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Résumé

Le Virus Respiratoire Syncytial Bovin (BRSV) est une des causes principales d'infections
séveres des voies respiratoires inférieures chez les jeunes veaux.

De par leur localisation en surface de ce virus, les protéines F et G se trouvent étre les cibles
principales de la réponse immunitaire développée par I'héte a I'encontre de ce pathogene.

Des lors, des anticorps dirigés contre ces deux protéines peuvent étre utilisés pour étudier la
réponse protectrice engendrée contre ce virus ou servir d'outils lors d'é¢tudes a caractere
épidémiologique.

Dans cette optique, le travail effectué au cours de ce mémoire s'est focalisé sur la production
et la caractérisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines F et G du BRSV.

Un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine F et un autre contre la protéine G ont été
obtenus suite a deux fusions indépendantes.

Une caractérisation fonctionnelle et antigénique a été réalisée pour ces deux anticorps ainsi
que pour un troisiéme dirigé contre la protéine F et produit précédemment au sein de notre
laboratoire.

Au vu de leur profil de réactivité sur différentes souches virales, il apparait que nos anticorps
monoclonaux constituent des outils de choix lors d'études épidémiologiques. A ce titre,
l'analyse antigénique révele que l'épitope reconnu par notre anticorps anti-protéine G n'est
conservé que chez certaines souches de BRSV.

D'autre part, il apparaitrait que les épitopes reconnus par les anticorps anti-protéine F puissent
étre localisés au niveau d'un site majoritairement assigné a des anticorps protecteurs.
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INTRODUCTION




Paramyxoviridae FAMILLE

Paramyxovirinae Pneumovirinae SOUS-FAMILLES
Paramyxovirus
Pneumovirus GENRES
Morbillivirus

Rubulavirus //

HRSV BRSV ORSV PVM TRTV [ESPECES

Figure 1: Taxonomie des Paramyxoviridae (d'aprés Murphy et al., 1995)
Abréviations: HRSV(Human Respiratory Syncytial Virus), BRSV (Bovine Respiratory
Syncytial Virus), ORSV (Ovine Respiratory Syncytial Virus), PMV (Pneumonia Virus of
Mice), TRTV (Turkey Rhinotracheitis Virus)




INTRODUCTION

Le Virus Respiratoire Syncytial (RSV) est une des causes principales d’infections des voies
respiratoires chez les individus en bas 4ge. Il est en effet responsable du développement de
pneumonies et de bronchites dont I’issue peut, dans certains cas, se révéler fatale. Ce virus se
caractérise également par le fait qu’il arrive a se développer malgré la présence d’anticorps

circulants d’origine maternelle et que la réinfection est un phénomeéne assez courant.

I. HISTORIQUE

C’est en 1956, sur des singes atteints de coryza, que flt isolé pour la premiére fois le virus. Pour
cette raison, il fiit initialement appelé ‘Chimpanzee Coryza Agent’ mais, peu de temps aprés, on
découvrit le méme virus chez des enfants souffrant de maladies du systéme respiratoire. C’est a
cette époque qu’il regut son nom définitif de Virus Respiratoire Syncytial, et ce en fonction des
caractéristiques cytopathogeénes qu’il occasionne sur des tissus mis en culture (Mclntosh &
Chanock, 1990).

Lorsque Paccaud et Jacquier isolérent le virus sur du bétail en 1968 (Kimman & Westenbrink,
1990), on fit alors la distinction entre les souches humaines (Human Respiratory Syncytial Virus,
HRSV) et bovines (Bovine Respiratory Syncytial Virus, BRSV).

L’analyse antigénique et moléculaire de souches isolées chez 1’agneau a permis d’identifier un
troisieme hote spécifique du RSV. Une espece distincte de deux autres fut ainsi isolée: le ORSV

(Ovine Respiratory Syncytial Virus).

II. TAXONOMIE

Le RSV a été classé dans le genre Pneumovirus (seul genre de la sous-famille des
Prneumovirinae), de la famille des Paramyxoviridae (figure 1). Cette classification fut établie en
fonction des propriétés morphologiques et structurales du virus. Il s’agit d’un virus enveloppé et

formé d’une nucléocapside hélicoidale symétrique de 12 a 15 nanometres. Celle-ci renferme le




génome du RSV qui consiste en un brin unique d’ARN négatif dont la réplication s’effectue dans
le cytoplasme de la cellule hote.

Le genre Pneumovirus se distingue des autres genres de la famille des Paramyxoviridae
principalement par le fait qu’il ne posséde pas d’activité neuraminidasique et hémagglutininante,
ainsi que par des différences au niveau du nombre de protéines d’enveloppe (Stott & Taylor,

1984) (Mclntosh & Chanock, 1990) (Murphy et al., 1995).

III. PATHOLOGIE LIEE AU RSV

1. Le HRSV

Le Virus Respiratoire Syncytial est la plus grande cause de maladies du systéme respiratoire
inférieur observées chez les enfants et les jeunes nourrissons. Le colit annuel d’hospitalisation
pour des bronchiolites a été calculé aux Etats-Unis en 1988 et s’éléve a quelques 300 millions de
dellars. En effet, plus de 91000 enfants y sont hospitalisés chaque année et 4500 meurent des
suites de ’infection par ce virus (Cody, 1994) (Openshaw,1995). La situation est telle que la
lutte contre ce pathogéne est devenue une des priorités de I’O.M.S. (Organisation Mondiale de la

Santé).

2. Le BRSV

Peu d’études a grandes échelles se sont intéressées a I’impact économique du BRSV. Il apparait
toutefois que I’essentiel des pertes soit plus attribué aux séquelles qu’a la mortalité due a ces
infections. A titre d’exemple, une étude réalisée dans les années ‘80 en Hollande a permis
d’évaluer le cofit total occasionné par ce virus sur le bétail. Celui-ci, calculé en fonction des
pertes directes, des frais de vétérinaire et du retard de croissance (essentiel du manque a gagner),

s’éleve a quelques 25 Ecus par téte de bétail et par an. (Verhoeff ef al., 1989).

Lors d’une infection par le BRSV, la maladie va se développer en 2 épisodes distincts chez des

individus 4gés entre 3 et 9 mois (parfois méme jusqu’a I’age de 15 mois) (Wellemans, 1990).




Dans un premier temps, 1’animal est atteint de toux séche, de conjonctivite larmoyante et souffre
de décharge nasale importante. A ce moment la, I’animal est en légére hyperthermie, avec une
température avoisinant les 40°C.

Quelques jours plus tard, quand tout semble étre revenu a la normale, la seconde phase se
développe chez certains individus. La respiration de I’animal est rapide, difficile et aggravée par
la toux. Cette phase de la maladie est caractérisée par 1’apparition d’un emphyséme pulmonaire
(Everard & Milner, 1992).

L’animal est anorexique et souvent constipé. Il ne sait plus se coucher et fait des efforts
désespérés pour pouvoir respirer par la bouche (Wellemans, 1990).

La mort, qui survient généralement quelques heures apres [’apparition des premiers symptomes,
peut frapper jusqu’a 30 % des individus infectés par le virus. Chez les animaux survivants, une
amélioration peut-étre notée en 2 a 5 jours apres le début du second stade de la maladie (Brugeére-

Picoux & Hérout, 1985).

Des symptomes légérement différents ont été observés chez du bétail 4gé de 6 semaines: on
trouve peu ou pas de lésions suite & un emphyséme pulmonaire, mais une surinfection
bactérienne n’est pas rare. Toux, fortes fievres et décharges nasales sont également des

symptomes courants. (Wellemans, 1990) (Brugere-Picoux & Héroﬁut, 1985).

De nombreuses études ont permis de montrer que toutes ces lésions et les symptomes cliniques
associés n’étaient pas diis exclusivement a un effet direct du virus, mais qu’il y aurait une
contribution immunopathologique sous-jacente. A I’heure actuelle, on ne connait pas encore trés
bien la maniere dont les différents acteurs de la réponse immunitaire pourraient intervenir pour

potentialiser la maladie.

IV. STRUCTURE DU VIRUS

Le Virus Respiratoire Syncytial (qu’il soit humain ou bovin) est un virus trés pléomorphe dont le
diameétre varie entre 80 et 450 nanometres (Wellemans, 1990) et est composé d’une
nucléocapside hélicoidale, support de la réplication, enveloppée. Lors de leur maturation

terminale, les particules virales acquiérent leur enveloppe en bourgeonnant a partir de la cellule
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Figure 2: Représentation schématique d'un bourgeonnement d'une particule de RSV.

La localisation des différentes protéines induites au cours d'un cycle infectieux est indiquée.




hote. Cette enveloppe inclut plusieurs glycoprotéines, principales responsables du pouvoir

infectieux du virus (figure 2) (McIntosh & Chanock, 1990).

1. Génome du virus

Le génome du virus, renfermé dans sa nucléocapside, consiste en un simple brin d’ARN négatif
d’une Masse Moléculaire (MM) estimé a 5.000 kDa (Huang et al., 1982). On retrouve une région
‘leader’ et ‘trailer’ aux extrémités 3’ et 5’ respectivement du brin d’ARN. Ces séquences
nucléotidiques contiennent le site d’initiation de I’encapsidation ainsi que le promoteur qui
servira a la transcription du génome (Collins et al., 1991). Celle-ci se réalise grice a une
polymérase transportée par le virus et génére dix ARNm coiffés et polyadénilés. Chacun de ces
messagers code pour une protéine unique. L’ordre de transcription de ces protéines est le suivant
: 3’-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L-5" (Dickens et al., 1984) (Collins et al., 1984). Les dix
génes viraux n’ont en commun que les séquences “gene start” et “gene end” jouxtant chacun des
génes et dirigeant la polymérase virale lors de la transcription de I"’ARN génomique. A noter
également la présence de régions intergéniques non conservées et de longueurs variables (figure

3) (McIntosh & Chanock, 1990).

2. Constituants protéiques

2.1. Les protéines non-structurales
Deux des protéines virales produites lors d’un cycle infectieux nommées NS1 et NS2, sont des

protéines non structurales de fonction encore mal définie. On les retrouve dans les cellules

infectées mais pas dans les virions. Elles ont une MM respective de 15.6 et de 14.7 kDa.

2.2. Les protéines de nucléocapside
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Figure 3: Carte génétique de 'ARN génomique du RSV. Les différentes régions codantes ainsi que

leur longueur sont spécifiées. Les fleches verticales mentionnent les séquences

intergéniques (dont la taille exprimée en nucléotides est indiquée dans la partie inférieure)

(d'apres Mclntosh et Chanock, 1990).




Trois protéines forment, ensemble avec I’ARN génomique, la nucléocapside. Il s’agit des

protéines N ( Nucleoprotein ), P ( Phosphoprotein ) et L ( Large protein ).

La protéine N est la plus abondante au sein de la nucléocapside. Elle a une MM de 43.5 kDa et
est étroitement associée avec I’ARN génomique. Outre son réle de support principal de I’ARN,
la protéine N constitue avec les protéines L et P la clé de volite des processus de réplication et de
transcription du génome viral.

La protéine L, quant a elle, est relativement hydrophobe et a une MM de 250 kDa. Il s’agit de la
polymérase ARN-dépendante virale, capable de coiffer et de méthyler les ARNm (Barik, 1993).
C’est la seule protéine qui, a ce jour, n’a pas encore été séquencée chez le BRSV

La protéine P tient son nom du fait qu’elle soit énormément phosphorylée. Elle est relativement
acide et a une MM, avant phosphorylation, de 27.1 kDa. Elle intervient également dans le

processus de régulation de la transcription virale (Grosfeld ef al., 1995) (Yu et al., 1995).

2.3. Les protéines de matrice

La protéine M (Matrix) est la protéine de matrice. On la retrouve au niveau de la membrane
interne du virus. Cette protéine d’'une MM de 28.7 kDa est relativement basique et posséde 2
régions hydrophobes au niveau de la région carboxy-terminale qui pourraient peut-étre interagir
avec la membrane des cellules infectées.

Il existe également une deuxiéme protéine de matrice (M2 ou 22K) mais dont le role et la
localisation ne seraient pas encore bien définis. Elle pourrait toutefois avoir un rdle dans
I’élongation de la transcription (Collins ef al., 1995) Cette protéine M2, d’une MM de 22.2 kDa,
est trés basique et hydrophile.

Par analogie avec les autres Paramyxoviridae, on suspecte que ces deux protéines aient un role

dans I’assemblage du virus.

2.4. Les protéines d’enveloppes

La protéine SH (pour Small Hydrophobic) a été identifiée a la surface des virions. On ne connait
pas non plus le role précis de cette glycoprotéine membranaire, mais les travaux d’Heminway ef

al. (1994) ont montré qu’elle intervient dans le processus de pénétration du virion dans la cellule.




Taille

Masses Moléculaires

(en Kda)
Protéines | (enacides | ..\ .. . 1 s Localisation Fonctions
) séquence en aa | maturation
NSI1 139 15,6 - cellules infectées inconnue
NS2 124 14,7 - cellules infectées inconnue
N 391 43,5 - nucléocapside structure, transcription
et réplication de 'ARN
P 241 211 - nucléocapside transcription et
3 réplication de 'ARN?
M 256 28,7 - partie interne de assemblage du virion?
I'enveloppe
SH 64 7.5 13-15a21- | surface des cellules fusion des membranes
30 infectées et virion
G 298 32,6 84-90 partie externe de attachement du virus a la
l'enveloppe cellule
F 574 63,5 68-70 partie externe de fusion des membranes
l'enveloppe
M2 (22k) 194 22,2 B partie interne de transcription de ' ARN,
l'enveloppe assemblage du virion?
L 2165 250 - nucléocapside polymérase de la

transcription et de la

réplication de I'ARN

Tableau I: Principales caractéristiques des protéines produites lors d'un cycle de réplication du HRSV

(d'apres Mclntosh et Chanock, 1990).




A noter qu’elle s’accumule intracellulairement sous différentes formes et ce, en fonction de son

degré de glycosylation (Olmsted & Collins., 1989).

La protéine G est la protéine d’attachement du virus sur la membrane de la cellule infectée. Par
contraste avec les autres Paramyxovirus, on n’y a pas relevé d’activité hémagglutinante ou
neuraminidasique. Cette protéine membranaire se caractérise par le fait qu’elle est fortement
glycosylée. Plus de 60 % de sa MM située vers entre 84 et 90 kDa, est attribué a des chaines
d’hydrocarbonées. La protéine G est également la protéine qui présente le plus de variabilité

entre les différentes souches virales (tant chez le HRSV que chez le BRSV).

La protéine F (Fusion protein) est responsable de la fusion de I’enveloppe virale a la membrane
de la cellule-h6te permettant ainsi I’entrée du virus dans celle-ci. Elle a une MM variant entre 68

et 70 kDa (Stott & Taylor, 1984) (McIntosh & Chanock, 1990)..

Le tableau I reprend la localisation, la structure et la fonction de ces protéines virales.

Les protéines F et G, de par leur localisation en surface du virus, se trouvent étre les cibles
principales de la réponse immunitaire humorale (anticorps) développée par I’individu infecté. Vu

leur role stratégique dans la lutte contre le RSV, il est intéressant de s’y attarder quelque peu.
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Figure 4: Représentation schématique de la protéine G du BRSV (d'aprés Lerch et al., 1990)




V. LA PROTEINE G

La plupart des études réalisées sur la protéine G concernent les souches humaines.
Proportionnellement, peu d’études ont été consacrées a la protéine G du BRSV, mais sa structure
générale et son role étant similaires a ceux du HRSV, une bonne partie des résultats obtenus chez

’un peuvent étre transposés a 1’autre.

1. Role de la protéine G

La fonction pricipale de la protéine G est de permettre I’attachement du virus a la cellule hote
(Wertz et al., 1984) (Levine et al., 1987).

Si son role semble bien défini, le récepteur de cette protéine sur la cellule est par contre encore
mal connu. Vu le large spectre de cellules pouvant étre infectées par le RSV (cellules
épithéliales, mononucléées sanguines, macrophages, fibroblastes...), ce récepteur parait plutot de
type ubiquiste (Panuska et al ., 1992). La fixation semble y étre médiée, comme chez les autres
Paramyxoviridae, par la présence d’acide sialique que 1’on retrouve en abondance au niveau de

la surface des cellules hotes (Walsh et al., 1984) (Stott & Taylor, 1984).

2. Structure de la protéine G

2.1. Analyse de la séquence de la protéine G

La séquence nucléotidique de la protéine G du HRSV fut publiée pour la premiére fois par
1I’équipe de Wertz (Wertz et al., 1985). Cette séquence, longue de 918 nucléotides, code pour une
protéine de 298 acides aminés. La protéine G du BRSV, légérement plus courte que son
homologue humaine, fait 257 acides aminés.

La protéine G présente les caractéristiques d’une protéine membranaire de type II (extrémités N-
terminale cytoplasmique et C-terminale extracellulaire), dans laquelle on distingue une région

cytoplasmique, une région transmembranaire et un ectodomaine (figure 4) (Wertz et al., 1985).

10




Cyto- Trans-

plasmique | membran. Extracellulaire
TOTAL
Bovine contre 439% 599% 5 299
humaine A2 5 i 21% s
Bovine contre 43% 59% 22% 30%
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Humaine 18537

Figure 5: Comparaison du pourcentage d'identité en acides aminés entre les différents domaines de la

protéine G du HRSV et du BRSV (d'apres Lerch et al., 1990)




La protéine G des souches humaines et bovines ont également en commun la localisation des
"plots" hydrophobes, le pourcentage de résidus Ser, Thr et Pro ainsi que la présence de quatre
résidus Cys conservés aux positions 173, 176, 182 et 186.

Lorsqu’on fait des comparaisons de séquences entre les souches humaines et bovines, on se rend
compte qu’en plus d’étre de longueurs différentes, elles ont un pourcentage de divergence assez
élevé (29 et 30% d’identité en acides aminés) (Lerch ef al., 1990). Cette variabilité est la plus

prononcée au niveau du domaine extracellulaire(figure 5).

L’analyse de la séquence déduite de la protéine G prédit des tailles respectives aux alentours de
32 kDa pour le HRSV et de 28.6 kDa pour le BRSV (Wertz et al., 1985) (Lerch et al., 1990).
Pourtant, le profil de migration de la protéine sur gel d’électrophorése, montre que sa MM se
situe entre 84 et 90 kDa (Wertz et al., 1985) (Levine et al., 1987). Cette différence de taille a été
attribuée a une hyperglycosylation grace a des expériences portant sur 1’expression de la protéine
en bactéries (Martin-Gallardo et al., 1993) ou dans des lignées cellulaires déficientes en
glycosylation (Wertz et al., 1989).

Ces résultats mettent ainsi a jour une des principales caractéristiques de la protéine G: son

hyperglycosylation
2.2. Glycosylations de la protéine G

2.2.1. Types de sucres impliqués

Les types de sucres présents sur la protéine G ont été¢ analysés en suivant la maturation de la
protéine en présence d’inhibiteurs de glycosylation (Lambert ef al., 1988) ou dans des cellules
déficientes en glycosylation (Wertz et al., 1989). Les résultats de ces expériences indiquent que
la protéine G est composée principalement de sucres O-liés et d’un plus faible pourcentage de
sucres N-liés.

Les sucres O-liés sont structuralement moins compliqués que les sucres N-liés et sont attachés
aux groupements -OH de résidus Ser ou Thr de la protéine. Les sucres N-liés sont quant a eux
fixés sur les groupements -NH des résidus Asn de tripeptides Asn-X-Ser/Thr, ou X n'est

habituellement ni une Pro ni une Asp (Olmsted et al., 1989) (Wertz ef al., 1989) (figure 6).

11




Figure 6: Représentation schématique de la fixation des oligosaccharides (a: sucres liés, b: sucres non
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2.2.2. Proportions des sucres

Les expériences énoncées ci-dessus indiquent aussi que la contribution des sucres O-liés dans la
structure de la protéine G (60 %) est plus importante que celle des sucres N-liés (30 %). Ces
résultats sont en accord avec la séquence de la protéine G. Celle-ci est en effet composée d'un
nombre important (30%) de résidus Ser ou Thr (sites potentiels de fixation des sucres O-liés)
alors que seulement 4 sites potentiels de N-glycosylations sont recensés (figure 4) (Olmsted et
al., 1989) (Lerch et al., 1990).

De récentes études ont permis de montrer que cette contribution était néanmoins surestimée. 11
apparait en effet que la masse moléculaire totale des sucres impliqués dans la glycosylation de G
se situe entre 12 000 et 24 000. Cette différence peut étre attribuée aux effets disproportionnés

des chaines sucrées sur la mobilité électrophorétique (Olmsted ef al., 1989).

2.2.3. Le role des sucres

Lambert et al. (1988) ont montré que le fait d’enlever des sucres N-liés ou O-liés a la protéine G,
réduisait considérablement le pouvoir infectieux du virus suggérant ainsi le role important joués

par les sucres dans les propriétés biologiques du BRSV.

2.3. Exportation et maturation de la protéine G

La biosynthese de la protéine G nécessitant la translocation du précurseur a travers la membrane
et dans la lumiere du Réticulum Endoplasmique, elle requiert la présence d’une séquence signal.
De méme, pour que la protéine puisse étre transportée en surface de la membrane, il lui faut un
site d’ancrage membranaire. Ce double role est joué par une région non-clivable de la protéine: le
domaine Signal/Anchor (S/A) (Lichtenstein ef al., 1996).

Par homologie avec d'autres protéines membranaires de type II; un domaine pouvant faire office
de domaine S/A a été identifié au niveau des 63 premiers acides aminés de la protéine (Collins et
al., 1990). L’analyse de 1’hydrophobicité locale de cette portion de la protéine G a permis de
localiser ensuite ce domaine S/A au niveau de la région hydrophobe majeure située entre les

résidus 38 a 63 (Lichtenstein ef al., 1996).




3. La forme soluble de G

Outre la forme membranaire, la protéine G est également présente sous une forme sécrétée dans
le milieu. La différence de taille entre la protéine G enti¢re et Gs est approximativement de 4
kDa

Roberts ef al. (1994) ont montré que cette protéine soluble (Gs) est issue de la traduction du
méme messager que la protéine G mature, mais a partir d’un codon d’initiation différent.
(Lichtenstein ef al., 1996) (Roberts et al., 1994). Ce phénomene générerait une protéine amputée
d’une partie de la région servant a I’ancrage en membrane. Cette protéine Gs subit toutefois une
maturation et un transport comparable a la protéine G entiere, mais le fait qu’il manque une
partie de la région hydrophobe majeure, découvrant ainsi un motif de trois acides aminés servant
de séquence signal pour une peptidase. Celle-ci coupe la protéine a cet endroit et libére ainsi la

forme soluble dans le milieu (Lichtenstein ef al., 1996) (Roberts et al., 1994).

Ces formes solubles de la protéine G, libérées durant I’infection par le virus, peuvent aider ce
dernier dans sa lutte contre la réponse immune développée par I’individu. en fixant par exemple
les anticorps dirigés contre le virus et servent a empécher que le virus produit ne réinfecte la

méme cellule (Roberts ef al., 1994).




Figure 7: Photographie illustrant une observation microscopique (grossissement 200X) de la taille de
syncytia qui résultent de l'infection de cellules Vero par du BRSV




VI. LA PROTEINE F

A nouveau, peu d’études ont été¢ consacrées a la protéine F du BRSV. Mais celle-ci étant
fonctionnellement et structurellement comparable a celle du HRSV, les données accumulées chez

cette derniere peuvent étre étendues au BRSV.

1. Role de la protéine F

Différents travaux ont montré que des anticorps dirigés contre la protéine F sont capables d’une
part de neutraliser le pouvoir infectieux du virus et d’autre part d’inhiber, in vitro, la propagation
du virus aux cellules voisines non infectées (Walsh et al., 1984) (Walsh et al., 1985) (McIntosh
& Chanock, 1990).

Ces résultats montrent donc le rdle joué par la prot_éine F dans la fusion des membranes,
permettant 1’entrée du virus dans les cellules et sa propagation aux cellules adjacentes. Ce
mécanisme est responsable de [’apparition des syncytia, cellules géantes multinucléées
caractéristiques d’une infection par le RSV (figure 7) (Heminway et al., 1994).

De cette étude, il ressort également que les protéines SH et G dans une moindre mesure,
contribuent de maniére indirecte a la formation des effets cytopathogénes par le virus. Les
auteurs attribuent ce phénomeéne a une modification de la conformation de la protéine F par ces
deux autres protéines. Il apparait, en effet, que I’on puisse retrouver ces protéines associées au

niveau de la membrane cellulaire (Heminway et al., 1994).

2. Structure de la protéine F

2.1. Analyse de la séquence de la protéine F

La séquence nucléotidique de la protéine F du BRSV fut publiée par Walravens ef al. (1990) et
comparée a celle des souches humaines. Il apparait que cette séquence, longue de 1723
nucléotides, code pour une protéine faisant 574 acides aminés aussi bien chez le HRSV que chez

le BRSV. L'alignement de ces séquences révele que la variabilité entre HRSV et BRSV pour
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Domaines de la
b RB94/RSS-2 RB94/18537 RSS-2/18537
protéine F
Séquence signal 4 12 48
Sous-unité F2 67 68 86
Sous-unité F1 88 89 93
Sous-unités F1+F2 83 84 92
Protéine F entiére 80 81 90

Tableau II: Pourcentages d'identité entre les séquences protéiques des différents domaines de la
protéine F de souches de BRSV (RB94) et de HRSV (RSS-2 pour le sous-groupe A et
18537 pour le sous-groupe B) (d'apres Walravens et al ., 1990)




cette protéine est beaucoup plus faible que celle observée pour la protéine G (80 a 81% sur
l'ensemble de la protéine) (tableau II).

Si la protéine F est synthétisée sous forme d'un précurseur de 59 kDa, son analyse
électrophorétique aprés maturation laisse apparaitre une Masse Moléculaire de 70 kDa (Walsh et
al., 1985) (Lambert et al., 1988). Cette différence s’explique par le fait que la protéine, lors de
son processus de maturation, se voit ajouter des chaines oligosaccharidiques.

Dans la cellule infectée; la protéine F est scindée en 2 fragments (F1 et F2) de respectivement 48
et 23 kDa (Walsh et al., 1985) (Kennedy et al., 1988). L’analyse de la séquence protéique de F
vient confirmer les résultats de Collins et al. (1984) qui révélaient la présence d’un site de
clivage protéolytique, conservé tant chez les souches humaines que bovines, au niveau des acides
aminés 130 a 136.

A noter également la présence d’un peptide signal (résidus 1 a 25) qui sera clivé au niveau de la
cystéine en position 25, et d’un site d’ancrage membranaire qui s’étend des acides aminés 525 a

550 faisant de la protéine F une protéine de type I (figure 8) (Walravens et al., 1990).

2.2. Glycosylation de la protéine F

Si I’on s’attarde encore un instant sur la séquence de la protéine F, on se rend compte de la
présence de 4 sites de N-glycosylation chez le BRSV. Un de ces sites est situé sur le fragment F1
tandis que les trois autres se retrouvent au niveau de F2. La situation est légérement différente
chez le HRSV, ou 5 a 6 sites potentiels de N-glycosylation sont décrits en fonction des souches
considérées. Ces résultats viennent confirmer les travaux réalisés par I’équipe de Lambert (1988)
qui avait analysé le profil de migration électrophorétique des différents fragments soumis a des
inhibiteurs de N-glycosylation.

Fait important également, le traitement avec une O-glycosidase ne vient en rien modifier la taille

de la protéine, montrant ainsi I’absence de sucres O-liés sur F (Lambert ef al., 1988).

2.3. Oligomérisation de la protéine F

Des expériences de ‘cross-linking’ ont montré la présence d’homotétrameres (4x(F1,2)) a la
surface des cellules infectées, issus de 1’association entre deux dimeéres de protéine F. Cette

association semble étre médiée par une interaction entre les différents fragments F1. Celles-ci
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Figure 8: Représentation schématique de la protéine F du BRSV (d'aprés Walravens et al., 1990)




formeraient le noyau de la protéine dans une configuration telle que les extrémités N-terminales
s’assembleraient pour former un tétrapeptide fusogene. Les sous-unités F2 seraient greffées sur
ce noyau et dirigées vers 1’extérieur (Collins et al., 1991).

A noter que des indices ont été trouvés quant a 1’association entre F et G en surface des cellules

infectées (Arumugham et al., 1989b).

2.4. Clivage de la protéine F

Au cours de sa maturation, il se produit sur la protéine F deux clivages protéolytiques: d’une
part, le clivage de la séquence signal, processus tout a fait habituel pour une protéine de type I et
d’autre part le clivage de la protéine en deux fragments F1 et F2 qui restent liés via des ponts
disulphures entre des résidus Cys. Cette étape est essentielle pour la génération de protéines F
actives et dés lors pour la formation de virions infectieux (Anderson et al., 1992) (Wang et al.,
1992).

Cette étape est réalisée dans le frans-Golgi par une endoprotéase cellulaire (Alkhatib ef al. 1994)
(Moulard et al., 1995).

Le peptide de connexion, région reconnue par I’endoprotéase, sur la protéine F du BRSV est
constitué de 6 acides aminés basiques (Lys-Lys-Arg-Lys-Arg-Arg) situés aux positions 131 a
137, le clivage se faisant entre les résidus 136 et 137. Il correspond a la séquence consensus que
’on retrouve sur la plupart des glycoprotéines virales, a savoir: Arg-X-(Lys/Arg)-Arg (Moulard
et al., 1995).

On ne connait pas encore la nature exacte de ou des endoprotéases cellulaires impliquées dans le
clivage protéolytique de la séquence de F, mais il apparait que les protéases golgiennes
reconnaissant ce type de motif et travaillant & pH neutre appartiennent a une famille associée aux

‘subtilisin-like’ endoprotéases ( Moulard et al., 1995).

Le clivage génére une nouvelle extrémité N-terminale trés hydrophobe au fragment F1. Cette
région est sans aucun doute la région impliquée dans I’interaction entre la protéine F et la
membrane hydrophobe de la cellule cible, et donc dans le mécanisme de fusion (Anderson et al.,

1992).
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2.5. Expression de la protéine F en surface

Pour que la protéine F soit transportée en surface de la cellule-héte, il faut donc que sa
maturation post-traductionnelle se soit déroulée correctement. Dans ce contexte, le clivage de F
en F1 et F2 est une étape indispensable: diverses études ont en effet montré que la protéine F
entiere n’était pas exprimée en membrane (Anderson et al., 1992) (Collins et al., 1991).

De méme, c’est de fagon indirecte que la glycosylation affecte le transport de F, dans le sens ou
la présence de sucres vient modifier la conformation de la protéine et la rend ainsi susceptible au

clivage par les endoprotéases (Collins et al., 1991).

De par leur localisation en surface de la cellule hote, les protéines Fet G sont les cibles
principales de la réponse médiée par les anticorps.

Il apparait en outre que la protéine N présente également un fort caractére immunogéne (Ward et
al., 1983) (Westenbrink ef al., 1989).

Ces anticorps peuvent constituer des outils performants tant dans les études épidémiologiques
portant sur la distribution du BRSV que dans la recherche de réponses protectrices a 1’égard de

ce pathogene.




VII. ROLE DES ANTICORPS LORS D’ETUDES EPIDEMIOLOGIQUES

Les protéines F et N étant relativement bien conservées entre les différentes souches virales, des
anticorps dirigés contre ces deux protéines sont donc capables de reconnaitre un large spectre de
souches différentes. Ces anticorps sont ainsi utilisés dans des kits de détection afin de déceler
(via des tests d’immunofluorescence ou 4 la peroxydase) la présence d'antigénes viraux sur des

coupes de poumons ou lors des prélévements de liquides nasaux ou trachéobronchiques.

Vu la variabilité antigénique de la protéine G, les anticorps spécifiques de cette derniére sont
rarement préconisés dans le cadre de détection a grande échelle du RSV. Par contre, ces anticorps
s'aveérent étre des outils de choix en cas d'évaluation du type de souches impliquées dans des
foyers infectieux. A ce titre, c'est principalement sur base de ces anticorps qu'a été mis en
évidence I"hétérogénéité des souches, tant humaines que bovines. Il nous faut d’ailleurs souligner
que le phénomene de réinfection (une des caractéristiques principales de la pathologie liée au

RSV) pourrait trouver son origine dans la variabilité des souches virales.

VIII .VARIABILITE DES SOUCHES VIRALES

Avant de se pencher sur la variabilité existant au sein des souches bovines, il faut quelque peu
nous attarder sur celle observée chez le HRSV. Ces études ont en effet servi de base a celles
menées chez le BRSV et de plus elles permettent d’évaluer la portée relative de ce phénomene

d’hétérogénéité chez le BRSV.

1. Variabilité des souches humaines

1.1.Variablitité antigénique

L’analyse du profil de réactivité de différentes souches de HRSV face a des polysera et face a des

anticorps monoclonaux, a pousser les chercheurs a répartir ces souches dans des groupes
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Figure 9: Classification des souches de HRSV en groupes et sous-groupes antigéniques en fonction

Tableau III : Comparaison entre les Masses Moléculaires estimées sur gel SDS-PAGE de différentes

AMF+G

HRSV B

AMGB

Bl

B2

B3

Protéines Groupe A Groupe B
¥ 36 kDa 32-34 kDa
F 48 kDa 46-47 kDa
Produit de clivage de |32 kDa, 23 kDa |30 kDa, 21 kDa
F1 a la trypsine
i 90 kDa* 90 kDa*
o 41 kDa 41 kDa
i 28 kDa 28 kDa

souches

de leur réactivité avec des anticorps monoclonaux anti-protéine F (AMF) et G (AMG)

protéines issues de souches des groupes A et B. *indique une variabilit¢ de souches a




antigéniques distincts. En utilisant des anticorps monoclonaux dirigés contre les protéines F et G
principalement mais aussi contre les protéines N, P et M2, deux groupes antigéniques (A et B)
ont ainsi été identifiés (Mufson et al., 1985) (Anderson et al., 1985) (Gimenez et al., 1986)
(Morgan et al., 1987).

De ces études, il ressort aussi clairement que la protéine G montre beaucoup plus de variabilité
que la protéine F. Deés lors, ’utilisation d'Ac. monoclonaux anti-G a permis 1’identification de
sous-groupes antigéniques au sein des groupes A et B. Ainsi deux sous-groupes B1 et B2 ont été
définis au sein du groupe B (Akerlind et al.,1988) (Orvell et al., 1987). De méme, les travaux de
Garcia et al (1994) ont permis la répartition des souches du groupe A en différents sous-groupes.

La figure 9 représente le schéma de classification adopté pour les souches humaines.

1.2. Variabilité structurale

La classification des souches ne trouve pas son fondement uniquement dans des variations
antigéniques mais également dans [’analyse de la mobilité électrophorétique de diverses
protéines virales. Pour preuve, les résultats apportés par diverses études montrent une corrélation
entre la répartition des souches en groupes antigéniques distincts et la variabilité observée dans la
taille des protéines P et F1 (tableau III) (Mufson ef al., 1985) (Gimenez et al., 1986) (Norrby et
al., 1986) (Walpita et al., 1992) (Hierholzer et al., 1994) . De méme, 1’hétérogénéité antigénique
a I’intérieur du groupe B a été confirmée en étudiant la taille des protéines G et P (Akerlind ef

al., 1988).

1.3. Variabilité génétique

L'étude de la séquence déduite des différentes protéines virales permet de mettre également en
évidence cette hétérogénéité et qui plus est, permet de la localiser surtout au niveau de la protéine
a.

Celle-ci présente en effet seulement 53% d’identité en acides aminés entre les souches prototypes
A2 (groupe A) et 18537 (groupe B) alors que les autres protéines du sont beaucoup plus
semblables (76 a 98% d’identité (tableau IV)) (Olmsted et al., 1989). L’analyse génétique de la
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Protéines | HRSVA/HRSVB Références
G 53% Johnson et al ., 1987
SH 76% Collins et al ., 1990
F 89% Baybutt et Pringle, 1987; Lopez e al ., 1988
| N 96% Johnson et Collins, 1989
M .
M2 98% Baybutt et Pringle, 1987
P 90% Lambden et al ., 1985; Lopez et al ., 1988 3
NS1 92% Johnson et Collins, 1989
NS2 87% Johnson et Collins, 1989

Tableau IV: Comparaison entre les séquences des protéines des souches prototypes des groupes A

(A2) et B (18537)




protéine G a I’intérieur de chaque groupe indique que la variabilité maximale est de 20% au sein

des souches du groupe A (Cane et al., 1991) et de 9% chez le groupe B (Sullender et al., 1991)

Au vu de l'ensemble de ces résultats, on peut dire que la protéine F permet surtout de distinguer
les deux groupes A et B, alors que la protéine G met plutdt en évidence la variabilité existant a

I’intérieur de ces sous-groupes.

Notons qu’au niveau du groupe A, certains virus isolés a la méme époque dans des endroits forts
variés du globe se ressemblent beaucoup, alors que d’autres virus isolés au méme endroit, durant
la méme épidémie, peuvent présenter des caractéristiques antigéniques tres distinctes. Il apparait
donc que ces virus ont acquis un mode d’évolution qui permet d’une part 1’émergence de
nouveaux variants échappant a la réponse immunitaire de I’hote et d’autre part leur dissémination

aux quatre coins de la planéte (Garcia et al., 1994).

A noter enfin que le degré de sévérité de la maladie n’est généralement pas associé a la présence
d’un groupe particulier (Hendry et al., 1986) (Mclntosh et al., 1993). Malgré cela, certains
groupes ont suggéré qu’une infection avec des souches du groupe A pourrait engendrer une

proportion plus importante de cas nécéssitant des soins intensifs (Hall et al., 1990) (Mufson et

al., 1991).

La découverte de cette variabilité parmi les souches de HRSV a posé la question de savoir si

pareil phénomene existe également chez le BRSV

2. Variabilité des souches bovines

2.1. Variabilité antigénique

L’utilisation de polyclonaux et de monoclonaux dirigés contre la protéine G du BRSV a permis
I’identification par le groupe de Taylor (confirmée via les travaux réalisés dans notre laboratoire)

de deux groupes antigéniques distincts (A et B) ainsi que d’un troisiéme (A/B), intermédiaire




Souches Anticorps Monoclonaux "Groupes"| M;F2

48 52 20 57 61 70 |AK13A2 i
INMK?7 (Japon) A 17
85-1330 (USA) A ND

FS-1 (USA) A 15.58
A51908 (USA) A 202
RB94 (Belgique) A/B 23
Lelystad (Hollande) | A/B 25
MVRS553 (Belgique) A/B ND
BovX (Suisse) B 23
WBH (Hollande) ND ND

Tableau V: Classification des souches de BRSV en "groupes" antigéniques sur base de leur réactivité
avec des Ac. Mon. en immunofluorescence et de la Masse Moléculaire de leur sous-unité
F2 (d'aprés Furze et al ., 1994; Prozzi et al ., 1996).

Critéres de réactivité des Ac. Mon. en immunofluorescence:

négatif

signal faible pour une dilution d'Ac. Mon. a 1/10

L signal maximal pour une dilution d'Ac. Mon. supérieure a 1/1000

ND:non déterminé.

4 Mallipeddi et Samal, 1993




(tableau V). Une des souches étudiées, la WBH, ne répond pas aux critéres de classification

établis et a des lors été considérée comme ‘atypique’ (Furze et al., 1994) (Prozzi et al., in press).

2.2. Variabilité structurale

Cette classification au niveau antigénique a également pu étre corroborée par ’analyse
structurale de certaines protéines virales.

Ainsi la sous-unité F2 a une taille plus faible chez les souches du groupe A que chez celles du
groupe B. De méme, des variations de taille au niveau de la protéine P ont été observée entre ces
différents groupes.

(Baker et al., 1992) (Mallipeddi et al., 1993a) (Furze et al., 1994) (Prozzi et al., in press).

2.3. Variabilité génétique

Les travaux de Prozzi et al (in press) sont venus apporter une confirmation de cette variabilité
chez le BRSV et ce, en comparant la séquence déduite de la protéine G de différentes souches
représentatives. Cependant, les résultats obtenus montrent que le pourcentage de substitution
observés entre les souches des groupes A, A/B et la souche BovX du groupe B, n’ excéde pas
10%. Ce pourcentage est tres faible en comparaison de celui obtenu entre les groupes A et B du
HRSV (47%). Les résultats obtenus ici chez le BRSV font plutét penser a de la variabilité intra-
groupe, semblable a celle observée chez le HRSV (20% a I’intérieur du groupe A et 9% pour B).

Cela peut s’expliquer par le fait que chez le BRSV, a I’heure actuelle, on ne dispose pas
d’anticorps discriminants autres que ceux dirigés contre la protéine G ayant servis a
I’identification des ‘groupes’ antigéniques. Or, chez le HRSV, les groupes A et B ont été
identifiés sur base d’anticorps monoclonaux discriminants dirigés contre les protéines F, M, N, et
P, les anticorps anti-G ayant surtout servi a la différenciation de sous-groupes au sein de ces
groupes. Ainsi, selon le schéma de classification établi pour les souches humaines, les ‘sous-
groupes’ A, A/B et B du BRSV pourraient donc faire partie d’un méme ‘groupe’ antigénique,
ceci restant encore trés hypothétique. Peut-étre n’existe-t-il pas de groupes chez le BRSV pareils
a ceux rencontré chez le HRSV ou bien les outils dont on dispose actuellement ne permettent pas

leur identification. Mais, s'ils existent réellement, les souches atypiques pourraient constituer, en
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AMF +G
BRSV A
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A A/B B

Figure 10: Classification hypothétique des souches de BRSV en 'groupes' et 'sous-groupes'
antigéniques établie en fonction de la réactivité de certains anticorps monoclonaux anti-

protéine G (AMG) et d'une correspondance éventuelle avec la situation existant chez le

HRSV.

BRSV B ?

Souches atypiques ?



fonction de leur plus grande variabilité, une piste intéressante a exploiter dans la recherche de

groupes antigéniques distincts (figure 10).

Quoiqu’il en soit, cette hétérogénéité chez le BRSV est bien présente et on peut alors se
demander quel en est I’impact épidémiologique. Dans ce contexte, les travaux menés par dans
notre laboratoire ont permis d’évaluer la portée épidémiologique de cette variabilité en montrant
que durant les hivers 1992-94, en Belgique, il y avait bel et bien co-circulation des souches des
‘groupes’ A, B et A/B (Walravens ef al., résultats non publiés). L’évaluation des conséquences
de cette variabilité sur la réponse immunitaire et principalement sur la réponse protectrice est
actuellement en cours dans notre laboratoire, notamment en regardant si la vaccination ou
I’infection naturelle par une souche de BRSV est capable d’engendrer une réponse croisée a

I’égard de souches bovines hétérologues

IX. ROLE DES ANTICORPS ANTI-F ET ANTI-G DANS LA
PROTECTION

1. La réponse protectrice

L’immunisation de souris ou de rats cottons avec des protéines purifiées a permis de mettre en
évidence la capacité qu’ont les protéines F et G a engendrer une réponse inhibant la réplication
du virus dans les poumons lors d’un test de résistance a l’infection (Walsh et al., 1987)
(Routledge et al., 1988) (Murphy et al., 1989) (Murphy et al., 1990). Pareils résultats ont aussi
été obtenus grace a ’injection de protéines F et G recombinantes, exprimées en baculovirus ou
dans le virus de la vaccine et ce, qu’elles proviennent du HRSV (Elango et al., 1986) (Olmsted et
al., 1986) (Stott et al., 1986) (Wertz et al., 1986) ou du BRSV (Walravens et al., in press).

Il apparait en outre que la réponse induite par la protéine F est plus durable que celle engendrée
par G (Johnson ef al., 1987). La protéine F est aussi capable d’induire une forte protection a la
fois contre des souches homologues et hétérologues tandis que la protéine G induit une plus
faible protection contre des souches homologues et pas du tout contre des souches hétérologues

(Stott et al., 1987) (Sullender et al., 1990)




Enfin, la déplétion de certaines populations cellulaires 'in vivo' chez la souris a permis d’associer
cette réponse protectrice a la production d’anticorps dirigés contre les protéines F et G (Connors

etal., 1991) (Connors et al., 1992).

2. Transfert passif des anticorps

Un moyen efficace d’évaluer le role exact des anticorps dans la protection consiste a transférer
passivement un sérum a un animal et d’en étudier la résultante protectrice suite a une infection
par le RSV. De cette fagon on a pu montrer que des anticorps anti-F ou anti-G sont capables de
protéger des souris contre le développement du RSV dans leurs poumons (Taylor et al., 1984)
(Kennedy et al., 1988) (Trudel et al., 1991) (Taylor et al., 1992).

A ce titre, plusieurs essais cliniques chez des enfants ont montré I’efficacité de I’injection
prophylactique et thérapeutique de sera hyperimmuns en matiére de réduction du titre viral dans -

les poumons (Hemming et al., 1987) (Groothuis et al., 1991).

3. Les anticorps neutralisants

L’activité protectrice de ces anticorps parait associée a une capacité fonctionnelle décelable in
vitro. Ainsi, seuls les sera montrant une haute capacité a inhiber l'infection de cellules en culture
par le virus permettent une protection efficace in vivo (anticorps neutralisants) (Siber et al.,
1992).

Diverses études tant chez I’homme que chez le bovin, ont montré que la protéine G induit peu
d’anticorps neutralisants et généralement ces anticorps n’inhibent pas complétement la
réplication virale (Taylor et al., 1984) (Anderson et al., 1988). Par contre beaucoup d’anticorps
dirigés contre la protéine F neutralisent complétement le virus, (Kennedy et al., 1988) (Taylor er
al.,, 1992) (Mulkey and Anderson, 1991) (Arbiza et al., 1992). Ces résultats peuvent expliquer le
fait qu’on ait moins d’anticorps protecteurs anti-G qu’anti-F.

L’effet neutralisant peut trouver son origine dans des mécanismes distincts selon qu’il implique
I'une ou l’autre de ces protéine. Ainsi des tests in vitro ont révélés que les anticorps anti-G
exercent leur pouvoir neutralisant en inhibant I’attachement du virus a la cellule hote alors que

les anti-F agissent en inhibant la fusion des membranes. Si peu d'études ont €té consacrées a
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l'activité fonctionnelle des anti-G, deux types d'anticorps monoclonaux neutralisants dirigés
contre la protéine G ont été décrits. D'une part des anticorps neutralisants peuvent empécher
l'entrée du virus par leur fixation a des épitopes directement impliqués dans la fusion. D'autre
part, l'existence d'anticorps neutralisants ne présentant pas d'activité inhibitrice de fusion
décelable in vitro, laisse penser que ceux-ci peuvent perturber de maniére indirecte l'entrée du
virus dans la cellule (en interférant par exemple avec l'attachement médié par la protéine G)

(Taylor et al., 1992).

Tous les anticorps inhibiteurs de fusion sont donc neutralisants, l’inverse n’étant pas
nécessairement vrai.

I1 apparait que seuls des anticorps monoclonaux hautement neutralisants sont capables d’inhiber
la fusion (Walsh et al., 1986) (Kennedy et al., 1988) (Beeler et al., 1989) (Matheise et al.,
1995).De méme, malgré I’impact favorable que peut avoir la neutralisation, une protection
efficace contre l’infection est plutét corrélée avec un pouvoir inhibiteur de fusion que

neutralisant des anticorps (Taylor et al., 1992)

Ainsi donc, les protéines F et G jouent un role dans la protection immune, mais la contribution
de F est plus importante— a la fois pour les phénomenes de neutralisation in vitro et de protection

in vivo.

Ces anticorps constituent donc d’excellents outils permettant 1’identification de certaines zones

des protéines F et G impliquées dans le mécanisme d’infection du virus.

X. Analyse antigénique des protéines F et G

1. Introduction

Les objectifs de cette analyse antigénique sont différents selon qu’elle implique la protéine F ou
la protéine G. En effet, dans le premier cas, les anticorps anti-F ont jusqu'a présent servi
principalement a localiser les épitopes protecteurs sur cette protéine. Les anticorps monoclonaux

anti-G peuvent aussi mettre en évidence des zones importantes pour la protection, mais en regard




de la grande variabilit¢ de G, ils sont surtout exploités dans le cadre de l'analyse des zones

variables a la base de 1'hétérogénéité des souches du RSV.

L’analyse antigénique des protéines F et G se déroule généralement en deux étapes distinctes: on
procede dans un premier temps a des tests de compétition afin d’identifier les différents régions
antigéniques de la protéine et ensuite, via des stratégies trés diverses, on peut localiser les

épitopes présents dans ces régions.

1.2. Identification des régions antigéniques

Le test de compétition consiste a évaluer la capacité qu’ont des anticorps monoclonaux a entrer
en compétition pour leur fixation a un méme épitope ou a des épitopes proches
topographiquement. Si deux anticorps monoclonaux inhibent mutuellement leur liaison a
l'antigene, les épitopes reconnus par ces deux anticorps monoclonaux seront classés dans un

méme site antigénique.

1.3 Localisation des épitopes

I existe de nombreuses techniques permettant une localisation plus précise des épitopes d’une
protéine. Une de ces techniques, éprouvée a de nombreuses reprises en matiére de RSV, consiste
a sélectionner a I’aide d’anticorps neutralisants, des ‘antibodies escape mutants’, souches virales
chez lesquelles une mutation affecte la reconnaissance par les anticorps concernés. La
localisation de cette mutation permet de situer la zone reconnue par les anticorps sur la souche
sauvage.

D'autres techniques couramment utilisées consistent a tester ces anticorps sur des fragments
protéolytiques ainsi que sur des peptides synthétisés chimiquement ou exprimés sous forme

recombinante.

2. Analyse antigénique de la protéine F
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2.1 Identification des régions antigéniques

2.1.1. Chez le HRSV

Les tests de compétitions réalisés par différents laboratoires définissent en général quatre a cing
sites antigéniques distincts sur la protéine de fusion du HRSV (Walsh er al., 1986) (Garcia-
Barreno et al., 1989) (Beeler et al., 1989) (Arbiza et al., 1992) (Taylor et al., 1992). 1l est
difficile d'établir une correspondance entre les régions antigéniques découvertes par chaque
équipe, vu qu’elles ont toutes travaillé en utilisant leur propre panel d’anticorps. Toutefois, les
études menées par le groupe de Melero, a partir d’anticorps provenant de plusieurs laboratoires,
ont permis de définir deux sites neutralisants regroupant plusieurs épitopes reconnus par des
anticorps fortement neutralisants et inhibiteurs de fusion: le site majeur de neutralisation II et le

site mineur de neutralisation IV (Arbiza et al., 1992).

2.1.2 Chez le BRSV

Au niveau du BRSV, les travaux de Trudel et al. (1989) ont permis I’identification d’au moins
trois sites reconnus par des anticorps monoclonaux neutralisants que reconnaissent les souches
humaines, bovines et ovines du RSV. Les résultats acquis au sein de notre laboratoire par
Matheise et al .(1995) permettent de définir également deux régions antigéniques (A et B) ainsi
qu’une troisiétme AB. Qui plus est, les régions A et B sont reconnues par des anticorps
neutralisants et inhibiteurs de fusion, identifiant ainsi deux régions distinctes et biologiquement
actives sur la protéine F du BRSV. Enfin, I’équipe de Langedijk a localisé également trois sites
différents sur la protéine F, dont deux (les sites A et B) sont reconnus par des anticorps

neutralisants (Langedijk ef al., résultats non publiés).

2.1.3. Localisation des épitopes sur la protéine F

2.1.3.1. Chez le HRSV
L’utilisation de peptides synthétiques et de fragments recombinants de la protéine F exprimés en
bactéries indiquent que la zone 289 a 298 est importante pour la fixation d’un anticops (L4)

inhibiteur de fusion (Paradiso ef al., 1991) (Martin-Gallardo ef al., 1991).
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D"autre part, ’expression de fragments protéiques en bactéries par Lounsbach er al. (1993) a
également permis de montrer que des anticorps neutralisants et inhibiteurs de fusion se fixent au

niveau des acides aminés 253 a 289 de la protéine F.

Ces résultats sont intéressants, mais ils sont le fruit de recherches isolées. Une étude beaucoup
plus compleéte, regroupant différents laboratoires, s’est intéressée a la localisation d’épitopes

reconnus par différents anticorps sur les sites de neutralisations I et [V.

Ainsi, une localisation grossiére des sites de neutralisation II et IV a d’abord été réalisée en
testant les anticorps spécifiques de ces sites sur des fragments protéolytiques de la protéine F du
HRSV. Les résultats de cette expérience identifient la région II au niveau du premier tiers de la
région N-terminale de la sous-unité F1 tandis que la région IV se situe elle au niveau des deux
tiers de I’extrémité carboxy -terminale de cette méme sous-unité (Arbiza et al., 1992).
L’utilisation des ‘antibodies escape mutants’ a permis de confirmer ces résultats. En effet, sur
base de I’analyse de la séquence déduite de la protéine F chez ces mutants, il est apparu que les
résidus 262, 268 et 272 sont impliqués dans la formation d’épitopes distincts au niveau de la
région II. Au niveau du site IV, la fixation d'anticorps monoclonaux semble relativement
dépendante de la présence de I'acide aminé 429. Ce dernier résultat a été confirmé directement
par la reconnaissance d’un peptide synthétique (422-437) par les anticorps du site [V. (Arbiza et
al., 1992),

Toutefois, I’utilisation de peptides courts trouve ses limites dans le cas d’épitopes un peu plus
complexes, comme ceux qui semble constituer le site II.

Ainsi, en testant les différents anticorps assignés a ce site sur des courts peptides synthétiques,
1’équipe d’ Arbiza s’est rendue compte qu’un seul des anticorps (le B4) est capable de réagir avec
un peptide recouvrant les résidus 255 a 275 (Arbiza et al., 1992). Les autres anticorps (dont
I’AK13A2 produit dans notre laboratoire) nécessitent en effet un peptide plus long, allant des
résidus 215 a 275 ou des résidus 235 a 275. Il existe donc une structure minimale dans ces 60

acides aminés permettant la reconnaissance des épitopes par ces anticorps (Lopez et al , 1993).

2.1.3.2. Chez le BRSV

Un nombre beaucoup plus restreint d’études s’est intéressé a la localisation des épitopes de la

protéine F du BRSV.




Toutefois la forte homologie qui existe entre les souches humaines et bovines, d’un point de vue
antigénique, permet 1’exploitation de certains résultats obtenus chez le HRSV.

Ainsi, plusieurs anticorps monoclonaux reconnaissant les sites II et IV sont spécifiques des
souches humaines et bovines (Taylor et al., 1992).

Les tests réalisés au sein de notre laboratoire par Matheise et al. (résultats non publiés) a I’aide
de fragments protéolytiques ou exprimés en bactérie de la protéine F, confirment que la zone
comprise entre les résidus 251 a 285, correspondant donc a la région II décrite par Arbiza, est le

siege d’une réponse neutralisante importante chez le BRSV.

Un autre domaine de la protéine a aussi été identifié en faisant réagir de courts peptides fixés a
un support solide (technique du PEPscan). Il s’agit d’un site de neutralisation conservé tant au
niveau des souches humaines que bovines et situé¢ au niveau de I’extrémité N-terminale du

fragment F1(résidus 173 a 182) (Langedijk et al., résultats non publiés).

3. Analyse antigénique de la protéine G

La seule étude utilisant des anticorps en test de compétition sur la protéine G, réalisée par
Garcia-Barreno et al. (1988), n’a pas permis d’établir une classification des régions antigéniques
comparable a celle obtenue pour la protéine F. En effet, alors que pour celle-ci on arrive a
localiser quelques régions antigéniques distinctes, il apparait qu’au niveau de la protéine G
presque chaque anticorps testé identifie un site unique, la plupart de ces sites se chevauchant
fortement.

L’identification des sites antigéniques posant probleme, les études se sont consacrées

directement a la localisation des €pitopes sur la protéine.

La classification des épitopes de la protéine G peut se faire sur base de leur variabilité ou en
fonction de leur structure. Dans le premier cas, on les répartira en épitopes conservés, spécifiques
des groupes viraux et variables a ’intérieur de ces groupes, alors que dans le second cas on
distinguera les épitopes sucrés des non-sucrés.

A nouveau, trés peu d’études ont été consacrées a I’antigénicité de la protéine G des souches
bovines, comparativement a celles des souches humaines. Qui plus est, cette protéine présentant

une hétérogénéité antigénique importante, les résulats obtenus au niveau du HRSV sont




difficilement exploitables chez le BRSV. Il en ressort toutefois certaines caractéristiques

intéressantes:

3.1. Classification des épitopes en fonction de leur variabilité

3.1.1. Epitopes conservés

L’utilisation d’anticorps reconnaissant toutes les souches du HRSV a permis d’isoler des ‘escape
mutants’ chez lesquels les mutations ont été localisées au niveau d’une des Cys présentes dans
I’ectodomaine de G. Pour rappel, ces Cys sont totalement conservées entre toutes les souches
virales, tant humaines que bovines, suggérant ainsi leur implication dans un épitope important
(Rueda et al., 199'). Ces résultats sont venus renforcer les convictions de Johnson ef al. (1987b)
qui prédisaient I’importance d’un court fragment conservé s’étalant entre les résidus 164 et 176
et chevauchant la région riche en cystéines dans le role d’attachement de la protéine.

Enfin, un anticorps monoclonal neutralisant spécifique de toutes les souches de HRSV reconnait

un peptide recouvrant la région 205-211 (Garcia-Barreno et al ., 1989).

3.1.2. Epitopes spécifiques des groupes viraux

Un site antigénique situé dans la région centrale hydrophobe (au niveau des acides aminés 174 a
188) a été identifié et caractérisé par différentes équipes (Norrby et al., 1987) (Akerlind-Stopner
et al., 1990). Il apparait que cette région est conservée a I’intérieur des groupes A et B du HRSV,
mais pas entre ces 2 sous-groupes (Trudel er al., 1991). Fait intéressant, 1’équipe de Trudel
(Trudel et al., 1991) a montré que I’immunisation avec un peptide synthétique recouvrant la
région 174-187 est capable d’induire une réaction de protection a I’encontre de souches
homologues.

Ces résultats ont été corroborés par Rueda ef al. (1995) en montrant que des épitopes spécifiques
des groupes, au méme titre que des épitopes conservés, sont localisés au niveau de la région a
cystéines.

On a découvert plus tard que pareille région immuno-dominante existe non seulement au niveau

du HRSV mais aussi chez le BRSV (Langedijk ef al., in press. b). Dans les travaux de Furze et




al. (1994) I"utilisation d’un anticorps monoclonal (20) assigné a cette région antigénique, permet
la discrimination des différents groupes viraux du BRSV. Cet anticorps reconnait en effet le
peptide 174-185 chez les souches des groupes A et A/B, mais pas chez les souches du groupe B.
Cette différence de réactivité pourrait s’expliquer par la présence de 2 mutations (résidus Pro 180
et 184) au niveau des souches B (Langedijk ef al., in press. a) (Prozzi et al., in press).

Bien qu’aucun rdle majeur dans la réponse protectrice , tant chez le HRSV que chez le BRSV,
n’ait été attribué a cette région, ces résultats montrent cependant son implication dans
I’hétérogénéité des souches virales et dés lors la pertinence d’une classification basée sur la

variabilité antigénique

3.1.3. Epitopes spécifiques des souches

L’utilisation d’‘escape mutants’ par I’équipe de Melero (Rueda et al., 1991) révele que la
majorité¢ des épitopes spécifiques des souches du HRSV se localisent au niveau de 1’extrémité
carboxy-terminale de la protéine. D’aprées les travaux de Cane et al. (1996) sur les souches du
groupe A, cette région C-terminale parait trés immunogene et ce en dépit de sa forte variabilité.
L'implication de ce domaine C-terminal dans une réponse fonctionnellement importante in vivo
semble néanmoins sujette a caution puisqu'une protéine G amputée des 68 derniers aminés
induit une réponse protectrice comparable a celle obtenue avec le virus sauvage (Olmsted et al .,

1989).

La localisation des sites antigéniques sur la protéine G peut donc se résumer en disant d’une part
que les épitopes spécifiques des souches sont localisés au niveau du tiers de I’extrémité C-
terminale tandis que les épitopes spécifiques des groupes antigéniques et conservés se situent
tous deux aux alentours du cluster de cystéines de I’ectodomaine. La conservation de ce cluster et
des régions avoisinantes parmi les différentes souches virales ainsi que leurs rdles supputés
expliqueraient la préservation des épitopes localisés a ce niveau de la protéine (Rueda et al.,
1995).

Ces résultats sont toutefois nuancés par les travaux de Sullender et al. (1995) montrant que les
trois régions de la protéine G (régions N-terminale (1-173), centrale a cystéines (174-214) et C-
terminale (215-298)) sont capables d’étre reconnues par des anticorps neutralisants spécifiques

de groupes distincts de HRSV.




3.2. Classification des épitopes en fonction de leur structure

La classification des épitopes abordée ci-dessus est arbitrairement basée sur leur variabilité, mais
elle ne préjuge en rien de leur structure. En effet, la plupart des techniques utilisées dans la
localisation de ces épitopes, a I’exception des peptides synthétiques, mettent en évidence
I'importance de certains résidus pour la reconnaissance des anticorps, mais ne permettent pas de
déterminer la structure minimale reconnue par les anticorps monoclonaux.

Certains travaux ont identifié¢ sur la protéine G deux types d’épitopes: les sucrés et les non-
sucrés. Ainsi, les travaux de Palomo ef al. (1991) montrent que la grande majorité des anticorps
reconnaissent des épitopes O-glycosylés sur la protéine G, soulignant a nouveau I’importance de
ces sucres pour son antigénicité. Grace a ’expression de la protéine G en bactéries, 1’équipe de
Gallardo (Gallardo et al., 1993) a néanmoins identifié un épitope neutralisant dont la structure est

indépendante de chaines hydrocarbonées.
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BUT DU TRAVAIL

Les protéines F et G constituent des €léments essentiels au niveau du pouvoir infectieux du
BRSV. Qﬁi plus est, de par leur situation en surface de ce virus, ces deux protéines forment
d’excellentes cibles pour les anticorps produits lors de la réponse immunitaire humorale chez un
individu infecté. Dés lors, ces anticorps peuvent constituer des outils relativement intéressant,
d’une part dans la recherche de réponses protectrices a 1’égard de ce virus et ensuite pour les

études épidémiologiques portant sur la distibution des souches du BRSV.

C'est dans cette optique que notre travail a eu pour but de produire et de caractériser des

anticorps monoclonaux dirigés contre ces deux protéines.

Disposant déja d’un anticorps dirigé/é contre la protéine F du RSV n'ayant été caractérisé que
grossierement par le passé, la premicre partie de ce travail se focalisera donc sur la production

d’anticorps monoclonaux ciblés sur la protéine G de ce virus. _

Les différents anticorps (anti-protéine F et anti-protéine G) seront ensuite caractérisé selon deux

modalités.
Ainsi, dans un premier temps il nous faudra étudier la fonctionnalité de ces anticorps et donc leur

capacité a inhiber le pouvoir infectieux du virus.

Ensuite, la réactivité de chacun de ces anticorps sera évaluée sur un panel de souches virales, de
maniére & montrer le caractére discriminant ou conservé de nos anticorps monoclonaux et a

déterminer le role qu’ils pourraient jouer lors d’études épidémiologiques.

Nous tenterons enfin de localiser la région antigénique reconnue par chacun de ces anticorps sur

la protéine F ou sur la protéine G.
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8]




RESULTATS



RESULTATS

Disposant déja au laboratoire d’anticorps dirigés contre la protéine F du BRSV, nous avons
concentré 1’essentiel de nos efforts sur la production d’anticorps monoclonaux dirigés contre la

protéine G de ce méme virus.

Le travail accompli durant ce mémoire s’est déroulé en deux phases distinctes. Dans un premier
temps, on a chercher a produire ces anticorps monoclonaux. Ensuite, ceux-ci ont été caractérisés

de maniere plus approfondie quant a leurs spécificités fonctionnelles et antigéniques.

CHAPITRE 1. PRODUCTION D’ANTICORPS MONOCLONAUX

1. Préambule

La technique utilisée repose sur l’obtention d’hybridomes issus de la fusion entre des
lymphocytes B sécréteurs d’anticorps (plasmocytes) et des cellules de myélome (cellules
cancéreuses issues de la lignée B).

Chaque hybridome garde les caractéristiques des deux types de cellules parentales, si bien
qu’apres une étape de clonage il sera capable de produire et de sécréter indéfiniment un seul type
d’anticorps (anticorps monoclonal) dirigés contre un déterminant antigénique (ou épitope)
unique.

Les plasmocytes utilisés pour produire les anticorps anti-protéine G sont issus de la rate de souris

préalablement immunisées avec cette protéine.

2. Préparation de la protéine G

(OS]
(O8]




La protéine G utilisée principalement pour immuniser les souris a été obtenue par purification a
partir de cultures virales de la souche RB94 sur cellules Vero. Cette purification reposant sur le
principe de la chromatographie d'affinité, consiste a déposer un lysat de virus sur une colonne de
Sépharose couplée a un anticorps dirigé contre la protéine G du BRSV (I’anticorps 20). Une fois
le lysat passé, I’élution de cette colonne permet la récupération de la protéine G purifiée.

A noter que la méme technique a été appliquée pour purifier la protéine F, moyennant
l'utilisation d'un anticorps dirigé contre cette derniére.

Malgré les aménagements apportés au protocole, le rendement de la purification reste assez
faible. Cette efficacité limitée peut étre imputée a la quantité restreinte de protéine virale présente
dans la préparation a la base de la purification. La réplication a haut titre du BRSV reste en effet
problématique en mati¢re de production d’antigénes viraux.

Ceci encourage I’utilisation d’un autre systéme de production de la protéine G.

A ce titre, le baculovirus s’est avéré étre d’une plus grande efficacité. Il s’agit en effet d’un
vecteur viral se développant trés bien en culture et permettant 1’expression en grandes quantités
de protéines recombinantes (20 a 100 pg/ 10’ cellules) (Matsuura et al., 1988))

Ne disposant pas au laboratoire de baculovirus exprimant la protéine G (Bac-G) de la souche
RB94, nous nous sommes tournés vers l’utilisation de la protéine G du virus NMK?7 exprimée
dans ce méme vecteur baculovirus. Méme si quelques différences antigéniques sont perceptibles
entre ces deux souches, ’analyse de la séquence de ces deux protéines montrent plus de 90 %
d’identité (Prozzi et al., in press).

Le baculovirus a été cultivé sur de cellules sf9, cette préparation ayant servi a la fois pour la
derniére stimulation de la souris utilisée lors de la premiére fusion ainsi que pour les différents
tests antigéniques réalisés.

Un vecteur analogue mais exprimant la protéine F de la souche RB94 a également servi lors des

tests antigéniques.

3. Immunisation des souris

Trois souris Balb/c ont été immunisées par voie sous-cutanée avec de la protéine G purifiée,
issue de la souche bovine RB94. Sur chacune de ces souris, trois rappels ont été effectués avec
cette méme protéine adjuvantée en Quil-A (saponine extraite de Quillaya saponaria) a environ 6
semaines d’intervalles et a raison de 10 pg par injection.

Aprés immunisation, un prélévement sanguin de chaque souris a été effectué.
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Figure 11: Réactivité du serum (dilué¢ 50x) d'une souris immunisée a l'aide de protéine G en ELISA

indirect sur différents antigenes




3.1. Evaluation de la spécificité des sera

Le serum des souris immunisées apres le deuxiéme rappel a été testé en ELISA indirect de

maniére a vérifier la production par ces souris d’anticorps dirigés contre la protéine G.

La réactivité des sera a été réalisée sur quatre antigenes différents, a savoir:

- des cellules infectées par le virus RB94

- des cellules infectées par le Bac-G

- des cellules infectées par le baculovirus exprimant la protéine F du RB94 (Bac-F).

- des cellules infectées par le baculovirus sauvage (Bac-wt), ces deux derniers servant de
témoin négatif. Le mode de préparation de cet antigéne est le méme que pour le Bac-G.
Différentes dilutions des séra ont été déposées sur ces quatre antigénes préalablement adsorbés
sur une plaque-multipuits. Le serum d’une souris non-immunisée a également été testé en guise
de témoin négatif de la réactivité sur ces antigenes.

La présence d’anticorps fixés est révélée en immunoperoxydase (cfr. Mat. & Méth.)

3.2. Résultats

La figure 11 donne un exemple de la réactivité d'un des sera (dilué 50 X) testé sur les différentes
préparations d'antigénes.

Les résultats obtenus rendent compte d'une réactivité du serum de la souris immunisée a trois
reprises sur le virus entier, au contraire du serum de souris non immunisée qui est également
négatif sur les autres préparations d'antigénes. Par contre, le serum de souris immunisée réagit
clairement avec le Bac-G mais pas sur le Bac-F et le Bac-wt, suggérant dés lors la production
d'anticorps anti-protéine G par cette souris.

Pareils résultats furent obtenus avec les sera des autres souris.

4. Premiere Fusion
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Figure 12: Représentation schématique des différentes étapes de sélection des hybridomes




Juste avant la fusion, une des souris immunisée précédemment a subi deux injections par voie
sous-cutanée de Bac-G, adjuvanté en Quil-A. Cette étape est nécessaire pour stimuler la

différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d'anticorps.

Apres avoir avoir réalisé la fusion (selon le protocole décrit dans la partie ad hoc du Mat. &
Méth.), les cellules ont été réparties dans dix plaques multipuits.
En référence a la terminologie en vigueur dans notre laboratoire, cette fusion a regu le nom de

CL.

Apres une dizaine de jour de culture, une sélection basée sur des tests antigéniques a permis
I’élimination des hybridomes ne sécrétant pas d’anticorps ou sécrétant des anticorps non ciblés

sur la protéine G.

Pour la clarté de I’exposé, la figure 12 reprend les différentes étapes de la sélection des

hybridomes producteurs.

4.1. Premiere sélection des hybridomes

Les surnageants issus de la culture de chaque hybridome et contenant les anticorps sécrétés par
ceux-ci ont été testés en ELISA indirect de maniére a évaluer leur réactivité sur trois antigénes
différents.
Les antigénes de détection utilisés au cours de ce test sont:

- des cellules infectées par le RB94

- des cellules infectées par le Bac-G

- des cellules infectées par le Bac-F.
Les anticorps 20 (anti-G) et AK13A2 (anti-F) ont servi de témoins. Ces anticorps (purifiés par
immunoaffinité) ont été utilisés a des concentrations semblables a celles que 1’on trouve dans les
surnageants de culture des hybridomes (3 a 10 pg/ml).
Un critére de réactivité a été arbitrairement établi: ne sont considérés comme positifs que les
surnageants ayant une D.O. supérieure a 0,200. Cette valeurcorrespond au double de la moyenne

des 100 valeurs les plus faibles observées pour chaque antigéne testé.
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Bac-G Bac-F RB9Y%4
3 + - N
23 . - +
16 + H _ ]
18 + + +
4 + + -
4 - + o
68
Témoins
20 - = -
AK13A2 - + +

Tableau VI: Résultats de la premiére sélection en ELISA indirect des hybridomes lors de la
premiére fusion. Le tableau résume la réactivité des anticorps sécrétés par ceux-ci sur
plusieurs antigénes. La positivité indiquée a été établie en fonction d'un seuil fixé a

une D.O. de 0.200.




4.2. Résultats

Le tableau VI résume les résultats obtenus lors de cette étude.

La réactivité des anticorps témoins répond par ailleurs a ce critére de positivité en fonction de
leur spécificité, a savoir que I'anticorps AK13A2 réagit sur le RB94 et le Bac-F, tandis que le 20
reconnait le RB94 et le Bac-G. Par ailleurs, ces anticorps ne détecte pas le baculovirus

n'exprimant pas sa protéine-cible.

Sur tous les puits testés, 68 ont été retenus en fonction de leur positivité sur au moins un des

antigénes

Tout d’abord 3 hybridomes reconnaissent a la fois avec la protéine G exprimée en baculovirus et
le virus entier RB94. Pareille réactivité suggere une spécificité pour la protéine G de la part des

anticorps produits.

39 hybridomes (23+16) réagissent avec 1’un ou l'autre de ces deux antigénes. A ce niveau, il est
déja plus difficile de déterminer la cible précise de ces anticorps. Tout d’abord, ces tests ont été
réalisés avec des antigenes différents (au niveau de la quantité de protéines, de leur pureté, de la
présentation des épitopes,...) et présentent donc des sensibilités différentes. Outre ce probleme de
sensibilité, un facteur antigénique peut intervenir. En effet,la souris a été immunisée avec de la
protéine G purifiée de RB94 mais le rappel s’est effectué¢ avec de la protéine G de NMK7
exprimée en baculovirus. Méme si ces deux protéines sont forts semblables d’un point de vue
moléculaire et antigénique, il peut exister toutefois quelques différences. Ainsi, le fait que ces
anticorps réagissent contre un de ces deux antigenes peut traduire une spécificité pour un épitope
de G non conservé entre les deux souches. De plus, en fonction du mode d'expression de la
protéine G (dans les cellulesVero ou sf9) quelques différences dans sa maturation (notamment au

niveau de la glycosylation) pourraient étre responsables de la modification de certains épitopes.

L’analyse des résultats montre également que 18 hybridomes réagissent avec les trois antigenes
utilisés. Cette polyréactivité peut avoir diverses origines. Tout d’abord, il est possible qu’on soit
en présence d’anticorps réagissant contre des antigenes cellulaires communs aux trois
préparations (cellules Vero pour le RB94, cellules sf9 pour le baculovirus). Dans ce cas, bien que

son efficacité ait ét€ prouvée a de nombreuses reprises, la technique de purification de la protéine




G ayant servi a I'immunisation pourrait-étre mise en cause. Une co-purification de résidus
cellulaires en méme temps que la protéine G n’est pas a exclure. Rappelons aussi que la
stimulation finale a été réalisée a 1'aide d'une préparation de cellules infectées avec du Bac-G.

Outre ce probléme de reconnaissance non-spécifique de la protéine G, une autre explication a
cette polyréactivité peut venir du fait que ces hybridomes ne soient pas encore clonés. Dés lors,
la présence de plusieurs hybridomes et donc d’anticorps a spécificité différente (anti-G ou anti-F)
dans le surnageant pourrait étre envisagée. On peut s’interroger a ce moment de la présence
d’anticorps dirigés contre le Bac-F. A nouveau il faut aller chercher la réponse dans le processus
de purification de la protéine G. Du fait de I’association en membrane de ces deux protéines, il
est en effet tout a fait possible que la protéine F soit co-purifiée avec la G,. Son caractére
fortement immunogene fait que la protéine F, méme présente en faible quantité, est capable

d’induire I’émergence de lymphocytes spécifiques.

Sur ce tableau, on remarque également la présence de 4 hybridomes producteurs d’anticm"ps
réagissant contre le Bac-G et le Bac-F, mais pas contre le RB94. A nouveau, le phénoméne de
polyréactivité n’est pas a exclure, mais ces résultats peuvent étre également expliqués par une
réactivité des anticorps vis a vis d’antigénes présents sur le baculovirus ou spécifiques des

cellules sf9, hote de la réplication du baculovirus.

A noter enfin la sélection de 4 hybridomes sécréteurs d’anticorps dirigés uniquement contre le
Bac-F. L’absence de réactivité sur le Bac-G pourrait suggérer que ces anticorps soient
spécifiques de la protéine F. Une différence de sensibilité entre le RB94 et les préparations en
baculovirus pourrait également expliquer le manque de réactivité a I’encontre du virus entier
(taux d'expression de la protéine F supérieur a celui sur le virus RB94).

Des anticorps spécifiques de la protéine F n’étant pas a négliger, nous avons décidé de conserver

ces 4 hybridomes.

Méme si certaines zones d’ombres subsistent en matiere de spécificité des anticorps, cette
démarche avait pour but principal d’opérer une premiére sélection des hybridomes a priori
intéressant. Celle-ci a donc permis de réduire considérablement le panel d’hybridomes en
éliminant les cellules non productrices dont le maintien en culture serait inutile.

Les hybridomes sélectionnés aprés cette premiere sélection ont ensuite €été transférés en
macropuits (en milieu non-sélectif), de maniére a favoriser au mieux leur croissance ainsi que la

production d’anticorps. Une dizaine de jours aprés ce transfert, une seconde sélection est réalisée.




RB94 NMK?7 Cellules VERO
3H4 + + =
4B12 + + -
7H12 + - .
9G10 4 + -
5D10 +/- - -
Témoins
20 + + -
AK13A2 4 + -

Tableau VII: Résultats de la seconde sélection des hybridomes sur monocouches de cellules

infectées. La positivité indique la détection d'effets cytopathogénes diis au RSV.




4.3. Seconde sélection des hybridomes

Cette seconde sélection permet de vérifier si la production d’anticorps par les hybridomes est
toujours efficiente. Il arrive en effet assez fréquemment que ces hybridomes ne parviennent pas a
stabiliser leur croissance ou voient leur rendement altéré lors d’une mise en culture a plus grande
échelle.

Elle s’est opérée selon deux modalités. La premiere consiste a tester les surnageants de culture
sur des monocouches de cellules infectées par différentes souches de BRSV, la seconde a évaluer

la réactivité de ces mémes surnageants sur différents antigénes en ELISA indirect.

4.3.1. Test des surnageants sur monocouches de cellules infectées

4.3.1.1. Procédé

Les différents surnageants ainsi que les témoins (identiques a ceux utilisés lors du test précédent)
ont été déposés sur des cellules Vero préalablement infectée par les souches RB94 ou NMK?7
ainsi que sur des cellules. La révélation du test a été effectuée en immunoperoxydase.

Dans le cas ou ces anticorps reconnaissent des antigénes viraux, on pourra alors observer la
présence d’effets cytopathogenes spécifiques du BRSV (syncytia) marqués.

Les anticorps témoins sont identiques a ceux mentionés lors de la premiere sélection.

4.3.1.2. Résultats

On se rend compte dans un premier temps que les témoins réagissent de fagon attendue, a savoir
qu'ils identifient les effets cytopathogenes produits par les souches RB94 et NMK7 tout en étant
négatifs sur les cellules non infectées (tableau VII).

Par contre, nous n’avons observé la présence de syncytia marqués que pour 5 des surnageants
d’hybridomes. Ainsi le 3H4, le 4B12 et le 9G10 mettent en évidence les effets cytopathogenes

sur les cellules infectées aussi bien par le RB94 que sur celles infectées par NMK7. Le 7H12 et
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RB9%4 Bac-G Bac-F NC2
3H4 + » +- -
5D10 + B - B
7THI12 +/- - - 5
9G10 +/- +/- +/- +/-
Témoins
AKI13A2 + : i 5 3
20 + + - -

~ Tableau VIII: Résultats de la seconde sélection (en ELISA indirect) de la premiere fusion. La
positivité indique une valeur de D.O. supérieure a 0.200. Le signe +/- correspond a

une D.O. plus grande que le seuil de positivité choisi mais inférieur a 0.300.



le 5D10 (pour lequel l'intensité du marquage est plus faible), ne sont positifs par contre que sur le

RB9%4. Ces 5 surnageants sont également négatifs sur les cellules non-infectées.

4.4. Test des surnageants en ELISA indirect

4.4.1. Procédé

Le test a été réalisé sur les mémes antigenes que lors de la premiére sélection, a savoir le RB9%4,
le Bac-G et le Bac-F. Toutefois, suspectant une réactivité de certains anticorps contre les
constituants du baculovirus ou contre certains antigénes d’origine cellulaire, un quatriéme
antigéne a été ajouté comme témoin négatif. Il s’agit du Bac-wt, vecteur baculovirus n’exprimant
pas de protéines recombinantes et cultivé également sur des cellules sf9.

Les témoins utilisés sont identiques et 8 méme concentration que lors du test précédent.

Le critére de réactivité est semblable a celui utilisé lors de la premiére sélection (D.O. supérieure

2.0.200).

4.4.2. Résultats:

Sur les 68 surnageants testés, beaucoup réagissent sur le Bac-wt (traduisant une réactivité non-
spécifique des protéines du RSV) ou alors sur aucun des antigénes utilisés, signe d’une
production d’anticorps absente ou trop restreinte que pour étre décelée lors de ce test.

Cependant, 4 surnageants d’hybridomes ont été sélectionnés sur base d’une réactivité assez
intéressante. Il s’agit des hybridomes 3H4, 5D10, 7H12 et 9G10 (tableau VIII).

Les anticorps du surnageant 3H4 reconnaissent le virus RB94 entier ainsi que le Bac-F.

Les anticorps SD10 et 7H12 reconnaissent uniquement le virus RB94 entier.

L’anticorp 9G10 reconnait les 4 types d’antigénes.

Néanmoins, il nous faut souligner qu’a I’exception des anticorps 3H4 et 5D10 sur le RB9%4, les
réactivités observées restent tres faibles (légeérement supérieures au seuil mais inférieure a une

D.O. de 0,300).

Sur base des résultats de ces deux tests, convergents pour la plupart, les hybridomes 3H4, 4B12,

5D10, 7H12 et 9G10 ont été conservés. Ils sont en effet tous les cinq susceptibles de sécréter un
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ou plusieurs anticorps a priori intéressants. Ainsi, le 3H4 montre une spécificité pour la protéine
F, tant sur la souche RB94 que sur la souche NMK7. Sur les deux tests réalisés, le 5D10 et le
7H12 n’ont réagi qu’avec le RB94, mais aucune spécificité particuliére pour une protéine n’a pu
étre démontrée pour ces deux anticorps. Le 4B12 reconnait les souches RB94 et NMK7, mais
aucun des antigenes présentés lors du test ELISA. Les résultats de ce test suggérent également
que le 9G10 reconnaisse un antigéne cellulaire. Toutefois, la présence de plusieurs hybridomes
dans ce puits est bien possible, cette idée étant renforcée par la réactivité du surnageant sur les

deux souches virales en culture et pas sur les cellules non-infectées (tableau VII).

4.5. Clonage des hybridomes

Comme il a été rappelé ci-dessus, chacun des puits est susceptible de contenir un ou plusieurs
hybridomes différents. Dés lors, le surnageant peut également contenir plusieurs anticorps a
réactivité différente.

Une caractérisation plus approfondie ne peut se faire qu’a partir du moment ou le surnageant ne
contient plus que des anticorps originaires d’un seul clone producteur. —

Des lors, I’étape suivante de la démarche consiste a cloner les différents hybridomes obtenus, par

la technique de la dilution-limite.

4.5.1. Clonage proprement dit

Cette étape trés délicate peut ne pas étre supportée par certains hybridomes. Ainsi, un suivi
microscopique des différents clones a permis de se rendre compte de I’incapacité qu’a le 7H12 a
se développer en culture une fois cloné. Différentes tentatives successives ayant échoué, il a fallu

se résoudre a abandonner cet hybridome.

4.5.2. Test de la réactivité des différents clones

Une fois clonés, la réactivité des surnageants des quatre autres hybridomes a été étudiée au

moyen d’un ELISA indirect, de maniére a vérifier I’efficacité de leur production d’anticorps.
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Les antigénes utilisés au cours de ce test sont: le virus entier RB94, le Bac-G, le Bac-F et le Bac-
wt (comme témoin négatif). Les anticorps 20 et AK13A2 ont été utilisés comme témoins.

Ont été testés, le surnageant de chacun des clones ainsi que celui des hybridomes ayant servi au
clonage.

Seuls I’hybridome 3H4 et ses clones ont montré une réactivité comparable a celle obtenue lors du
test précédent, a savoir qu’ils sont positifs sur le RB94 et le Bac-F mais négatif sur le Bac-G et
NC2. Les autres hybridomes et leurs clones respectifs se sont révélés étre négatifs sur tous les
antigenes testés.

Un des clones du 3H4 a été choisi en vue de continuer la caractérisation.

Plusieurs tentatives de clonages effectuées pour les hybridomes 4B12, 5D10 et 9G10 a partir de
cellules précédemment congelées se sont révélées infructueuses. Les problémes se situaient soit
au niveau de la productivité des hybridomes, soit au niveau de la croissance ou de la productivité

des clones.

Au terme de cette fusion, il nous reste donc un hybridome producteur d’anticorps monoclonal

dirigé contre la protéine F: le 3H4F6.

Au vu de ces résultats, nous avons effectué une seconde fusion.

5. Seconde fusion

Pour cette seconde fusion, nous avons décidé de procéder aux rappels de la souris avec de la
protéine G purifiée a partir d'un lysat de culture du virus RB94.
Ainsi, 35 pg de protéine G ont été injectés a la souris, par voies intraveineuse et intrapéritonéale,

trois jours avant la récupération de la rate.

Cette fusion a regu le nom de CM. Elle a été réalisée dans les mémes conditions que la premiére,

les cellules ayant été réparties dans 9 plaques multipuits.




RB94 | Gpurifiée | F purifi¢e | Bac-G Bac-wt
8 + + - # -
5 + + . . -
9 - + - + -
3 it - ” = .
1 + - - - -
i 26 |

Tableau IX: Résultats de la premiere sélection (en ELISA indirect) des hybridomes de la seconde
fusion. Le tableau résume la réactivité des anticorps sécrétés par ceux-ci sur
plusieurs antigenes. La positivité indiquée a été établie en fonction d'un seuil fixé a

une D.O. de 0.120.




5.1. Premiére sélection des hybridomes

A nouveau, la sélection des hybridomes s’est faite au moyen de tests antigéniques.

5.1.1. Modalités des tests antigéniques

Le premier criblage des anticorps a ét¢ réalisé, en Elisa-indirect, sur différents antigénes, a
savoir: le virus entier RB94, les protéines F et G purifiées, le Bac-G et le Bac-wt.

Les témoins utilisés sont le 20 et ’AK13A2.

5.1.2. Résultats

Le test des surnageants sur autant d’antigénes génére un profil de réactivité assez varié. Des lors,
la sélection s’est opérée sur base de critéres stricts. Ainsi, n’ont été sélectionnés que les
surnageants étant positifs sur au moins deux des trois formes présentes de la protéine G (RB9%4,
Bac-G et G purifiée) tout en montrant une absence de réactivité sur la protéine F et le Bac-wt. Le
seuil critfque de positivité a été arbitrairement fixé a une D.O. de 0,120 en fonction du double de
la moyenne des 100 valeurs de D.O. les plus faibles observées lors de ce test.

Le tableau IX rend bien compte du fait que les anticorps témoins 20 et AK13A2 réagissent
uniquement sur les différentes formes de protéine G et F respectivement, présentes dans ces

différentes préparations.

Comme l'indique ce tableau, 8 surnageants réagissent avec les trois antigénes contenant la
protéine G. Suite a ’absence de réactivité sur la protéine F et sur le Bac-wt, il est difficilement
envisageable que les anticorps contenus dans ces surnageants puissent réagir sur des antigeénes
cellulaires. Ces considérations désignent deés lors la protéine G comme étant la cible la plus
probable de ces anticorps. De plus, vu qua ces antigénes sont issus de préparations différentes, il
est probable que les anticorps reconnaissent des €pitopes conservés entre les souches RB94 et

NMK?7 sur la protéine G.

Des raisonnements analogues a ceux évoqués lors de la premiere fusion peuvent étre avancés

pour expliquer les différentes réactivités observées pour les autres surnageants. Néanmoins, a la




lueur des résultats obtenus précédemment, il nous semble préférable de confirmer leur réactivité

avant de nous avancer a quelque supposition quant a la spécificité de ces anticorps.

Un dernier hybridome s’éloignant toutefois des critéres établis a été sélectionné. Il n’est en effet
positif que sur RB94, mais la réactivité qu’il montre a I’égard de cet antigéne est assez élevée

(D.O. de 1,069, le témoin positif 20 faisant 1,352).

Sur base de ce test, 26 hybridomes ont ainsi été retenus.

5.2. Seconde sélection des hybridomes

Apres dix jours de culture en macropuits, un premier examen microscopique révele que sur les
26 puits de départs, il y en a 11 pour lesquels le développement des cellules ne s’est pas réalisé.

La vérification de la production d’anticorps par les hybridomes présents dans les 15 puits restants
a été réalisé sur base de leur réactivité sur monocouches de cellules infectées ainsi qu’en dot-blot

sur les protéines F et G purifiées.

5.2.1. Test des surnageants sur monocouches de cellules infectées

Les surnageants ont été testés en immunoperoxydase sur une plaque de cellules Vero infectées
par la souche RB94 et sur une plaque de cellules Vero non infectées en guise de témoin négatif.

Les témoins utilisés au cours de ce test sont les mémes que précédemment.

5.2.1.1. Résultats

La réactivité des témoins est celle attendue.

Il apparait que seuls 2 surnageants sur les 15 testés réagissent contre la souche RB94 tout en
étant négatifs sur les cellules non-infectées. Il s’agit des hybridomes 1D1 et 3A11. Le fait que ces
anticorps soient positifs sur RB94 et négatifs sur les cellules Vero montre bien qu’ils ne

réagissent pas avec des antigenes d’origine cellulaire, mais bien avec des antigénes du RB94.
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Les 13 autres surnageants se sont révélés négatifs sur tous les antigénes présentés, suggérant une

production d’anticorps par les différents hybridomes trop faible que pour pouvoir étre décelée.

5.2.2. Test des surnageants en dot-blot.

5.2.2.1. Principe du test

Les 15 surnageants d’hybridomes ainsi que les anticorps produits par le clone 3H4F6 issu de la
premiére fusion ont été déposés sur les protéines F et G purifiées préalablement adsorbées sur
une membrane de nitrocellulose. La fixation des anticorps sur ces antigénes est ensuite révélée en

immunoperoxydase. Les témoins utilisés sont identiques a ceux des test précédants.

5.2.2.2. Résultats

la figure 13 indique clairement que le profil de réactivité¢ du 3H4 ainsi que des anticorps témoins
20 et AK13A2 est celui attendu. Le 3H4 et I'AK13A2 marque en effet uniquement la protéine F
purifiée, au contraire de l'anticorps 20 qui lui ne réagit que sur la protéine G.

Ces résultats confirment que sur les 15 surnageants testés, seuls le 1D1 et le 3A11 montrent une
réactivité pour le BRSV. En outre, ce test nous apprend que ces anticorps sont spécifiques de la
protéine G, aucune réactivité n'étant associée a la protéine F. A noter qu'il y a bien quelques
anticorps montrant un marquage sur une des deux protéines, mais celui-ci est beaucoup trop

faible que pour pouvoir étre pris sérieusement en considération.

La possibilité de la présence dans les puits de plusieurs hybridomes de spécificité différente

n’étant pas a exclure, les hybridomes 1D1 et le 3A11 ont été clonés.

5.3. Clonage du 1D1 et du 3A11

Celui-ci s’est a nouveau réalisé via la technique de dilution-limite. La réactivité des clones a

ensuite été testée en ELISA indirect sur le virus entier RB94.
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La réactivité des témoins est celle attendue, mais il apparait que seul le 3A11 produit encore des
anticorps capable de réagir contre cet antigeéne.

Plusieurs autres clonages du 1D1 ont été effectués a partir d’hybridomes préalablement congelés,
sans pour autant apporter plus de résultats.

Il fallut dés lors abandonner cet hybridome et ne plus tenir compte pour cette fusion que du

3Al1l.

Au terme de ces deux fusions, nous avons obtenu un anticorps monoclonal dirigé contre la
protéine F (le 3H4) et un anticorps monoclonal dirigé contre la protéine G (le 3A11). Disposant
également au laboratoire d’un anticorps anti-F (le 2D6) issu d’une fusion réalisée précédemment
et n’ayant jamais été caractérisé plus précisément, nous avons décidé d’intégrer également cet
anticorps pour la deuxiéme partie du travail. L origine de cet anticorps est brievement expliquée

ci-dessous

6. Origine du 2D6 -

L’ anticorps 2D6 est issu de la fusion CG réalisée précédemment au sein de notre laboratoire, a
partir d’une souris immunisée avec la protéine F du virus RB94 exprimée en baculovirus (Bac-
F).

Les différents tests de sélection réalisés au cours de cette fusion montre une réactivité du
surnageant de cet hybridome en ELISA indirect sur le virus entier RB94, sur le Bac-F mais pas
sur le Bac-wt, révélant ainsi sa spécificité pour la protéine F. Les produits du clonage ayant gardé

le méme profil, le 2D6 fut assigné a la protéine F du BRSV (K. Walravens, résultats non publiés).

Le travail de production étant a présent terminé, nos trois anticorps monoclonaux ont été

caractérisés plus amplements.
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CHAPITRE II. PREPARATION DES ANTICORPS POUR LEUR
CARCTERISATION

Une caractérisation approfondie requiert une quantité non négligeable d’anticorps monoclonaux.
Les surnageants de culture n’en contenant généralement que quelques pg/ml, il faut donc se
tourner vers une technique de production plus efficace. C’est dans cette optique que nous avons

entamé la production in vivo d’anticorps monoclonaux.

1. Production in vivo d’anticorps monoclonaux

La technique utilisée consiste en 1’injection des hybridomes dans la cavité péritonéale de souris.
Aprés quelques jours de culture in vivo, le liquide péritonéal (ascite) généré par le
développement des hybridomes est récupéré. Il contient au moins 1 mg/ml d’anticorps produits
et sécrétés par ces derniers.

Bien qu’ils soient riches en anticorps, ces liquides ne sont pour autant pas dépourvus de graisse,
cellules, protéines et autres composants issus de la cavité péritonéale de la souris.

La purification des anticorps monoclonaux se réalise par_ chromatographie d'affinité sur une
colonne généralement couplée a une protéine bactérienne (A ou G), cette derniére ayant

une affinité toute particuliére pour les parties constantes des chaines lourdes des anticorps
(fragments Fc). Néanmoins, le type de protéine utilisée est tributaire de l'isotypie de ces

anticorps. Il nous faut dés lors la déterminer pour nos trois monoclonaux.

2. Test d’isotypie de nos anticorps

2.1. Principe du test

L’isotypie d’un anticorps est déterminée par le type de chaines lourdes qu’il posseéde. On fait
ainsi la différenciation, chez la souris, entre les IgA, les IgD, les IgE, les IgG et les IgM. 1l existe
cependant des sous-classes au sein des IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3), qu’il convient de

distinguer.




Disposant d’anticorps dirigés chaque fois contre une sous-classe bien précise, ce test consiste a
p

observer leur réactivité sur nos trois anticorps monoclonaux.

2.2. Résultats

A I’issue de ce test, il apparait que nos anticorps monoclonaux ont chacun un isotype spécifique,

a savoir que le 2D6 est un IgG1, le 3H4 un IgG2a et le 3A11 un IgG2b.

Connaissant a présent 1’isotypie de nos anticorps, on peut commencer la purification des liquides

d’ascites.

3. Purification des liquides d’ascites

Sachant que tous nos anticorps sont des IgG, les ascites ont été purifiées sur une colonne de

protéine A de Staphiloccocus aureus.

Disposant dés lors d’anticorps purifi€s en plus de ceux présents dans les surnageants de culture,

nous pouvons dés a présent commencer le travail de caractérisation de ces monoclonaux.

CHAPITRE III. CARACTERISATION DES ANTICORPS
MONOCLONAUX

La caractérisation de nos trois anticorps monoclonaux s’est opérée selon deux modalités. La
caractérisation fonctionnelle a permis d’évaluer leur capacité a inhiber le pouvoir infectieux du
virus lors de tests réalisés in vitro tandis que la caractérisation antigénique a eu pour but

I’identification des régions protéiques reconnues par ces anticorps sur les protéines F ou G.

1. Caractérisation fonctionnelle des anticorps monoclonaux
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L’activité fonctionnelle de nos anticorps a I’encontre du virus a été déterminée au moyen d’un
test de séroneutralisation. Celui-ci permet d’évaluer la capacité qu’ont les anticorps a empécher

I’infection de cellules par le virus.

1.1. Principe du test de séroneutralisation

La premiére étape du test consiste a incuber diverses dilutions de chacun des trois anticorps
purifiés avec le virus RB94. Le mélange résultant est ensuite déposé sur une monocouche de
cellules Vero afin d’évaluer le pouvoir infectieux du virus en présence des anticorps
monoclonaux. Le témoin positif utilisé est I’AK13A2, alors que les anticorps 7C7 (anti-classe II
bovin)a servi de témoin négatif. Chaque test est réalisé en double exemplaire.

Les cellules sont fixées aprés trois jours de culture et les effets cytopathogénes (syncytia) sont

révélés en immunoperoxydase au moyen de I’anticorps monoclonal AK13A2.

1.2. Résultats

Le titre neutralisant (exprimé en ng/ml) a été établi comme étant la dilution la plus faible d’un
anticorps monoclonal pour laquelle on observe une réduction de 50 % d’effets cytopathogenes
par rapport a un témoin viral n’ayant pas été incubé en présence d’anticorps.

Suivant le critére établi, on observe bien une neutralisation de la part de I’anticorps AK13A2
(titre de 2 ng/ml) mais pas pour les anticorps 7C7 et 8C11.

De plus, aucune activité neutralisante n’a pu étre associée a nos anticorps monoclonaux lors de

ce test.

2. Caractérisation antigénique des anticorps monoclonaux

La caractérisation antigénique de nos anticorps s’est réalisée en plusieurs étapes. Dans un
premier temps, leur réactivité a été analysée sur différentes souches de BRSV puis sur les

protéines F et G dénaturées, de maniére a étudier respectivement la variabilité et la structure des

49




NMK7 RB94 Bov X WBH A2 Cellules

(A) (A/B) (B) (atypique) | (Humaine) | VERO
3H4 s - - - + .’
2D6 + - - - = Ao
3A11 2 oI = . _ L

Témoins

AK13A2 + -+ B + + %
20 + + — ) _ o

Tableau X : Tests de la réactivité des anticorps sur des cellules VERO infectées par

différentes souches virales




épitopes reconnus. Les tests de compétitions ont ensuite ¢été abordés afin d’établir des

correspondances avec des sites antigéniques déja décrits.

2.1. Tests des anticorps monoclonaux sur différentes souches virales

Ce test a pour objectif d’évaluer la conservation des épitopes reconnus par nos anticorps
monoclonaux. A ce titre, la réactivité de ceux-ci sur un panel de souches bovines renseigne sur la
conservation des épitopes au sein du BRSV. De plus, I’incorporation d’une souche humaine dans

cette étude permet d’élargir nos conclusions au HRSV.

2.1.1. Mise en oeuvre du test

Nos trois anticorps ont été testés sur les souches prototypes RB94 (A/B), NMK7 (A), Bov-X (B),
WBH (souche atypique) et la souche humaine A2 préalablement mises en culture sur cellules
Vero. De plus, chacun de ces anticorps a été déposé sur des cellules Vero non infectées, de
maniére a avoir un témoin antigénique négatif. Ce test, révélé a I'immunoperoxydase, a été
réalisé avec les anticorps en surnageant de culture et les anticorps purifiés a partir de liquide
d'ascite.

Le premier témoin positif utilisé est I’anticorps AK13A2 (anti-F), réagissant avec 1’ensemble des
souches utilisées. Ne disposant pas d’anticorps capable de reconnaitre individuellement chacune
des souches, nous nous sommes des lors tournés vers I’utilisation de 1’anticorps 20 (anti-G),
présentant un profil de réactivité intermédiaire. Il réagit en effet uniquement sur les souches de
types A et A/B (Furze et al., 1993) (Prozzi et al., in press).

La réactivité des anticorps est jugée par la présence ou l’absence d’effets cytopathogénes

marques.

2.1.2. Résultats

Les résultats, présentés dans le tableau X, laissent tout d’abord apparaitre qu’aucun des anticorps

testés ne réagit avec les cellules Vero non infectées.
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Figure 14: Photographies (Grossissement =200 x) montrant le marquage par nos anticorps des effets

cytopathogenes dis a l'infection de cellules Vero par différentes souches virales




On remarque que nos anticorps monoclonaux ont tous les trois un profil de réactivité différent
sur ces souches.

L’anticorps 3H4 est capable de reconnaitre, comme I’AK13A2, toutes les souches testées, tant
humaine que bovines.

L’anticorps 2D6 réagit avec toutes les souches bovines testées, mais pas avec la souche humaine
A2.

Le 3A11 ne reconnait que les souches RB94 et NMK?7 , possédant ainsi un profil de réactivité
comparable a celui observé pour I’anticorps témoin 20.

Les résultats obtenus sont les mémes en utilisant les anticorps purifiés ou en surnageant de
culture.

La figure 14 donne un exemple de la réactivité observée pour chacun de nos monoclonaux sur

certaines souches virales.

2.2. Western blotting

Alors que le test sur les souches met en évidence le caractére conservé ou non des épitopes
reconnus par les anticorps testés, le Western blotting permet surtout-de savoir si la conformation
des épitopes est importante pour la reconnaissance des anticorps.

Il consiste en effet a évaluer la réactivité de ces anticorps sur des protéines et de plus,
préalablement séparées par €lectrophorese et transférées sur une membrane de nitrocellulose.

Le mode de préparation de l'antigéne testé ainsi que les conditions d'électrophorese utilisées

induisent généralement une dénaturation notoire des protéines de I'échantillon.

2.2.1. Mise en oeuvre du test

Nos trois anticorps monoclonaux ainsi que les anticorps témoins AK13A2 (anti-F) et 20 (anti-G)
ont été déposés sur différents antigénes (RB94, F et G purifiées, F et G en baculovirus et Bac-wt)
préalablement transférés sur une membrane de nitrocellulose.

La révélation des protéines marquées par ces anticorps se fait en immunoperoxydase.

La migration des étalons de Masse Moléculaire (MM) connue et leur révélation a I’ Amido-Black

permet d’évaluer la taille des protéines détectées au cours de ce test.
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2.2.2. Résultats

Les anticorps AK13A2 et 20 identifient des antigénes aux MM attendues pour les protéines F et
G (respectivement 70 kDa pour F et 80-90 kDa pour G).

Par contre, les différents tests réalisés n’ont pas permis de mettre en évidence le marquage de la
protéine F par les anticorps 3H4 et 2D6 ni celui de la protéine G par I’anticorps 3A11 et ce,

malgré la mise en jeu de concentration en anticorps allant jusqu’a 15 pg/ml.

Malgré le fait que nos anticorps 3H4 et 3A11 possedent le méme profil de réactivité sur les
souches que les anticorps AKI13A2 et 20 respectivement, ce test montre que ces anticorps
reconnaissent des €pitopes de structure différente. Il est donc intéressant d’aller plus loin dans

leur caractérisation afin de localiser ces épitopes

2.3. Titrage de nos anticorps monoclonaux

Une maniére de poursuivre cette caractérisation consiste a établir une courbe de titrage de chacun
de ces anticorps. Cette étape permet aussi de s’assurer que, lors des différents tests réalisés,
I’absence de réactivité d’un anticorps sur un antigéne n’est pas lié a un probléme au niveau de la
force de la liaison entre 1’anticorps et 1’antigéne, mais bien dii au fait que 1’épitope reconnu par
cet anticorps n’est pas présent.

Une évaluation de la force de liaison de nos différents anticorps monoclonaux a été réalisée en
déterminant I’avidité relative de nos anticorps pour le virus. L’utilisation du terme avidité plutot
que de celui d’affinité permet de tenir compte dans cette notion de différents parametres
difficilement contrdlables lors de ce genre de test (quantités d’antigénes, multivalence des
anticorps et/ou des antigenes,...). Le terme relatif lui sera également associ€ afin de montrer que

ces mesures s’effectuent lors d’un test particulier et dans des conditions bien précises.

2.3.1. Mise en oeuvre du test

Le test concerné est un ELISA indirect utilisant comme antigéne un lysat de culture de la souche

RB94 du BRSV.
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Figure 15: Courbes de titrage des anticorps monoclonaux 20, 3A11, AK13A2, 3H4 et 2D6. Elles

expriment les DO obtenues pour des quantités croissantes d'anticorps testés en ELISA

indirect sur du RB9%4.




Nos trois monoclonaux de méme que les anticorps AK13A2 et 20 ont été¢ déposés en dilution sur
le virus RB94 entier, la concentration de départ pour chacun de ces anticorps étant de 1 pg/100
ul. Chaque test a été effectué en double exemplaire et révélé en immunoperoxydase.

La courbe de titrage a été établie sur base de la D.O. moyenne des duplicates pour chacune des

concentrations testées.

2.3.2. Résultats

Parmi les nombreuses publications en la matiere, divers critéres arbitraires ont été mentionnés
pour définir I’avidité relative d’un anticorps pour son antigene. Le critére utilisé lors de ce test,
en accord avec ce qui est observé dans la littérature chez le BRSV (West et al., 1994), sera la
dilution donnant une D.O. correspondant a 50 % du maximum de la valeur observée a la D.O.-

plateau sur ces courbes sigmoides.

La figure 15 fait état des courbes obtenues pour chacun des anticorps testés.

Il apparait ainsi que 1’anticorps 20 a une plus grande avidité relative pour ’antigéne que le 3A11.
En effet, en analysant la courbe, on se rend compte que l'anticorps 20 peut étre utilisé jusqu'a une
concentration de 1 ng/100 pl, au contraire de l'anticorps 3A11 pour lequel la concentration

optimale est de 8 ng/ 100 pl.

De méme, pour ce qui est des anticorps anti-F testés, on se rend compte que le 2D6 et ’AK13A2
possede des avidités relativement proches les une par rapport aux autres, en fonction de la
précision accordée a ce test. On peut en effet l'utiliser jusqu’a une concentration proche de 5 ng/
100 pl. Ces résultats suggerent que notre anticorps 2D6 posséde une avidité relative assez
important, des analyses comparatives avec un panel d’anticorps monoclonaux anti-protéine F
ayant en effet montré que celle-ci est trés élevée chez I’AK13A2 (Matheise et al., résultats non
publiés).

Le 3H4 posseéde par contre une avidité relative plus faible que ces deux anticorps Selon le critére
établi, sa concentration optimale d'utilisation est de 80 ng/ 100 pl.

Au terme de cette étude, l'absence de réactivité de nos anticorps monoclonaux sur des antigénes
particuliers ne peut donc s'expliquer par une faible affinité.

Nous pouvons des a présent entamer les tests de compétition.




2.4. Tests de compétition

Le test de compétition consiste a évaluer la capacité qu’ont des anticorps monoclonaux a entrer
en compétition pour un méme épitope ou a des épitopes relativement proches sur la protéine.
L’inhibition mutuelle de leur liaison a I’antigéne permettra de classer les épitopes reconnus dans

un méme site antigénique.

Nos anticorps monoclonaux peuvent €tre ainsi testés les uns contre les autres. Néanmoins, étant
donné leur nombre relativement peu élevé, il est préférable de faire appel également a un panel
d’anticorps précédemment caractérisés au laboratoire par J-P. Matheise dans le cadre de sa these,
fournis par le Dr J. Kramps du CVI (Central Vetenary Institute, Lelystad, ND) ou par le Dr
Taylor (Institute for Animal Health, Compton, U.K.) . De plus, I’épitope reconnu par certains de
ces anticorps ayant été localisés plus précisément, cette étude constitue un premier pas vers la

détermination de la région antigénique reconnue par nos anticorps monoclonaux.

En pratique, le test de compétition se réalise en déposant sur ’antigéne deux anticorps
monoclonaux, a savoir un anticorps non marqué pour lequel on va évaluer le degré de
compétition vis-a-vis d’un anticorps marqué. Ce test nécessite donc au préalable le couplage de
nos anticorps monoclonaux a la peroxydase et leur titrage de maniére a établir une dilution

optimale d’utilisation de ces anticorps marqués.

2.4.1. Couplage des anticorps a la peroxydase et titrage de ces anticorps

Nos anticorps monoclonaux 3H4, 2D6 et 3A11 ont été couplés a la peroxydase selon le protocole
décrit dans Matériel et Méthode.

L’efficacité du couplage a été vérifiée pour chacun de ces anticorps en réalisant un test ELISA
indirect utilisant un lysat de la souche RB94 comme antigeéne.

Pour ce faire, des dilutions graduelles d’anticorps couplés ont été testées. Chaque test est réalisé
en double et une courbe de titrage est établie sur base de la moyenne des D.O. obtenues pour ces

duplicates a chacune des dilutions.
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Figure 16: Courbes de titrage des anticorps monoclonaux 3Al11, 2D6 et 3H4 couplés a la
peroxydase. Elles expriment les DO obtenues pour des quantités croissantes d'anticorps

testés en ELISA indirect sur du RB94.




Protéines reconnues

Dilutions utilisées

3H4-perox F 1/50
2D6-perox F 1/1000
3Al1-perox G 1/4000
AKI13A2-perox F 1/2000
20-perox G 1/8000
K3 -pero; F 1/2000
KS5-perox 1/1000
K115-perox F 1/250
13D12-biot F 1/100

Tableau XI: Liste des anticorps couplés ainsi que la dilution utilisée pour chacun d’eux




Ces courbes de titrage serviront aussi a définir la dilution optimale d’utilisation de ces anticorps
lors des tests de compétition. Ils seront en effet utilisés a la dilution se rapprochant le plus de
I’extrémité du plateau de D.O. observé. Ce seuil a été choisi en vue de favoriser la détection la
plus sensible d’une perturbation de la fixation de [’anticorps couplés, signe d’un effet
compétiteur entre les anticorps.

La figure 16 fait part de I’efficience des couplages réalisés pour nos trois anticorps monoclonaux.
L’analyse de ces courbes permet de se rendre compte que, selon les critéres établis, 1’anticorps
3H4-perox pourra étre dilué 50 X, le 2D6-perox 1000 X et le 3A11-perox 4000 X lors des tests

de compétition.
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