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sont requis pour visionner cette image.

Profil génique des cellules dendritiques en reponse a des
candidats vaccins contre une maladie émergente des ruminants

(Bluetongue) ANR-06-GANI-015
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Déterminer la signature transcriptomique
des cellules dendritigues aux vaccins
contre la fievre catarrhale ovine: une

nouvelle approche en vaccinologie
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Virus Bluetongue et
Fievre hemorragique

* Virus: orbivirus. ARN double brin (10 segments). Transmis par des
Culicoides aux ruminants. 24 serotypes.

e Symptomes: fievre hémorragique (salivation, oedeme museau,
ulcération des muqueuses). 10 - 50% de mortalité (variable).
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sont requs pou veomver cete inage.

Nature
395(6701) :470-478
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Brodie et al. J. Virol. 1998

(PDB ENTRY:
2BTV)

» Epidémiologie: Maladie subtropicale jusque 1998. Atteint I' Europe du Sud
en 1998 puis Europe du Nord en 2006.



QuickTime™ et un
décompresseur
sont requis pour visionner cette image.



Consequence de la mondialisation et du rechauffemen  t:
la France en sandwich entre BTV-8 et BTV-1

» Progression spectaculaire en 2007
* Pouvoir pathogéne exacerbé, sensibilité des bovins

» Pénalisation dramatique des echanges commerciaux (zones interdites/controlées;
co(it 800 000 euros en 2007) Humber and locaisation of the cases in France in 2008

15000 BTV8
1500 BTV1




Le virus BTV

VP5: AC neutralisants

QuickTime™ et un
~ décompresseur
sont requis pour visionner cette image.




VACGENDC: 3 vecteurs vaccinaux originaux

Capripox Leporipox Adenovirus canin(CAYV)

v @)
Exemple

CAV \ /%/

N
(méme principe pour les autres !(5'
vecteurs)
)

VP2
VP5
VP7 | Antigéne protecteur
NS1!Lymphocytes T
cytotoxiques

AcC neutralisants




Les cellules dendritiques: chefs d’orchestres de I'i mmunite

DC en vaccination

B = - .:::;"' . C D 1 1 C +

Capture des

vaccins
Lymph Initiation et
vessel orientation de la
reponse
Protection

Lymph node



VACCINS

VP7
NS1
VP2
VP5

LEPORIPOX

CAPRIPOX
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PREPARATION DES VECTEURS VACCINAUX



Capripox Expression de Réponse immune

VP7 VP7 par les

NS1 vecteurs Anticorps

_ Cytotoxique
Leporipox eporivp? Orientation

Vb7 (cytokines)

NS1

[VP2

VP8] en cours .
Epreuve virale

Adenovirus

VP7
NS1

VP2
VP8] en cours



Préliminaires d’efficacité vaccinale
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PREPARATION DES DC OVINES



DC ovines

DC de lymphe in vivo DC dérivée in vitro

Caﬁullafionw partir de
L progeniteurs de

moélle osseuse

g_)/

2 months

Culture en
présence de
GM-CSF ovin

7 jours
BM-DC
Immatures
CD11lc+

Foulon et al., J. Immunol. Methods, 2008

Schwartz-Cornil et al, Nature Protocols, 2006



1. Centrifugation, cellules de lymphe totale

2. Gradient Optiprep pour enrichir en cellules de f  aible densité

2700rpm
30 min
LT
Les cellules de lymphe totale
N 1-4% cDC
3. Immunomarquage des cellules a éliminer
(B, CD8, gitiCD11b etc)
4. Tri par déplétion
- S Obtention de « untouched DC »

LDL
Les cellules d’Optiprep
20-50% cDC



Interaction lepori-GFP/ cellules dendritiques dérivées d e Moelle Osseuse

CD11b™Mh/CMH II'°/CD207-

SG33-GFP
MOI=1

104

10 ©

Q type Mo-DC
] SG33 infecte les BM-DC ovines mais son cycle
ol N est abortif

O
\
)

CD11c

10

6 a 20 % des DC sont infectées

CD11bdl/GMH 1I""CD207+ SG33 infecte préférentiellement les DC de type
» Langerhans et induit leur mort par apoptose

L'infection par SG33 est possible quelque soit
I'état de maturation des BM-DC.

type Langerhans



IL12 mMRNA/GAPDH
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Interaction CAV-GFP avec cellules de lymphe

CAV-2-infected cells Cellular receptivity to CAV-2

m CD1b 4.5
13% PR R
0% m CD4 35
4% 3]
6% = CD8 o 25
o g/d 2] 1,5%
58% o B Lo
0 51 | 0,14% 0,32%
m others 0. e 0%
CDlb CD4 CD8 g/ B

4 a 5% des DC sont infectées



Activation des molécules de co-stimulation
sur les DC de lymphe

CAV
CDS80 CDS6 MHCII CD40
--------- Isc + CAV + CAV
........................... Isc medium medium Lp OPTI

36h d’infection




Q-RT-PCR

Design des amorces

1. Recherche sur les bases de données (Pubmed) des séquences ovines (Ovis
aries) ou bovines (Bos taurus).

2. SiBovine : Blast sur EST pour trouver une sequence ovine avec plus de 95%
d’homologie en séquence nt.

3. Dessiner les amorces a I'aide de Primer Express (PICT)

4. Veérifier gue les amorces soient bien dans un zones conservees (pas de gap)

Test des amorces par Q-RT-PCR

- Mesure de la pente de la courbe standard (=-3,32 en moyenne)

- Courbe de dissociation (dimeres d’amorces)



CAYV active I'expression de cytokines dans les DC

IL-12
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Puces Agilent ovines
Réponse des DC lymphatiques au CAV

QuickTime™ et un
décompresseur
sont requis pour visionner cette image.

Mise en évidence
de l'activation de genes de 'immunité

Interferon a

IP10

ILla

IL10

IRF1

PGE2-R CAV induit une activation de

IL15 multiples génes de I'immunité,
PreB CSF concernant 460 génes également
TLRY activées par le vaccin BTV2

Glut-1 L P
CCRO ++ (pas avec BTVatténué) attenué. CAV se révele un bon

IL8 ++ (pas avec BTVatténug) activateur global de DC.
Interferon g

Proteasome

MHC1

IL13++ (pas avec BTVatténué)

GM-CSF



Obijectifs suivants en cours

Construction des vecteurs pour la vaccination et produc tion de lots de
Virus vaccinaux

CAV: NS1, VP2/VP5
Lepori: VP2/VP5

Analyse de la réponse immune induite par les vecteurs

- Anticorps
- Activation lymphocytaire T, CD4 et CD8, spécifique des antigenes de BTV (restimulation avec peptides ¢ hevauchants)

Protection comparée des vaccins contre épreuve virale

Lepori/Capri/CAV/Vaccin commercial Mérial

Réponse des DC par microarrays

- DC + lepori

- DC + capri

-DC + CAV

- DC + principe actif vaccinal Mérial

- Contribution des sous populations de DC dans la ré ponse globale

- Correlation : profil transcriptomique et efficacité de la réponse immune/protection

Réunion de coordination et travail: 5 Décembre 2008



QuickTime™ et un
. compresseur )
sont requis pour visionner cette image.
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