown that N-rings can stimulate protective immu-
nity against infection, especially following mucosal delivery, which is a major challenge for subunit
vaccines.
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INTRODUCTION

La vaccination reste le meilleur moyen de controle des infec-
tions virales tant chez ’'homme que chez ’animal. Les vaccins
vétérinaires classiques sont basés sur des virus inactivés ou
vivants atténués. Les avancées majeures dans le décryptage et
la manipulation des génomes viraux ont permis de concevoir
une nouvelle génération de vaccins. Ainsi, les nanoparticules
virales sont des assemblages structurés de protéines virales
recombinantes. Lorsque ces assemblages sont formés par les pro-
téines 2 la surface du virus, on parle de VLP pour « virus-like
particles ». Des assemblages peuvent aussi étre formés avec les
protéines internes du virus comme celles de la nucléocapside.
Ces objets moléculaires sont de taille nanométrique (10-100
nm) et présentent une géométrie spatiale, symétrie et répéti-
tion des motifs moléculaires, mimant tout ou partie de la par-
ticule virale (Crisci et al. 2012). Comme ces nanoparticules
sont dépourvues de matériel génomique viral, ces objets sont
incapables de se répliquer.

La taille et la géométrie sont deux facteurs clés pour l'efficacité
d’un candidat vaccin de type sous-unitaire (Bachmann &
Jennings, 2010). Les vaccins sont généralement administrés par
voie cutanée, musculaire ou méme mucosale. Au sein de ces
tissus périphériques, le premier événement important pour lef-
ficacité de la vaccination est la prise en charge/détection des
antigénes vaccinaux par des cellules immunitaires sentinelles
telles que les cellules dendritiques. Ces cellules dendritiques vont
assurer le transport lymphatique des antigénes vers les ganglions
lymphatiques drainants, site d’induction des réponses immu-
nitaires adaptatives. La taille et la géométrie des nanoparticules
virales favorisent leur internalisation dans les cellules dendri-
tiques par la voie endosomale. Les cellules dendritiques migrent
vers les ganglions drainants en 24h et les antigénes vaccinaux
sont dégradés dans les endosomes puis les peptides sont char-
gés sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
de classe I et Il pour assurer leur présentation aux lymphocytes
T naifs. De par leur taille, les nanoparticules virales recombi-
nantes sont également capables de diffuser librement du tissu
dans les vaisseaux lymphatiques et ainsi arriver intactes dans
le ganglion lymphatique au niveau du sinus sous-capsulaire puis
diffuser vers les centres germinatifs pour interagir directement
avec les récepteurs sur les lymphocytes B naifs (Reddy et al., 2007
; Bachmann & Jennings, 2010).

Cette double capacité de transport et de présentation antigé-
nique explique la grande immunogénicité des nanoparticules
virales recombinantes. De plus, ces assemblages de protéines
virales recombinantes adoptent une conformation antigénique
native qui mime tout ou partie de la particule virale et qui peut
contenir des motifs microbiens conservés (PAMP)? capables
d’étre reconnus par des récepteurs du systéme immunitaire inné
(PRR) et ainsi renforcer I'intensité de la réponse immunitaire.

(2) PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern.
(3) PRR : Pathogen Recognition Receptor

Les nanoparticules virales possedent d’autres qualités pour
une utilisation en vaccination (Crisci et al., 2012):

1) Elles sont inertes donc sans danger de dissémination dans
I’environnement,

2) Elles peuvent servir de plate-forme pour ancrer des antigénes
hétérologues et étre la base de vaccins multivalents ou de vac-
cins de type DIVA qui permettent de différencier animaux
infectés et vaccinés.

Nous avons pu générer des nanoparticules avec la nucléopro-
téine du virus respiratoire syncytial (VRS), agent majeur des
broncho-pneumonies du veau. Nous avons mis en évidence leur
capacité a interagir avec les cellules dendritiques et 2 les acti-
ver. Nous avons également démontré leur capacité a stimuler
des défenses immunitaires contre le VRS chez la souris et le
veau. Plus récemment, nous avons exploité leur capacité de
plate-forme d’ancrage pour des antigénes de la grippe ou du VRS.

UTILISATION DES NANOPARTICULES NsRS
COMME VACCIN CONTRE LE VIRUS
RESPIRATOIRE SYNCYTIAL HUMAIN OU
BOVIN

Les maladies respiratoires des bovins représentent une domi-
nante pathologique dans tous les types d’élevage avec des
conséquences économiques majeures, en particulier chez les
jeunes bovins élevés en lots. Le VRS bovin (VRSB) est I'un des
principaux agents pathogénes responsables des affections res-
piratoires séveres des jeunes bovins (Valarcher & Taylor 2007).
La pathologie induite par le VRSB se traduit par différents syn-
dromes allant d’'une atteinte bénigne du tractus respiratoire supé-
rieur 4 une atteinte grave du tractus respiratoire inférieur. Ces
tableaux cliniques coexistent fréquemment dans un méme
troupeau et on les retrouve chez des animaux non vaccinés, mais
aussi chez des bovins vaccinés et des bovins possédant une
immunité d’origine maternelle contre le VRSB. En Europe et
aux Etats-Unis, le VRSB induit des bronchiolites et des bron-
cho-pneumonies dans plus de 70 % des exploitations, infectant
environ 70% des veaux au cours de la premiére année de vie.
Le taux de mortalité varie en moyenne entre 1 et 5% mais il
peut atteindre 20% des animaux malades dans certains foyers
épidémiques (Elvander, 1996).

Il existe un virus respiratoire syncytial humain (VRSH) qui est
I'agent étiologique des bronchiolites du nourrisson (Ogra,
2004). Pendant leur premicre année de vie, une grande majo-
rité des enfants sont infectés par le VRSH (plus de 70%) et I'in-
fection entralne une bronchiolite chez 20% des nourrissons
atteints, avec un taux d’hospitalisation de 2 2 5% en France,
pour une durée de 8 4 9 jours. La mortalité avoisine 0,1%. Le
développement d’un vaccin contre le VRSH qui protege les
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nourrissons de moins de 6 mois est donc un enjeu majeur en
santé publique qui fait partie des priorités de TOMS. Améliorer
les vaccins contre le VRSB est également un enjeu majeur en
santé vétérinaire (Meyer et al., 2008), ne serait-ce que pour

réduire les traitements antibiotiques pratiqués a cause des
risques de surinfections bactériennes.

Nous avons choisi de développer une stratégie vaccinale ori-
ginale basée sur la nucléoprotéine virale (N) dont le role est
d’encapsider ’ARN génomique viral a 'intérieur de la parti-
cule virale. Cette nucléoprotéine est un candidat intéressant
pour un vaccin car elle est la cible des réponses T mémoires de
type cytotoxique qui sont essentielles pour éliminer le virus lors
d’une primo-infection. De plus c’est la protéine virale la plus
conservée y compris entre les VRS humain et bovin. Nous avons
pu produire la nucléoprotéine sous forme recombinante en bac-
térie E. coli en la co-exprimant avec le fragment C-terminal de
la phosphoprotéine du VRS et en utilisant les propriétés d’in-
teraction entre ces protéines pour la purification de la N
(Tran et al., 2007). Ce procédé de production a permis de géné-
rer des assemblages nanométriques solubles et homogenes
constitués d’anneaux de 15 nm de diamétre comprenant 10 ou
11 monomeres de N disposés autour d’un fragment d’ARN bac-
térien dont la structure atomique a été résolue par cristallo-
graphie et diffraction aux rayons X (Tawar et al. ; 2009). Ces
ont été appelées NSRS

nanoparticules anneaux

(Subnucleocapsid-Ring-Structure, Figure 1).

Le premier objectif a été d’utiliser les anneaux NSRS pour vac-
ciner contre le virus respiratoire syncytial. Le modele rongeur
d’infection expérimentale par le VRSH a permis de montrer que
la vaccination de souris adultes avec les anneaux NSRS par voie
nasale induit une immunité Th1 et protége contre une épreuve

virale (Roux et al., 2008).

Figure 1 : Structures des nanoparticules NSRS

La limite de ce modele expérimental est absence de signes cli-
niques liés a I'infection virale malgré une légere inflammation
pulmonaire. Nous avons donc évalué notre nouveau candidat
vaccin dans 'espece cible de 'infection virale, le bovin. La vac-
cination parentérale de veaux de un mois avec les anneaux NSRS
dans un adjuvant de type émulsion huile-eau les a partiellement
protégés lors d’'une infection expérimentale avec du VRSB :
réduction significative des scores cliniques (Figure 2a), des
lésions histologiques (Figure 2b) et de la charge virale (Riffault
etal., 2010).

A travers ces deux essais de vaccination réalisés dans une espece
modele ou dans I'espece cible, nous avons mis en évidence une
trés bonne immunogénicité des nanoparticules NSRS avec induc-
tion de réponse cellulaire de type CD4 et CD8 et une forte pro-
duction d’anticorps sérique et mucosale. Nous nous sommes
ensuite interrogés sur le role de la structure nanoparticulaire dans
P'efficacité des anneaux NSRS 2 induire ces réponses immunitaires.

PROPRIETES IMMUNOSTIMULATRICES DES
NANOPARTICULES Ns®s, INTERACTION AVEC
LES CELLULES DENDRITIQUES

Pour étudier les propriétés immunostimulatrices des anneaux
NSRS, nous avons généré des anneaux fluorescents par liaison
génétique de la protéine fluorescente verte GFP (N-GFPSRS).
Ceux-ci ont été mis en contact in vitro avec des cellules den-
dritiques isolées a partir de la rate de souris non immunes. Les
anneaux N-GFP®RS ont pu étre visualisés rapidement a I'inté-
rieur des cellules dendritiques, démontrant une prise en charge
efficace (Roux et al., 2008). Dans un deuxiéme temps, nous
avons démontré que les cellules dendritiques mises au contact
des anneaux NS acquéraient des marqueurs d’activation et pro-
duisaient des cytokines immunostimulatrices. Une forme

Résolution par diffraction aux rayons X de la structure tridimensionnelle d'une nanoparticule N8 formée de 10 monomeéres de N (en gris ; un monomere est figuré
avec ses trois domaines protéiques, en rouge pour le domaine C-terminal, jaune pour le domaine N-terminal et bleu pour les extrémités) et d'un ARN bactérien
de 70 bases (figuré par un ruban bleu turquoise) . Une vue supérieure (& gauche) et une vue latérale (& droite) sont montrées. D’apres (Tawar et al., 2009).

Bull. Acad. Vét. France — 2013 - Tome 166 - N°2 http://www.academie-veterinaire-defrance.org/

137

COMMUNICATION




COMMUNICATION

=== Mon vacciné
9 — NSRS i,
o MNEEE 40N,

Scores Clinigues moyens
(4]

" p<0,05 "%, p<0,01; n=6, ANOVA

T T T p—

a Pr——_——

0 1 2°3 4 B 6 7 8 9 W1 1213 % 1516 17 18 19
Jours aprés épreuve

B Groupe non vaccing

Figure 2 : Réduction de la pathologie pulmonaire grice a la vaccination avec les nanoparticules N8

Des veaux agés de un mois, sans immunité maternelle passive (pas d’absorption du colostrum) ont été immunisés a deux reprises a trois semaines d’intervalle avec
les anneaux N8 par voie intranasale (i.n.) etfou intramusculaire (i.m.) en présence d’ adjuvant SEPPIC, infectés expérimentalement avec du VRSB et suivis pen-
dant 20 jours.

(A) Mesure des scores cliniques individuels chaque jour aprés épreuve virale des veaux non vaccinés ou vaccinés. Le score clinique prend en compte plusieurs para-
metres : toux, jetage, appétit, fréquence respiratoire... (Riffault et al., 2010). Les étoiles indiquent les niveaux de différences significatives entre les groupes vac-
cinés et le groupe non vacciné.

(B) Deux veaux par groupe ont été autopsiés 6 jours apres I'épreuve VRSB pour évaluer I'étendue et la sévérité les lésions macroscopiques (photos de gauche : zones
d’hépatisation) et microscopiques (photos de droite : forte infiltration cellulaire dans le parenchyme et la lumiére des bronches ; coloration hématoxyline/éosine/safran)
dans les lobes pulmonaires (Riffault et al., 2010).
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monomérique de la nucléoprotéine, dépourvue d’acides
nucléiques a été obtenue par mutation ponctuelle. Cette
nucléoprotéine non assemblée sous forme de SRS a totalement
perdu ses propriétés d’interaction et d’activation des cellules den-
dritiques in vitro et sa capacité a induire une réponse anticorps
in vivo (résultats non publiés).

Ces résultats suggerent que la structure nanoparticulaire des
anneaux NSRS (taille, géométrie et/fou la présence d’acides
nucléiques type PAMP) est importante pour leurs propriétés vac-
cinales.

UTILISATION DES NANOPARTICULES NSRS
COMME PLATE-FORME POUR DES
ANTIGENES HETEROLOGUES

Les nanoparticules virales, de par leur trés bonne capacité a sti-
muler les défenses immunitaires, peuvent étre utilisées comme
plate-forme pour d’autres motifs antigéniques. Les anneaux NSRS
pouvant étre administrés par voie mucosale, nous avons testé
leur capacité a porter un déterminant du virus de la grippe et
a conférer une protection contre une infection expérimentale
dans un modele rongeur.

Pour réaliser cette preuve de concept, nous avons choisi Iec-
todomaine de la protéine de matrice M2e du virus grippal. Ce
motif est faiblement immunogénique sur la particule virale mais
lorsqu’il est porté par des structures de type nanoparticule, par
exemple nanoparticules formées par la protéine core du virus
de I'hépatite B, HBc), il est possible de générer des anticorps
spécifiques de ce motif M2e qui sont protecteurs contre une
épreuve virale (Schotsaert et al., 2009). Nous avons donc

ajouté le motif M2e en simple ou triple copie a 'extrémité C-
terminale de la nucléoprotéine. Nous avons vérifié que les
nucléoprotéines chimériques N-M2e ou N-3M2e avaient gardé
leurs capacités d’assemblage et démontré la meilleure immu-
nogénicité de M2e ancré sur les nanoparticules NSRS par com-
paraison avec le peptide M2e seul. Les souris vaccinées par voie
nasale avec les anneaux chimériques N-3M2e ont été com-
pletement protégées contre une épreuve grippale (100% de
survie et faible perte de poids) validant ainsi I'efficacité des nano-
particules NSRS comme plate-forme vaccinale (résultats non

publiés).

CONCLUSION

Grace a ces différentes études, nous avons démontré I'efficacité
des nanoparticules NSRS pour la vaccination contre le VRS, en
particulier aprés une administration nasale. Nous avons éga-
lement validé leur utilisation comme plate-forme vaccinale pour
des antigénes hétérologues. Enfin nous avons des données
permettant de relier leurs propriétés immunogéniques et immu-

nostimulatrices & leur nature nanoparticulaire.

Méme si les premiers articles décrivant l'utilisation de nano-
particules virales en vaccination datent des années 90, la
compréhension des mécanismes reliant ces structures nano-
particulaires au systéme immunitaire est plus récente et en plein
essor. La pleine compréhension des interactions entre des
structures nanoparticulaires (vaccin protéique ou adjuvant) et
les cellules immunitaires est un champ d’investigation majeur
pour optimiser efficacité et sécurité de ces nano-objets.
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