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D’aprés Bachmann et al., Nature Review Immunol 2010
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Les nano-particules virales comme les « Virus like
Particle » ont une conformation antigénique native
(qui mime une partie du virus)

Motifs hautement réepétes et taille nanometrique (20-200 nm)
« immunogeénicite »

Particulate and multivalent nature
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Le vi
Agent pat

- Période néonatale et d’engraissement - stress

- Bronchopneumonie = 75-80% des maladies
observées pendant cette période

- Signes cliniques : hyperthermie, perte de poids,

écoulements nasaux et oculaires, toux, tachypnée...

respiratoire syncytial (VRS)
e du complexe respiratoire bovin

Lésions Inflammation des
macroscopiques bronches

Infection expérimentale d’un veau avec du VRSb
S.Riffault et al., Vaccine 2010

* Impact bronchopneumonies dans les élevages

(prévalence 70%, mortalité = 3% mais jusqu’a 20%)

O 4

3 milliards $ 500 millions €

- Des vaccins vétérinaires contre le VRSb existent

mais avec une efficacité limitée



Antigenes du VRS et protection im

il . iy
Glycoprotéines d’enveloppe Anticorps Cible
| G Attachment neutralisants (sous-unit
F Fusion
. J
T
1\ A
Nucléocapside 2
=
$" =
O L Polymerase o e
\ / 3._-':.,..-%_" .
. . L
O P Phosphoprotein Epitopes CTL Ty 4
|

\O M2-1 transcription factor /

@ Cible des réponses T CD8 antivirales
(humain, bovins)

@ Protéine virale la plus conservée
(y compris entre VRSH et VRSB)




pproteine recombinante sous
icules en anneaux (SRS)

Subnucleocapsid ring structures « SRS » (15 nm)
10-11 monomeres de N et un ssRNA (70 bp)

Pictures from Jean-Lepault, UMR INRA-CNRS, Gif-sur Yvette (Tran et al., J Gen Virol, 2007),
X-ray structure (Tawar et al. Science 2009)



omme vaccin contre le VRS
nneaux NSRS

 des anneaux NSRS
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Veau

RS, un vaccin contre le VRS

Epreuve

VRSh-A2
(souche de labo)

~

*réduction de la charge virale
“immunité Th1 (CD8, cD4/IFN-H)

“immunité mucosale (IgA, IFN-.)

(Roux et al., PLoS ONE 2008) /

Epreuve

(Prim’holsteins, 1 mois, sans colostrum)

VRSb 3761
(souche de terrain)

~

“Immunogénicité
* Protection virale partielle

* Protection clinique partielle

(Riffault et al., Vaccine 2010) /




1ez le veau pour évaluer
RS contre la bronchiolite
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Baisse du score clinique chez les Réduction de la charge virale dans les
veaux vaccineés sécrétions nasales des veaux vaccinés
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* p<0.05; ** p<0.01; n=6, ANOVA



Les lésio s et I'inflammation pulmonaire

ites par la vaccination

(macro pictures Gilles Meyer, ENVT; anapath pictures Florence Bernex, ENVA)
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Seules les nanoparticules NSRS activent les cellules
dendritiques

24h co-culture DC avec:
rate - Na forme anneaux

' - - - - " Nm forme mutée
monomeérique
* Pct fragment C-ter P

Souris C57Bl/6 interaction avec N

Activation des cellules dendritiques

3.0
Capture par les cellules dendritiques

N-GFPSRS (vert) capturés par des DC (rouge)
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IFN-a/B sécrété dans le surnageant de culture



sont immunogenes en
par voie nasale

‘u‘m‘m‘\““““““ ion x2 a 2 semaines d’intervalle
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10 pg voie intranasale
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ELISA : anticorps sériques contre N, 2 semaines apres la
premiere immunisation ou le rappel




1)

2)

C) Les anneaux NSRS: une plateforme
Immunogenique pour la vaccination nasale ?

Obtenir la preuve de concept que les anneaux NSRS sont une
plateforme pour y ancrer des antigenes hétérologues et renforcer
ainsi leur immunogeniciteé.

Démontrer avec un autre virus respiratoire, le virus grippal, que des
nanostructures NSRS chimériques administrés par voie nasale
induisent une immunite locale protectrice contre une épreuve virale.



La protéine de matrice M2 du virus de la grippe

Table 1. Orrerview of M2-based vaccine studies.
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“ Tétramere constitué d’'un domaine
transmembranaire et d’'un
ectodomaine M2e trés conservé
entre les souches virales humaines et
aviaires

“ La protéine M2 et son ectodomaine
M?2e sont tres peu immunogenes sur
le virion.




ticules chimériques

Transmission Electronic

copy

‘ L'accrochage du peptide M2e (en 1 ou 3 copies) a N ne perturbe pas
la formation des nanoparticules SRS




La v

Souris Balb/c

une épreuve virale

'@ ancre sur les nanoparticules

Immunisation x2 a 2 semaines d’intervalle
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Courbes de survie des souris aprés épreuve virale : 10 LD50 de A/PR8/34




La vac

* k%
*k*

*
*

8 A
| Bo e
5 )
156 %%
o ® |
o
=)
_E4
©
>
- 2

Charge virale des souris infectées
(poumon, 4 jours p.i.)

2e ancreé sur les nanoparticules
irale et |la perte de poids

Immunisation x2 a 2 semaines d’intervalle

- Serum physiologique )

-N

- PR8 inactivé (iPR8) > + 5% Montanide Gel
-3M2e

- N-3M2e) )

= |
=)
o
=
T X
— *
= X
X | o i

- N-3M2e

] é._ iPR8
—9— N \Z
-A- phy S
T T T T T
0 1 2 3 4

days post-infection

Courbe de poids des souris infectées




anoparticules NSRS pour la
bovin : efficacité en présence
projet EMIDA BRSV-DIVA)
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sions

les assemblages NSRS sont
asale et en présence d’anticorps

M par ajout d’antigene conferent une
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