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RESUME

RESUME

Staphylococcus aureus est le principal agent responsable des mammites chroniques chez la vache
laitiere. Malgré les lourdes pertes économiques engendrées et les décennies de recherche sur le
sujet, aucun vaccin réellement efficace n’a encore été mis au point. Cet échec pourrait étre dii a la
capacité de survie du pathogéne dans les cellules épithéliales mammaires et les phagocytes, ou il
échappe a I’immunité humorale induite par les vaccins. Les études semblent en effet unanimes
sur ’importance majeure de la réponse immune cellulaire, particuliérement la réponse
cytotoxique des lymphocytes TCD8™, dans la lutte contre S. aureus. Il a par ailleurs été prouvé,
chez les animaux de laboratoire comme chez I’homme, que I’administration de CD40 ligand est
un moyen efficace de stimuler cette réponse. Nous avons alors produit, dans un systéme bactérien
et dans des cellules de mammiféres, plusieurs formes de CD40L recombinants bovins
multimériques. Nous avons ensuite montré leur capacité a activer in vitro le récepteur CD40 de
différentes cellules bovines. Enfin, nous avons observé que 1’ immunisation de bovins avec notre
CDA40L produit en bactéries, combiné a des bactérines de S. aureus, augmentait significativement
le nombre et la réactivité des lymphocytes TCD4" et TCD8" spécifiques de celles-ci dans les
noeuds lymphatiques. L’évaluation de la protection conférée par I’adjuvant GST-CD40L lors
d’une infection intramammaire expérimentale a malheureusement montré I’incapacité de ce
nouvel outil moléculaire a préevenir les mammites bovines a S. aureus. Il pourrait cependant rester
utile au développement de stratégies vaccinales contre d’autres maladies bovines causees par S.

aureus ou d’autres pathogenes intracellulaires.



SUMMARY

SUMMARY

Staphylococcus aureus is currently the main pathogen responsible for chronic mastitis in dairy
cows. Despite severe economical losses, no effective vaccine has been developed to date. This
could be due to the ability of the bacteria to survive intracellularly in phagocytes and mammary
epithelial cells, which allows protection against humoral immunity. The most efficient strategy to
fight against Staphylococcal infection seems to be the exacerbation of cellular response and
particularly CD8" T lymphocyte-mediated cytotoxicity. It has also been proved that in both
laboratory pets and human, CD40 ligand administration is a very effective way to trigger this
particular immune response. We thus first produced several forms of soluble recombinant
multimeric bovine CD40 ligand purified from E. coli and mammalian cell production systems.
We then observed that they were able to potently stimulate bovine cells in vitro. Finally, we
provide evidence that immunization of cows with CD40L produced in E. coli combined with S.
aureus bacterins was able to significantly increase the number of both bacterin-specific CD4" and
CD8" T cells in the draining lymph nodes. Unfortunately, intramammary challenge with S. aureus
has shown the inability of this new molecular tool to prevent S. aureus bovine mastitis. However,
it could still be useful to the development of vaccine strategies against other bovine diseases

caused by S. aureus or other intracellular pathogens.
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ABREVIATIONS

ABREVIATIONS

Aa = Acide aminé

ADN = Acide désoxyribonucléique

ADNCc = ADN complémentaire

AID = Activation-induced cytidine deaminase

ARN = Acide ribonucléique

ARNmM = ARN messager

ASM = Sphingomyelinase acide

BAEC = Bovine aortic endothelial cell

BAFF = B-cell activating factor belonging to the TNF family
BCL-6 = B cell lymphoma 6

BCR = B cell receptor

BHV-1 = Bovine herpes virus-1

BLIMP-1 = B- lymphocyte-induced maturation protein
BSA = Bovine serum albumin

c-Cbl = casitas B-lineage lymphoma-c

C-CDA40L = Forme courte de CD40L extracellulaire
c-1AP = Cellular inhibitor of apoptosis

CCI = Comptage cellulaire individuel

CCR7 = C-C chemokine receptor type 7

CXCR5 = Chemokine (C-X-C motif) receptor 5

CD = Cluster of differentiation

CFU = Colony-forming unit

CIf = Clumping factor

CMH = Complexe majeur d’histocompatibilité

Cna = Collagen adhesin

CP = Capsule polysaccharidique
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ABREVIATIONS

CTL = Lymphocyte T cytotoxique
CRD = Cysteine rich domain

Da = Dalton

DC = Dendritic cell

DO = Densité optique

E74 = Acide glutamique 74 (nomenclature & une lettre des acides aminés, acide glutamique

utilisee comme exemple)

E. coli = Escherichia coli

EDTA = Ethylene diamine tétraacétique
ELISA = Enzyme-linked immunosorbent assay
ER = Réticulum endoplasmique

FACS = Fluorescence-activated cell sorting
Fas = Apoptosis stimulating fragment

FasL = Ligand du Fas

FBS = Fetal bovine serum

Fnbp = Fibronectin binding protein

GC = Germinal center

Gp39 = Glycoprotéine 39

GST = Glutathion S-transférase

GVHD = Graft versus host disease

HIS = Tag de polyhistidine

HIV = Human immunodeficiency virus
HKSA = Heat-killed Staphylococcus aureus
HO-1 = Heme oxygénase-1

HRP = Horseradish peroxidase

ICAM = Intercellular adhesion molecule
IFN = Interféron

Ig = Immunoglobuline

lxB = Inhibitor of NF-«xB
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ABREVIATIONS

IxK = 1xB kinase

IL = Interleukine

lle = Isoleucine

IP3 = Inositol triphosphate

IRF4 = Interferon regulatory factor 4

Irsd = Iron regulated surface determinants

JAK 3 = Janus kinase 3

JNKSs = c-Jun N-terminal Kinases

L-CD40L = Forme longue de CD40L extracellulaire
LB = Lysogeny broth

LBGC = Cellules B du GC

LFA-1 = Lymphocyte function-associated antigen 1
LPS = Lipopolysaccharide

LT = Lymphocytes T

LTA = Acide lipoteichoique

LTfh = Lymphocyte T helper folliculaire

MAP3K = Mitogen-activated protein kinase kinase kinase
MCP-1 = Monocyte chemoattractant protein-1
MEC = Mammary epithelial cell

MIP-1 a = Macrophage inflammatory protein 1o
NFAT = Nuclear factor of activated T-cells

NF-xB = Nuclear factor-kappa B

NIK = NF-«B inducing kinase

NK = Natural killer

NLPC = Nceuds lymphatiques précruraux

NLPS = Nceuds lymphatiques préscapulaires

NOD = Non-obese diabetic

PAGE = Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis
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ABREVIATIONS

PAMPs = Pathogen-associated molecular patterns
PBMC = Peripheral blood mononuclear cell

PBS = Phosphate-buffered saline

PCR = Polymerase chain reaction

PDL1 = Programmed death-ligand 1

Pi3K = Phosphatidylinositol 3-kinase

PKB = Protéine kinase B

PLAD = Pre-ligand assembly domain

PNAG = Poly-N-Acetylglucosamine

PRRSV = Porcine reproductive and respiratory syndrome virus
PTK = Protein tyrosine kinase

RAG = Recombination-activating gene

RANTES = Regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
rFGF = Recombinant Fibroblast Growth Factor

RING = Really Interesting New Gene

RT = Reverse transcription

S. aureus = Staphylococcus aureus

SCC = Somatic cell count

SCID = Severe combined immunodeficiency

SCV = Small colony variant

Sdr = Serine-aspartate (D)- reapeats

SDS = Sodium dodecyl sulfate

SHM = Somatic hypermutation

LES = Lupus érythémateux systémique

SOC = Optimal broth with Catabolite repression

STAT = Signal Transducer and Activator of Transcription
SV40 = Simian virus 40

TAP = Transporter associated with antigen processing
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ABREVIATIONS

TCR =T cell receptor

TAK 1 = TGFp-activated kinase 1

Th =T helper

THD = TNF homology domain

TLRs = Toll-like receptors

TM = Transmembranaire

TNF = Facteur de nécrose tumorale

TNFR = Récepteur du facteur de nécrose tumorale

TNFSF5 = Tumor necrosis factor ligand superfamily member 5
TRAF = TNF receptor-associated factor

TRAIL = TNF-related apoptosis-inducing ligand

TRAP = Target of RNAIII-activating protein

TRAP (2° sens)= TNF-related activation protein

Treg = T régulateurs

TSST = Toxic shock syndrom toxin

VCAM-1 = Vascular cell adhesion molecule-1

ZC-CD40L = Forme courte de CD40L extracellulaire avec motif d’Ile

ZL-CD40L = Forme longue de CD40L extracellulaire avec motif d’Ile
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INTRODUCTION

CHAPITRE 1: LE POINT SUR LA VACCINATION CONTRE LES
MAMMITES BOVINES CAUSEES PAR STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Une mammite est une inflammation de la glande mammaire résultant le plus souvent d’une
réaction de défense contre un pathogene (Djabri et al., 2002). Elle s’accompagne de modifications
de la qualité¢ du lait et d’altérations histologiques. On distingue classiquement les mammites
cliniques des mammites subcliniques (tableau 1). Dans les premieres, une modification
macroscopique du pis (inflammation locale) et parfois également du lait (couleur, caillots de
fibrine) est présente, éventuellement accompagnée de signes systémiques. Dans les autres, la
numeération cellulaire du lait est la seule méthode de diagnostic fiable. On définira finalement la
mammite comme étant une maladie caractérisée par un comptage cellulaire individuel (CCI) des
cellules somatiques dans le lait élevé (les glandes saines auraient un CCI inférieur a 70 000

cellules par millilitre (ml) d’aprés Djabri et collaborateurs en 2002).

1 L’enjeu économique

Le col(t des mammites (voir annexe* n°1) est, en moyenne, de 100 euros pour une mammite
subclinique et de 300 euros pour une mammite clinique (Miller et al., 1993 ; Seeger et al., 2003,
Hagnestam et al., 2007 et 2009, Huijps et al., 2008). Les mammites causées par Staphylococcus
aureus sont tres fréquentes. En Flandre, 25 % des infections mammaires seraient dues a S. aureus
(Piepersetal., 2007). Ce taux est réguliérement retrouvé en Europe, méme s’il reste inférieur chez
les primipares (Barret et al., 2005; Tenhagen et al., 2006 ; Fox, 2009). S. aureus est méme
considéré comme la seconde cause de mammite subclinique apres les staphylococcus coagulases
négatifs (De Vlieger et al., 2012). Pour une vache infectée, le risque de contagion au reste du
troupeau est grand et les chances de succes des traitements antibiotiques, qui diminuent avec 1’age
de la vache, le CClI, la chronicite, la charge bactérienne et le nombre de quartiers infectés, sont
faibles, si bien que la réeforme doit frequemment étre envisagée (Sol et al., 1997; Barkema et al.,
2006).

* Les annexes peuvent étre ignorées afin d’accélérer la lecture.
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Tableau 1. Classification des mammites bovines en fonction de leurs conséquences sur la qualité du lait
et sur I’état clinique de la vache (d’aprés Hanzen, 2014).
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Ainsi, quoique le plus souvent subcliniques, la fréquence élevée associée au caractere persistant
et difficilement curable de ces mammites les rend extrémement colteuses pour I’industrie laiticre.
En plus d’une efficacité faible, I’antibiothérapie pose toujours le probléme des résidus retrouvés
dans le lait. L’¢levage laitier complete donc son usage par des mesures d’hygiene lors de la traite
et, de maniere plus marginale, par I’utilisation de vaccins (annexe n°2). L’approche vaccinale
mobilise les scientifiques depuis plus de 50 ans et semble particulierement intéressante. Nous
montrerons les difficultés rencontrées par cette derniére puis tenterons d’expliquer la stratégie

envisagée dans notre projet de vaccin.

2 Les vaccins actuels

En 2011, une large revue de la littérature, réalisée par Pereira et collaborateurs donne un apercu
assez optimiste des vaccins contre les mammites a S. aureus testés chez le bovin depuis 1984.
Ainsi, sur 24 études sélectionnées uniquement selon le critére « réalisé in vivo chez le bovin et
publié en anglais », 4 montrent au moins une augmentation de la réponse immunitaire humorale
et cellulaire et 6 montrent au moins une « protection ». Dans le cas des 4 premicres, il n’y a pas
eu de challenge infectieux post-immunisation et il n’a pas été détecté de différences entre les taux
de nouvelles infections naturelles des vaches vaccinées ou contréles. Pour les 6 autres études, ce
qui est entendu par protection est un quartier qui reste négatif pour la souche bactérienne du
challenge lors des échantillonnages réalises aprées le challenge. Cette protection concernait 50%
des quartiers pour 5 des 6 études et entre 30 et 50% pour la derniére. De plus, 3 de ces études ont
montré une réponse humorale et cellulaire jugée suffisante pour expliquer cette protection.
Cependant, cette revue se contentait de recueillir objectivement les conclusions des études
sélectionnées et ne cherchait pas a les vérifier. En réalité, il est notable que les bons résultats
peinent a étre reproduits et d’autres revues réalisées dans ce domaine sont nettement moins
enthousiastes (Middleton et al., 2008). Nous allons dans cette partie décrire les essais et
évenements les plus marquants de la recherche sur les vaccins contre les mammites a S. aureus
chez le bovin. Nous nous concentrerons majoritairement sur les vaccins utilisant la bactérie tuée
entiere (ou bactérine) car ils ont été les plus testés et restent les seuls vaccins commerciaux jamais
produits. Nous aborderons cependant certains essais réalisés avec les techniques plus modernes

telles les vaccins sous-unitaires.
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2.1 Les vaccins avec la bactérie tuée entiere

Lysigin est un vaccin commercialisé dans les années 1970 par Boehringer. Il est composé de 5
souches de S. aureus exprimant les antigénes de capsules 5, 8 et 336, majoritairement retrouvées
dans les mammites bovines. Son efficacité a été mesurée dans de nombreuses études (Williams et
al., 1966 ; Pankey et al., 1985 ; Nickerson et al., 1999) et une diminution des signes cliniques et
des comptes de cellules somatiques a souvent été rapportée. Cependant, des études ultérieures
méticuleuses n’ont pas confirmé ces résultats. Ainsi, en 2006, Middleton et collaborateurs testent
I’efficacité du vaccin Lysigin et de 2 autres formules vaccinales a base de bactérines sur 4 groupes
(dont 1 groupe contrdle) de 12 génisses. Les génisses sont vaccinées 2 fois pendant le mois
précédant leur premiére lactation, comme conseillé par Boehringer. Un challenge infectieux a lieu
8 jours apres le vélage et toutes les vaches développent une mammite clinique. Il n’y a donc pas
de protection et ils ne voient aucune réduction du CCI ou de la durée de I’infection. De méme,
I’augmentation de la réponse humorale spécifique dans le lait est excessivement limitée.
Cependant, ils constatent une réduction de la durée et de la sévérité des symptdmes et une
augmentation du taux sérique d’IgG spécifiques de S. aureus. En 2009, cette méme equipe teste
I’effet protecteur de Lysigin sur 90 vaches en lactation (dont 45 contrdles), toujours selon 2
immunisations, mais sans challenge. Dans cette expérience, ils ne constatent aucune diminution
du CCl, aucune augmentation des 1gG1, 1gG2, IgA et IgM mesurés dans le lait. Enfin, autant de
nouvelles détections de S. aureus ont lieu dans chaque groupe. Pour ces chercheurs, la
multiplication des immunisations peut peut-étre expliquer 1’efficacité rapportée par Nickerson et

collaborateurs en 1999.

En 2003, Leitner et collaborateurs ont annoncé une efficacité impressionnante d’un autre vaccin
a base de bactérines dans 2 tests in vivo. Cependant, quelques années apres le 2° essai réalise sur
un grand nombre de vaches, 1’équipe développe une voie vaccinale totalement différente (Leitner

etal., 2011), ce qui suppose un échec de ce premier vaccin.
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En 2009, un nouveau vaccin contenant des bactérines est commercialisé : le Startvac d’Hypra. Par
rapport au Lysigin, il contient en plus le slime associated antigénic complex et le poly-N-
Acetylglucosamine PNAG qui ont permis de réduire la charge bactérienne de maniére significative
(Perez et al., 2009). Cependant, peu de souches responsables de mammites bovines produisent le

slime, ce qui diminue fortement I’intérét de cette derni¢re formule.

2.2 Les vaccins sous unitaires

Une seule tentative de commercialisation d’un vaccin sous unitaire a pour 1’instant été réalisée,
mais plusieurs vaccins ont cependant été testés. lls sont généralement composés de protéines de
surface telles les adhésines et la protéine A, de toxines modifiées ou de polysaccharides de surface.
Le premier essai a été réalisé avec la protéine A purifiee par affinité, en 1985, par Pankey et
collaborateurs. La vaccination n’a pas diminué le nombre d’infections suite au challenge bactérien
mais a augmenté significativement le taux de guérisons spontanées. La vaccination avec les
adhésines tels les Fnbp et CIfA a été testée par Shkreta et collaborateurs en 2004. La moitié des
quartiers vaccinés ont résisté au challenge infectieux contre seulement 10 % des contrdles. Une
immunisation avec le vaccin commercial Mastavac (mis au point en 2006 par LG Life science),
contenant la staphylococcal enterotoxin type C, a été réalisée par Chang et collaborateurs en 2008.
Aucun des 9 quartiers des vaches vaccinées n’a développé de mammites suite au challenge
infectieux contre 6 pour le groupe controle. Cependant, le trés faible nombre d’animaux utilisés,
I’absence de dosage d’anticorps spécifiques dans le lait, ’absence 7 ans plus tard de la suite
promise de I’étude a grande échelle et I’annotation « a été financé par LG life science » imposent
une interprétation prudente de ces résultats. De plus, la purification de la protéine recombinante a
été réalisée de maniére trés grossiére dans 1’étude de Chang et collaborateurs. En 2011, Leitner et
collaborateurs réalisent une immunisation avec la protéine Target of RNAIII activating protein
(TRAP) recombinante. TRAP est une enzyme membranaire intervenant dans la protection de
I’ADN bactérien et son inactivation induit des mutations du locus agr (accessory gene regulator
= ensemble de genes régulant I’expression des facteurs de virulences). Ces mutations inhibent
I’agressivité de S. aureus. Cette étude aurait montré une réduction significative des infections a S.
aureus et des CCIl chez les vaches immunisées pendant la lactation. Les vaccins
polysaccharidiques par contre ne semblent permettre le développement d’une réponse

immunitaire significative que s’ils sont conjugués a une protéine porteuse (Tollersrud et al., 2001).
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2.3 L’échec de la prévention vaccinale

Selon les conclusions de Middleton et collaborateurs en 2008 et 2013, sur I’ensemble des essais
cliniques realises chez le bovin, certains vaccins montrent une réduction incontestable des signes
cliniques et induisent une augmentation de la réponse immunitaire, cependant la réduction du taux
de nouvelles infections n’a pas pu étre démontrée. En effet, les exemples de protection efficace
n’ont pas pu étre reproduits de manicre systématique avec les vaccins « bactérines » et les 2
vaccins sous unitaires prometteurs n’ont probablement pas été testés avec suffisamment de
rigueur. La conséquence de cette conclusion est importante. En effet, dans le cadre de mammites
bovines a S. aureus, le probléme majeur n’est pas la sévérité des signes cliniques car ils sont le
plus souvent modérés. En revanche, I’impact économique est dii a 1’¢1évation du CCI et a la chute
de production sur une longue période, voir de maniére définitive, en raison du tres faible taux de
guérison. Le but principal d’un vaccin contre les mammites a S. aureus est donc au moins la
réduction du CCl et si possible la protection contre les nouvelles infections, 2 objectifs qui ne sont
malheureusement jamais atteints. En 2013, Middleton et collaborateurs déconseillent méme
I’utilisation des vaccins actuels, sauf dans des cas de trés forte pression d’infection et en réalisant
des immunisations beaucoup plus fréquentes. En 2015, Landin et collaborateurs testent le dernier
vaccin commercial (Startvac) sur 2 troupeaux suédois (environ 400 vaches vaccinées et 400
contrdles) et concluent a une absence d’effets significatifs sur le CCI, la production de lait, le

nombre de mammites cliniques et subcliniques ou le pourcentage de réforme.

3 Comparaison avec la situation chez ’homme

Il est intéressant de remarquer qu’il n’existe pas chez I’homme de vaccin contre S. aureus,

pourtant responsable de la majorité des infections nosocomiales.

En réalité, 10 vaccins et 6 stratégies d’immunisation passive ont déja atteint la phase I des essais
cliniques et 5 d’entre eux ont terminé la phase III (Jansen et al., 2013). Ces tentatives vaccinales
sont également commentées dans plusieurs autres revues récentes (Verkaik et al., 2011 ; Proctor,
2012 ; Salgado-Pabdn et Schlievert, 2014 ; Fowler et Proctor, 2014). Finalement, 1’absence de
vaccin commercial s’explique facilement : les 5 essais de phase I11 ont échoué ; les autres se sont

également montreés inefficaces, ou, sont encore en cours d’évaluation.
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4 Les raisons biologiqgues de I’échec thérapeutique

4.1 Rappels sur la pathogénése des infections a S. aureus

Staphylococcus aureus dispose d’une multitude de facteurs de virulence. Nombre de ceux-ci sont
des protéines de surface ou sécrétées permettant d’adhérer aux tissus de I’hote et d’échapper au
systeme immunitaire, notamment aux neutrophiles et a la réponse innée. Les molécules
d’adhésion les plus importantes dans la pathogénie des mammites sont les fibronectin binding
protein (fnbp), mais au moins une vingtaine sont impliquées (Zecconi et Scali, 2013 ; Foster et
al., 2014). L’efficacité des phagocytes est inhibée grace aux facteurs empéchant leur migration
(notamment les staphylococcal superantigen like et les chemotaxis inhibitory protein), induisant
leur lyse (toxines vy, 8, leucocidines), ou permettant la résistance a la flambée oxydative (Zecconi
et scali, 2013). D’autres ¢éléments de I’immunité innée tels les peptides antimicrobiens ou le
complément sont également pris pour cible. Les facteurs et mécanismes responsables de la
résistance de S. aureus a I’immunité innée ont été présentés dans de nombreuses revues chez
I’homme, la souris et le bovin (Sutra et Poutrel, 1994 ; Kerro Dego et al., 2002 ; Jin et al., 2004 ;
Foster, 2005 ; Kampen et al., 2005 ; Zecconi et al., 2006 ; Kraus et Peschel, 2008 ; DelLeo et Otto,
2008 ; Berends et al., 2010 ; Rigby et DelLeo, 2012; Zecconi et scali, 2013 ; Foster et al. 2014 ;
Van Kessel et al., 2014) et ne seront pas détaillés dans ce travail. Une nucléase récemment
découverte permettant a S. aureus de se défendre contre la Nettose, sera cependant traitée dans la

discussion, dans la mesure ou son role semble aujourd’hui de premiére importance.
4.2 Résistance de S. aureus a la réponse immune adaptative

Staphylococcus aureus est également capable de mettre a mal la réponse adaptative, celle qui est

induite par les vaccins et qui nous intéresse donc particulierement (Broker et al., 2014).

Ainsi, S. aureus échappe aux anticorps vaccinaux grace a diverses protéines de liaison a la région
constante (Fc) des Imunoglobulines G (IgG). Parmi elles, la protéine A de S. aureus (SpA) est
une protéine principalement membranaire, elle permet notamment a S. aureus de s’entourer d’un
bouclier d’IgG (DeDent et al., 2007 ; Broker et al., 2014). Une autre de ces protéines, la
Staphylococcal binder of immunoglobulin (Sbi), est généralement sécrétée et neutralise les 1gG
du milieu, mais peut aussi étre membranaire (Smith et al., 2012 ; Burman et al., 2008). La
staphylokinase clive la fraction constante (Fc) des IgGs et augmente la production de plasmine

qui dégrade les 1gGs (Rooijakkers et al., 2005).
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S. aureus est de plus capable de moduler la réponse immunitaire de I’hte en induisant une forme
de tolerance. Il a en effet été montré que les lymphocytes B stimulés par la protéine A et des
ligands de TLRs de S. aureus devenaient des « B régulateurs » capables de limiter ou d’empécher
les réponses T envers les antigénes de staphylocoques (Shen et al., 2013; Fillatreau, 2011). Les
superantigenes de S. aureus permettent également cette modulation immunitaire en stimulant
exagérément et aspécifiqguement les lymphocytes T (Fraser et al., 2000 ; Xu et McCormick.,
2012 ; Broker et al., 2014). 1l semble qu’une anergie progressive des lymphocytes T se développe
plus particulierement lors d’infection chronique a S. aureus chez la souris (Ziegler et al., 2011).
De méme, les lymphocytes issus des glandes bovines chroniquement infectées par S. aureus

proliféerent moins lors des restimulations in vitro (Nagahata et al., 2011).

La toxine alpha, enfin, détruit directement les lymphocytes T (Nygaard et al., 2012 ; Berube et
Bubeck Wardenburg, 2013).

Nous remarquerons que la protéine A est présente chez 60% des souches responsables de
mammites (Sutra et Poutrel, 1994 ; Kerro Dego et al., 2002). Les toxines superantigéniques sont
par ailleurs retrouvées sur 46 a 69 % d’entre elles (Haveri et al., 2007 ; Gunaydin et al., 2011).
La toxine alpha serait retrouvée sur la quasi-totalité des souches mais la staphylokinase est peu
fréquente (Monecke et al., 2007 ; Haveri et al., 2007).

4.3 Survie intracellulaire de S. aureus

Les infections staphylococciques chroniques ou réfractaires aux traitements ont largement été
associees a un phénotype particulier de S. aureus : le small colony variant (SCV ; Proctor et al.,
1995). Leur culture sur agar forme généralement de petites colonies a la croissance lente et au
métabolisme réduit qui peuvent expliquer une sensibilité diminuée aux antibiotiques (von Eiff,
2008). L’expression des facteurs de virulence est également modifiée : moins de toxines et plus
d’adhésines notamment la fibronectin binding protein (fnbp). Ils sont enfin souvent auxotrophes
pour la menadione et I’haemine (Proctor et al., 2006). Il est de plus en plus évident que ce

phénotype est réversible et sous le contréle de mécanismes régulateurs tel 1’agr (kahl et al., 2005).

Les SCVs apparaissent tres adaptes a la vie intracellulaire (Sendi et Proctor, 2009). Lors du
procédé d’internalisation, les fnbp de S. aureus lient les intégrines alphabbetal de la cellule hote
par I’intermédiaire d’un pont de fibronectine (Sinha et al., 1999 ; Fowler et al., 2000). Cette
liaison induit des modifications du cytosquelette des cellules hotes aboutissant a 1’internalisation
dans des phagosomes. Les cellules hotes internalisent activement les S. aureus avec une intensité

proportionnelle a 1’efficacité de leurs intégrines (Ridley et al., 2012). Les cellules épithéliales et
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endothéliales internalisent de manicre particulierement efficace mais d’autres cellules tels les
osteoblastes en sont également capables (Hudson et al., 1995 ; Loffler et al., 2014). L’étape
suivante, I’inhibition de la digestion par le phagosome semble controlée par 1’agr et favorisée par
la toxine alpha (Mestre et Colombo, 2013). Cette localisation intracellulaire protege logiquement

la bactérie des anticorps (Sendi et Proctor, 2009).

En 2011, Tuchscherr et collaborateurs apportent enfin la preuve que ce phénotype est induit par
le milieu intracellulaire (déja évoqué par Vesga et collaborateurs en 1996) et est totalement
réversible en 24 h vers le phénotype normal lorsque cultivé dans un milieu classique. Lors d’une
infection chronique, il y a donc alternance de phases intracellulaires avec les SCVs et de phases

extracellulaires plus aigues.

La présence de SCVs dans la glande mammaire bovine est remarquée en 1962 par Learnau et
Sompolinsky qui isolent des colonies naines de S. aureus a partir de lait de mammites bovines et
les identifient comme agents responsables. En 1969, Sompolinsky et collaborateurs mettent en
évidence quelques caractéres métaboliques particuliers de souches naines de S. aureus isolées
d’échantillons de mammites chroniques. En 1974, cette méme équipe remarque des résistances
importantes a la pénicilline et a la streptomycine. Cette implication dans les mammites
chroniques, déja évoquée par Sompolinsky en 1969, et cette résistance aux antibiotiques a été
confirmée in vitro et in vivo chez la souris (Brouillette et al., 2004). En 2008, Atalla et
collaborateurs apportent des nouvelles preuves in vitro de la présence de ces 2 caractéristiques
chez le bovin. En 2009, une étude capitale d’Atalla et collaborateurs prouve que 1’infection
experimentale de la mamelle par le phénotype SCV induit des mammites plus modérées que
I’infection par le phénotype sauvage. Enfin, en 2010, la méme équipe démontre que la capacité
des SCVs a pénétrer et a persister dans les cellules épithéliales bovines in vitro est treés supérieure
a celle des souches classiques. Ils renforcent ainsi 1’hypothése de la chronicité de la mammite a

S. aureus favorisée par la survie intracellulaire.
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5 Reéussites partielles chez les animaux de laboratoire

Chez les animaux de laboratoire, beaucoup d’essais vaccinaux se sont réveélés efficaces. Ainsi, les
16 vaccins évoqués plus haut qui ont été testés chez I’homme avaient au préalable montré leur
efficacité chez la souris. Historiquement, les premiers essais concernent des immunisations contre
les toxines de S. aureus. En 1977, Adlam et collaborateurs testent, sur des lapines, un vaccin a
base de toxines a ou B purifiées depuis des lysats de S. aureus sur base de leurs points
isoélectriques et poids moléculaires. L’immunisation avec la toxine 3 est inefficace et celle avec
la toxine a s’avere efficace contre les manifestations suraigiies tel I’cedéme hémorragique de la

mamelle.

De maniére générale, des immunisations contre les polysaccharides de capsule, les Iron regulated
surface determinants (Irsd) et les Serine-aspartate (D)- Reapeats (Sdr) , les CIf-A et CIf-B, la
collagen adhésin A (Cna), la fnbp, La protéine A, la toxine TSST, les enterotoxines A, ou C, le
Poly-N-acetyl p-1-6-glucosamine (PNAG) responsable du biofilm, ou encore I'utilisation d’un
anticorps monoclonal contre les autoinducing peptides (impliqués dans I’activation de I’agr) ont
montré des protections importantes, voir totales chez la souris (Hu et al., 2003 ; Verkaik et al.,
2011). De nouvelles cibles sont régulierement validées dans les modeles murins, tel
I’immunodominant staphylococcal antigen A (Lorenz et al., 2011) ou encore I’ESAT-6 like
protein (Zhang et al., 2015).

Enfin, notre laboratoire a montré que la vaccination avec des bactérines de S. aureus combinées
a des anticorps agonistes du récepteur CD40 induisait une protection partielle contre I’infection

experimentale de la glande mammaire avec S. aureus chez la souris (Wallemacq et al., 2012).
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6 Evaluation d’une nouvelle stratégie vaccinale: la stimulation des

lvmphocytes T cytotoxiques (CTLS)

6.1 Importance des CTLs dans I’immunité bovine

6.1.1 Lors d’infection par des pathogenes intracellulaires

Chez le bovin, la nécessité d’une réponse CTL a été rapportée dans la lutte contre plusieurs
pathogenes. Ainsi, le bovine herpes virus-1 (BHV-1) persiste méme en présence d’une forte
immunité humorale (Fuller et Lee, 1992) et il est capable de diminuer la réponse CTL par
perturbation de la présentation sur le MHC | (Hariharan et al., 1993). Des 1995, Tikoo et
collaborateurs ont montré¢ que le développement d’une réponse CTL était indispensable pour
stopper I’infection. Le protozoaire apicomplexa Theileria parva, responsable de la terrible
« fiévre de la cote Est » chez les bovins d’Afrique vit également a ’intérieur des cellules et la
réponse CTL est 1’élément protecteur majeur contre ce pathogene (McKeever et al., 1994 ;
Graham et al., 2006). De plus, jusqu’a présent, les seuls vaccins ayant montré une protection
contre la maladie étaient ceux ciblant les antigénes restreints au CMH-1 (McKeever et al., 1994 ;
Taracha et al., 1995 ; Graham et al., 2006 et 2008 ; Seitzer et Ahmed, 2008). Une implication non
négligeable des lymphocytes auxiliaires TCD4" sécréteurs d’IFN-y, donc de la réponse Thl, a
cependant egalement été demontrée (Mwangi et al., 2011). Le contrdle des infections par le
respiratory syncytial virus ou Mycobactérium bovis dépend également des CTLs (Sacco et al.,
2014; Skinner et al., 2003).

6.1.2 Lors des mammites a S. aureus

Le phénotype lymphocytaire dominant dans la glande bovine saine est le LTCD8". Lorsqu’une
infection par S. aureus survient, une augmentation des LTCD4" principalement, est souvent
rapportée, surtout pendant la phase aigiie (Soltys et Quinn, 1999 ; Rivas et al., 2000 ; Gronlund et
al., 2006). D’autres études montrent au contraire une augmentation des LTCD8" au détriment des
LTCDA4", mais cela se ferait lors d’une phase plus tardive de I’infection et caractériserait les
mammites chroniques (Riollet et al., 2001 ; Leitner et al., 2000a ; Nagahata et al., 2011). De plus,
dans ce cas, les LTCD8* présenteraient un phénotype régulateur suppresseur (Park et al., 1993,
Riolletetal., 2001). Ce phénotype est déterminé sur base des cytokines qu’ils produisent (Kemeny
et al., 1994 ; Noble et al., 1995). Les lymphocytes TCD8" semblent donc soit sous-représentés

soit de phenotype régulateur inhibiteur lors des infections mammaires persistantes a S. aureus. Il
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a été postulé que cela pourrait étre la conséquence d’une inhibition de la réponse cytotoxique,
orchestrée par le pathogéne, afin d’y échapper. Ce mécanisme pourrait étre a ’origine de
I’inefficacité de la réponse immune de la mamelle contre S. aureus. Cette hypothese gagne en
crédit lorsqu’en 1998, Noble et collaborateurs montrent que les superantigénes, telles les
entérotoxines de S. aureus peuvent induire la production de LTCD8" suppresseurs. Elle est
démontrée pour la premiere fois lorsque ce mécanisme est observé chez le bovin pour
I’entérotoxine C (Ferens et al., 1998 ; Lee et al., 2001). La sensibilit¢ des LTCD8" aux
superantigenes avait de plus déja été démontrée en 1993 par Herrmann et McDonnald. En 2006,
Park et collaborateurs confirment I’hypothése. Enfin, en 2007, Seo et collaborateurs montrent que
cette entérotoxine C induit le phénotype suppresseur a la fois des LTCD8" et des LTCD4" des 6
jours d’exposition. Ainsi, a la survie intracellulaire de la bactérie, s’ajoute la faible prolifération
des LTCD8" et I’inactivation de la réponse CTL via les toxines superantigéniques par un grand
nombre de souches mammaires de S. aureus. La présence de ces 2 phénomenes laisse penser
qu’un rétablissement ou une stimulation préventive de la réponse CTL pourrait étre une aide
considérable dans la défense contre les mammites a S. aureus. Nous remargquerons a ce propos
que des LTCD8+ mémoires spécifiques de S. aureus ont récemment été isolés chez les vaches
ayant eu une mammite (Mullarky et al., 2010).

6.2 Efficacité de la stimulation thérapeutique des CTLs spécifiques de S.

aureus

Aucune immunisation n’a a ce jour réussi a induire une forte réponse CTL dirigée contre S. aureus
chez le bovin. De maniére générale, méme chez les animaux de laboratoire, I’induction de cette
réponse n’a pas été formellement démontrée bien que plusieurs études soient parvenues a induire
une réponse Th1l et parfois une prolifération de LTCD8" producteurs d’interféron-gamma (IFNy)
spécifiques de S. aureus. Certaines de ces études en ont également montré 1’effet protecteur. En
2002, Gomez et collaborateurs induisent une réponse Thl et montrent 1’induction probable de
CTLs contre les mammites a S. aureus chez la souris. 1ls immunisent des souris avec une souche
atténuee thermosensible de S. aureus par injection intra-mammaire et constatent une
augmentation des LTCD4" et LTCD8" producteurs d’IFN-y. L’induction de LTCD4" et LTCD8*
producteurs d’TFN-y et protégeant spécifiquement contre S. aureus a été démontrée en 2007 par
Gaudreau et collaborateurs. Ils testent un vaccin ADN codant pour le CIfA, la FnBPA et la sortase
A et multiplient le taux de survie suite au challenge infectieux par 3. D’autres études ont montré
une protection dépendante de la réponse T avec implication de I’IFNy (Buzzola et al., 2006). De

méme Spellberg et collaborateurs en 2008 transferent des cellules immunitaires de souris
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immunisées a des souris non immunisées et remarquent que seuls les lymphocytes T ont un effet
protecteur contrairement aux lymphocytes B. Le réle crucial de I’'IFNy est confirmé par la méme
équipe en 2009 (Lin et al., 2009). Enfin, dans I’expérience réalisée dans notre laboratoire par
Wallemacq et collaborateurs en 2012, une augmentation de la réponse cytotoxique spécifique de

S. aureus a été observée.

7 Conclusion

La prévalence des mammites a S. aureus est élevée et ce pathogéne est difficile a éliminer avec
les traitements actuels. Les pertes économiques associées sont lourdes et la vaccination est encore
peu efficace. Diverses études confirment d’ailleurs une absence de corrélation entre la réponse
humorale induite par les vaccins et la protection contre S. aureus. Elles montrent, de plus,
I’avantage conféré par les traitements stimulant les réponses cellulaires. Il parait dés lors
raisonnable de penser que favoriser artificiellement ces réponses pourrait représenter un moyen
de lutte efficace. Nous avons plus précisément ciblé la réponse CTL spécifique de S. aureus car
elle paraissait la plus adaptée. Nous avons alors orienté nos recherches vers une voie de

signalisation cellulaire potentiellement capable de 1’induire: la voie du CD40.
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CHAPITRE 2 : LE RECEPTEUR CD40 ET SON LIGAND

Les descriptions du CD40 et du CD40L présentées dans cette partie sont, autant que possible,
relatives aux protéines bovines. Cependant, lorsque des informations importantes n’ont encore été
publiées que pour des molécules humaines ou chez la souris, elles seront utilisées en précisant
I’espéce. Nous remarquerons une homologie de séquence peptidique entre I’homme et le bovin

de 67% pour CDA40 et 88% pour CD40L (figures 1A et 5A respectivement).

1 Le récepteur CD40

Le récepteur CD40 bovin est une protéine de la membrane cellulaire appartenant a la superfamille
des récepteurs des facteurs de nécrose des tumeurs (TNFRs). Il porte également les noms de
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 5 (TNFRSF5) et B-cell surface antigen
CD40.

1.1 Découverte

En 1984, Paulie et collaborateurs produisent un anticorps dirigé contre 1’antigéne « Bp50 »
présent sur les cellules du carcinome de la vessie et contre les lymphocytes B de lymphome en
immunisant des souris avec les cellules de carcinome vésical. L’année suivante, ils montrent que
cet antigene Bp50 est present sur toute la lignée B et qu’il est différent des récepteurs
membranaires connus. En 1986, Clark et collaborateurs montrent que son activation induit la co-
stimulation des lymphocytes B : tout comme le B cell growth factor, il augmente la multiplication
cellulaire des lymphocytes B préalablement activés par un anti IgM ou un anti-CD20. Ce rdle est
confirme par Ledbetter et collaborateurs en 1987 qui utilisent également le tetradecanoyl phorbol
acetate et I’IL-4 pour I’activation préalable des lymphocytes B. Entre temps, comme plusieurs
anticorps monoclonaux produits de maniere indépendante semblent activer cette protéine bp50,
le cluster de différenciation provisoire CDw40 puis définitif CD40 lui est octroyé. En 1989, on ne
lui connait toujours pas de ligand mais Paulie et collaborateurs suggeérent qu’il est naturellement

activé par un facteur de croissance produit de maniére autocrine.
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1.2 Séquence du CD40 bovin

Le géne CD40 bovin est situé sur le chromosome 13 entre les paires de base 75563477 et
75574221. 1l est composé de 10 exons. Il a été séquencé pour la premiére fois par Hirano et
collaborateurs en 1997, mais la séquence définitive n’a été¢ déposée qu’en 2007 par Moore et
collaborateurs et publiée en 2008 dans Genbank sous le numéro d’accession BC134765. L’ ARNm

mature comprend 1309 nucléotides et la séquence protéique 280 acides aminés (aas) (Figure 1 A)

1.3 Structure

1.3.1 Monomere

Le CD40 est une glycoprotéine transmembranaire de type I. La figure 1 B détaille la structure
primaire du CD40 bovin. La partie extracellulaire de la protéine commence par une séquence de
174 aas (le peptide signal de 20 aas a été clivé avant I’expression membranaire). Vient ensuite la
partie transmembranaire, longue de 21 aas puis la queue cytoplasmique C-terminale de 65 aas. La
séquence d’acides aminés 21 a 194 est caractérisée par la présence de 8 ponts disulfures (Uniprot,
2015). Ces ponts disulfures sont répartis de maniere réguliere dans la séquence extracellulaire et
interviennent dans la structure tridimensionnelle de 4 unités semblables : les domaines riches en
cystéines (CRD). Ces domaines se retrouvent dans tous les récepteurs de la famille du TNF et

leurs donnent une structure commune (figure 2).

Le CD40 bovin comprend 2 sites de glycosylation sur les aas 153 et 180 (Uniprot 2015). Cette
glycosylation ne semble pas effective chez le bovin (Hirano et al., 1997). En 2010, Vaitaitis et
collaborateurs démontrent que les variations de poids moléculaire du CD40 de souris (une forme
de 43 kDa et une forme de 48 kDa) ne sont dues qu’a des glycosylations différentes de la méme
isoforme | du CD40. lIs observent également que la forme 48 kDa semble prédominante lorsque
la voie du CD40 n’est pas activée et qu’elle est progressivement remplacée par la forme de 43
kDa lorsque les cellules sont stimulées avec un activateur du CD40. La stimulation semble donc

diminuer la glycosylation.
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Figure 1. Structure primaire du CD40 bovin. La figure A montre la séquence d’acides aminés du CD40
bovin complet (CD40bv), comparée a celle du CD40 humain (CD40h) d’aprés Genbank et Expasy. La
figure B schématise, d’apres Uniprot, la disposition des différentes portions de 1a séquence par rapport
a la membrane cellulaire. De gauche a droite, peptide signal (PS) avant clivage, portion extracellulaire,
transmembranaire (TM) et cytoplasmique.
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Figure 2. Schéma de la structure tridimentionnelle du CD40 humain (d’aprés van Kooten et Banchereau,
2000). Détail des 4 domaines riches en cystéine (CRD), a droite et leur agencement dans la région
homologue aux récepteurs des TNFs, a gauche.
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1.3.2 Multimérisation
1.3.2.1 Evidences

En 1989, Eck et collaborateurs émettent I’hypothése que les récepteurs du TNF-alpha pourraient
se trimériser sous 1’effet de la liaison avec leur ligand. Cette hypothése a été confirmée depuis, et
la multimérisation, de maniere plus générale que la trimérisation, s’est avérée nécessaire a
I’activité de tous les récepteurs des TNFs (Banner et al., 1993 ; Hymowitz et al., 1999 ; Bodmer
et al., 2002 ; Holler et al., 2003)

En ce qui concerne le CD40, Paulie et collaborateurs montrent en 1989 que le récepteur doit
préférentiellement étre agrégé pour étre actif. En effet, si les anticorps monoclonaux entiers ou la
fraction F (ab) 2 sont capables d’induire une trés forte prolifération des lymphocytes B, I’effet des
fragments Fab est quasi nul. Cette agrégation est confirmée en 1995 avec 1’étude de Karpussas et
collaborateurs. La plupart des auteurs s’accordent a dire que la multimeérisation augmente la
réponse de la cellule. Ainsi, I’utilisation de ligands artificiels montre que les multiméres sont
toujours plus efficaces que les ligands monomériques, ce qui ne peut s’expliquer que s’ils se lient
a un multimere de récepteurs (Morris et al., 1999 ; Haswell et al., 2001). Il faut cependant signaler
qu’au-dela du trimére, les conclusions des études divergent et si beaucoup d’études affichent une
corrélation positive entre le niveau de multimérisation et 1I’effet (Morris et al., 1999 ; Stone et al.,
2006), certaines ne remarquent la supériorit¢ du multi-trimere que dans des conditions

particuliéres (Pullen et al., 1999).
1.3.2.2 Meécanisme

Certains points, tel le role du CD40L dans I’induction de la multimérisation restent incompris.
Ainsi, on observe bien une augmentation de la dimérisation du récepteur membranaire suite a la
stimulation par du CD40L (Reyes-Moreno et al., 2004), mais des études montrent que cette

stimulation pourrait ne pas étre nécessaire.

Mécanisme dépendant du CD40L

Les céramides sont des molécules lipidiques composées d’une sphingosine et d’un acide gras,
présentes dans la membrane cellulaire et jouant un réle dans I’activation de molécules de
signalisation intracellulaire (Gulbin et al., 2002). Les céramides sont issues de 1’hydrolyse de la
sphingomyeline, un lipide membranaire, par la sphingomyelinase acide (ASM). L’ ASM est une
enzyme stockée dans des vésicules cytoplasmiques (Grassmé et al., 2001). En 2002, Grassmé et

collaborateurs ont montré que I’engagement du CD40 entrainait la translocation de I’enzyme
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cytoplasmique ASM dans la membrane cellulaire avec comme conséquence 1’augmentation de la
production de céramides membranaires. Or, les céramides sont connus pour regrouper les radeaux
lipidiques et induire le rapprochement de récepteurs membranaires inclus dans ces radeaux
(Grassmé et al., 2001 ; London, 2004). En conséquence, I’activation de I’ASM par la stimulation
du CD40 entraine le regroupement et la multimérisation du CD40, ce qui facilite sa propre

activation.

Mécanisme indépendant du CD40L

En 1995, Naismith et collaborateurs observent par cristallographie la formation de dimeres et
trimeres de TNFRs recombinants non exposés au TNF. De plus, en 1999, Papoff et collaborateurs
apportent la preuve d’un mécanisme d’assemblage des récepteurs de la famille des TNFs
indépendant du ligand. Il s’agit du pre-ligand assembly domain (PLAD) situé sur le CRD1 dont
la capacité a provoquer la trimérisation a été démontrée pour le Fas et le récepteur du TNF-a et
qui se retrouve dans 1I’ensemble de la famille des TNFs. Ce mécanisme est confirmé par Chan et
collaborateurs en 2000 (figure 3). En 2013, Smulski et collaborateurs vérifient ce phénomene sur
le CDA40 gréace a une protéine de fusion CD40-CRD1.

Enfin, en 2004, un nouveau mécanisme d’agrégation des récepteurs des TNFs, indépendant du
ligand, apparait a Muddipi et collaborateurs : la stimulation du TCR induit la translocation et le
regroupement des récepteurs Fas sur les radeaux lipidiques, et, les met dans un état de pré
activation. Les radeaux lipidiques sont des domaines de 50 nm de diamétre, riches en
sphingolipides et cholestérol, présents sur le feuillet externe de la membrane plasmique. Ils s’y
déplacent et entrainent avec eux des protéines membranaires qu’ils peuvent ainsi regrouper
(Simon et Ikonen, 1997). L’observation quelques années plus t6t de CD40 regroupés sur des
radeaux lipidiques de lymphocytes B non activés (Hostager et al., 2000) associée au fait que la
stimulation via CD40L induit aussi le regroupement du CD40 sur ces radeaux (Vidalain et al.,

2000) est en faveur d’une voie de multimérisation du CD40 indépendante du ligand.

36



INTRODUCTION

PLAD st\ TNFa
— & »,

Ligand 'g (

igan

binding >n<

—— ——

|
>

D
Y

=
—T]
SR

Y, \_;’ V

A
owmge
—

Figure 3. Pré-assemblage des récepteurs du TNF-o par le PLAD (D’aprés Chan, 2000). Le PLAD,
contenu dans le CRD1 de I’extrémité cytoplasmique N-term d’un TNFR interagit avec les CRD1
d’autres TNFRs et rapproche ainsi les TNFRs. Le trimére de TNF se lie alors aux TNFRs pré-associés.
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Figure 4. Stimulation de I’expression de CD40 par I’IFN-y selon 2 voies (adapté de Lee et collaborateurs
en 2007). A. I'TFN-y phosphoryle (disques verts) STAT1 qui active ensuite le promoteur du CD40. B.
I’IFN-y stimule I’expression du TNF-a qui active par voie autocrine NF-xB qui induit alors la
transcription du CD40.
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1.4 EXxpression

Le CD40 est exprimé sur la membrane de nombreux types cellulaires issus des 3 feuillets
embryonnaires. 1l est présent sur les cellules hématopoiétiques telles les lymphocytes B,
monocytes, macrophages, plaquettes, cellules dendritiques et cellules dendritiques folliculaires,
éosinophiles, neutrophiles et lymphocytes TCD8" activés. On le retrouve également sur des
cellules non hématopoiétiques telles les cellules épithéliales du thymus et du rein, les
kératinocytes, les fibroblastes de la membrane synoviale et du derme et les cellules endothéliales
(Banchereau et al., 1994). Son expression constitutive a également été confirmée sur les cellules

épithéliales des voies respiratoires (Propst et al., 2000).

L’expression du CD40 sur ces cellules est controlée par de nombreux facteurs intervenant des la
transcription. Le niveau basal de transcription du gene dans les cellules au repos est
majoritairement contr6lé par le facteur de transcription SP1 (Tone et al., 2002). Dans les
macrophages et cellules de la microglie, les facteurs de transcription NF-xB et STAT1 (Signal
Transducer and Activator of Transcription 1) augmentent I’expression de CD40 suite a la
stimulation par I’'IFN-y (Nguyen et Benveniste, 2000b). L’FN-y est 1’activateur majeur de
I’expression du CD40 pour de nombreuses cellules dont les cellules endothéliales, les
macrophages et les cellules de la microglie. Comme le montre la figure 4, adaptée de Lee et
collaborateurs en 2007, la fixation de I’IFN- y sur son récepteur induit 2 mécanismes aboutissant
a la transcription du récepteur CD40. Le premier est la phosphorylation de STAT 1 a qui active la
transcription de CD40 via I’activation de la sequence Gamma interferon activated sequence
présente dans le promoteur. Le second est 1’activation de la transcription du TNF-a qui agit par
voie autocrine pour activer NF-xB. L’IL-4 par contre est antagoniste (Nguyen et Benveniste,
2000a). Sur les cellules dendritiques, la plupart des agonistes des TLRs induisent 1’expression du
CDA40 via NF-xB. Parmis eux, le LPS est I’activateur le plus fort, suivi par les CpG (Dowling et
al., 2008 ; Hua et al., 2013). Le LPS joue également ce réle dans les macrophages et cellules de
la microglie (Qin et al., 2005).

Des régulations post trancriptionnelles interviennent aussi : 1’épissage produit plusieurs autres
formes de CD40 qui exercent un effet répresseur sur 1I’expression du récepteur (Tone et al., 2001 ;
Vaitaitis et al., 2010) et certaines enzymes telle 1’élastase des granulocytes, produites lors

d’inflammation peuvent cliver le CD40 membranaire (Nemoto et al., 2002).
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2 Le CDA40 ligand

Le ligand du CD40 (CD40L) appartient a la famille des Tumor necrosis factors (TNF). Comme
les autres membres de cette famille, il peut étre ancré dans la membrane cellulaire ou libre. On le
trouve également sous les appellations : Tumor necrosis factor ligand superfamily member 5
(TNFSF5), TNF-related activation protein (TRAP), T-cell antigen gp39, CD154, CD40LG.

2.1 Découverte

Lorsqu’en 1989, Paulie et collaborateurs commencent a décortiquer le mécanisme d’activation du
CDA40, ils pensent que sa molécule activatrice est un facteur de croissance fonctionnant de maniére
autocrine. En 1992, Armitage et collaborateurs identifient, clonent et testent une molécule de 39
kDa activant le récepteur CD40 des souris: le gp39. La méme année, Hollenbaugh et
collaborateurs utilisent des primers bases sur la séquence décrite par Armitage pour cloner le gp39
humain, puis I’expriment dans des cellules Cos-7. lls clonent de plus une protéine de fusion gp39-
CD8. lls observent la liaison a la fois de protéines de fusion Ig-CD40 solubles sur les cellules Cos
transfectées avec gp39 et de protéeines de fusion gp39-CD8 sur les cellules Cos transfectées avec
CDA40. lls évaluent par analyse western blot la taille du gp39 produit par les cellules Cos-7. Ils
vérifient enfin la prolifération des lymphocytes B induite par le gp39 : pour eux, le gp39 soluble
n’est efficace qu’utilisé en présence d’un co-stimulant tel la PMA. Seul le gp39 membranaire
semble posséder un léger pouvoir mitogénique lorsqu’on n’utilise aucun co-stimulant. Ils

concluent que le gp39 est un co-stimulateur de la prolifération des lymphocytes B.
2.2 Séquence du CD40L bovin

Le gene CD40L bovin est situé sur le chromosome X entre les paires de bases 20249086 et
20260907. 1l est compose de 5 exons. Sa séquence définitive a été publiée en 1995 par Mertens et
collaborateurs et déposée dans Genbank en 1996 sous le numéro d’accession Z48469. L’ARNm
mature comprend 864 paires de bases et la principale séquence protéique naturelle du CD40L est

composée de 261 acides aminés (Figure 5 A).
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Figure 5. Structure primaire du CD40L. La figure 5 A expose la séquence d’acides aminés du CD40L
bovin (CD40Lbv) comparée a la séquence du CD40L humain (CD40Lh) de la base de données Uniprot
et Expasy. La figure 5 B montre la localisation de chaque trongon de cette séquence par rapport a la
membrane plasmique. De gauche a droite, portion cytoplasmique (Cyto), transmembranaire (TM) et

extracellulaire. La position du domaine d’homologie des TNFs est également représentée.

Interface s Extorior

Figure 6. Structure tridimensionnelle du domaine d’homologie des TNFs (THD) du CD40L. La figure
6 A issue d’Eck et collaborateurs en 1989 représente la vue « a plat » de la structure en gateau roulé du
THD. De gauche a droite, le feuillet interne composé des 5 brins B a’, a, h, ¢ et f et le feuillet externe
composé des 5 brins B e, d, g, b etb’. La figure 6 B, réalisée par Wieckowski en 2007 est la vue en 3
dimensions du THD du CD40L dans sa conformation naturelle, c’est-a-dire lorsque le feuillet interne

est replié contre le feuillet externe. Sur cette figure, le feuillet interne est face a nous.
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2.3 Structure
2.3.1 Monomere
2.3.1.1 Conformation générale du CD40L bovin

Le CD40L transmembranaire est une glycoprotéeine de type Il. Comme le montre la figure 5 B, il
est compose de 3 régions. Les acides aminés 1 a 22 constituent la queue cytoplasmique N-
terminale. La séquence se prolonge par la portion transmembranaire : une heélice alpha de 24
acides aminés. Tout le reste de la protéine, soit 215 acides aminés restants est extracellulaire. Cette
partie, qui est en majorité composée du domaine d’homologie des TNFs, présente un pont
disulfure entre les acides amines 178 et 218 et un site de glycosylation sur I’asparagine en position
240 (non représentés sur la figure). Le poids moléculaire de 33 kDa généralement observé pour
le CD40L montre que la glycosylation est effective (Graf et al., 1995 ; Pietravalle et al., 1996).

En effet, le poids théorique total des 261 acides aminés présents n’est que de 29 kDa (Expasy).
2.3.1.2 Domaine d’homologie des TNFs

Le domaine d’homologie des TNFs est une structure commune a tous les TNFs permettant leur
association en trimére ainsi que la liaison avec les domaines riches en cystéines communs a tous
les TNFRs. Il a été pleinement détaillé dans un article d’Eck et collaborateurs des 1989. Comme
modélisé par la figure 6 A issue de cet article, il s’agit d’une séquence d’environ 150 acides aminés
organises en 10 brins f reliés par des boucles et formant une structure en « gateau roulé ». Les 10
brins B sont étiquetés de A a I’extrémité N-terminale a H a I’extrémité C-terminale et regroupés
en 2 feuillets B antiparalélles. Lors du repliement naturel montré par la figure 6 B, les 2 feuillets
sont disposés presque paralléelement 1’un a 1’autre. Le feuillet « interne » composé des brins A,
A’, H, C et F est plat et intervient dans le contact entre monomeres de TNF. Le feuillet « externe »
composé des brins B, B’, D, E et G est bombé vers I’extérieur et est impliqué dans la liaison au
récepteur. Le feuillet interne est globalement trés hydrophobe contrairement au feuillet externe
(Eck et al., 1989 ; Bodmer et al., 2002).

En 1998, Bajorath vérifie par cristallographie que ce modéle tridimensionnel du domaine
d’homologie des TNFs est valable pour le CD40L humain.
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2.3.2 Multiméres

Les données présentées ici ont été obtenues pour le CD40L humain, il est cependant probable
qu’elles soient également représentatives de la molécule bovine. Le CD40L s’associe en triméres
ou en plus gros complexes. Ce phénomene est fortement suspecté des 1993 par Bajorath et
collaborateurs, et confirmé par Karpussas en 1995. Cette multimérisation est commune a
I’ensemble des TNFs (Eck et al., 1989 ; Karpussas et al.,1995; Banner et al., 1993; Pietravalle et
al., 1996 ; Hsu et al., 1997 ; Bajorath, 1998).

L’association en triméres, typique des membres de la famille des TNFs, a été bien étudiee. Les
recherches ont montré qu’elle était le fait du domaine d’homologie des TNFs et basée
principalement sur des interactions aromatiques ou hydrophobes (Eck et al., 1989 ; Karpussas et
al., 1995 ; Bodmer et al., 2002). Le mécanisme général de 1’association est identique pour tous
les TNFs, avec des particularités concernant le type d’acides aminés aromatiques ou la position
exacte des structures hydrophobes. La figure 7 A montre, d’aprés ’étude de Karpussas et
collaborateurs en 1995, les 2 acides aminés responsables d’interactions aromatiques, soit la Tyr
170 et I’His 224, impliqués dans la liaison. On y voit également le détail, d’aprés Protein Data
Bank (code 1ALY), des surfaces hydrophobes du domaine d’homologie du CD40L. La figure 7
B montre que la zone de contact a I’intérieur du trimére a lieu entre le bord du premier monomere,
constitué par les brins B E et F du pli reliant les feuillets internes et externes de la structure en
gateau roulé, et le milieu du feuillet interne du monomere suivant (EcK et al., 1989; Bodmer et
al., 2002). Enfin, comme le montre la figure 7 C, si I’interaction entre les Tyr et His est le principal
stabilisateur de I’association, la forte hydrophobicité¢ du feuillet interne et des brins E et F

contribue a son renforcement (Karpussas et al., 1995 ; Bodmer et al., 2002).

On remarquera que chez les autres membres des TNFs, si la trimérisation est trés souvent le fait
d’interactions aromatiques, les acides aminés qui en sont responsables interviennent généralement
en plus grand nombre que dans le trimere de CD40L. Les tyrosines des positions 59, 119 et 153
et la phénylalanine 124 étaient ainsi déecrits pour cette fonction dans le TNF-alpha (Eck et al.,
1989). De plus, I’histidine, qui n’est pas un acide aminé aromatique mais qui est cependant
capable de créer des interactions aromatiques est rarement impliquée (Karpussas et al., 1995). Il
convient également de signaler que, la multimérisation n’impliquant que le domaine d’homologie,

son mécanisme est identique pour les formes solubles et transmembranaires.
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Figure 7. Interactions entre monoméres de CD40L. La figure 7 A montre la vue latérale du feuillet
interne du domaine d’homologie. Les structures hydrophobes sont colorées en rouge. Les points jaunes
représentent les atomes des chaines latérales des tyrosines sur la figure de gauche et des histidines sur
celle de droite. Les fléches noires indiquent la Tyr 170 et I’His 224. La figure 7 B représente la vue de
dessus, c’est-a-dire distale a la membrane cellulaire, du trimére de CD40L. Les lettres A’ AB’BC D
E F G H représentent les 10 brins B. La figure 7 C montre la position des structures hydrophobes et des
Tyr 170 et His 224 dans le trimére. La fléche rouge indique la principale zone d’interaction hydrophobe
entre 2 monomeéres de CD40L.
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2.4 CDA40L soluble naturel

En 1992, peu de temps apres la découverte du ligand du CD40, Hollenbaugh et collaborateurs
remarquent une potentielle zone de clivage a c6té de la partie transmembranaire, mais il n’y a pas
encore d’évidences qu’une forme soluble existe. En 1995, Graf et collaborateurs montrent que les
lymphocytes T humains activés n’expriment pas seulement la forme membranaire mais sécrétent
du CD40L soluble. Une protéine de 18 kDa, dont la séquence d’acides aminés débute par la
méthionine 113 du CD40L et comprend la totalit¢ du domaine d’homologie des TNFs, est ainsi
isolée. Ils démontrent qu’elle est issue du clivage protéolytique du CD40L membranaire dans un
compartiment intracellulaire. Ils supposent, d’aprés sa séquence et les informations disponibles
sur les autres membres des TNFs qu’elle est capable de lier le CD40 et de I’activer. En 1996,
Pietravalle et collaborateurs confirment la découverte de 1’équipe de Graf, montrent que le CD40L
membranaire est clivé dans les microsomes suite a la stimulation des lymphocytes T et qu’il est
présent sous forme trimérisée. Ils purifient ces CD40L solubles naturels et montrent qu’ils
induisent, de la méme maniere que les anti-CD40, la prolifération des lymphocytes B en présence
d’TL-4. Une nouvelle source de CD40L soluble (sCD40L) est découverte en 1999 par Aukrust et
collaborateurs. Ils stimulent en effet du plasma riche en plaquettes avec le peptide agoniste du
récepteur a la thrombine. Ils observent 1’augmentation significative de la concentration en
sCD40L dans le surnageant suite a cette stimulation des plaquettes. lls montrent également que la
concenration en sCD40L est naturellement augmentée dans le sérum des patients atteints de
syndrome coronarien aigu. Il est maintenant établi que les plaquettes activées représentent la
source principale de sCD40L (Andre et al., 2002a ; Danese et al., 2003). Enfin, les lymphocytes
B dont le CD40 a été stimulé produisent également une forme soluble de ligand capable de

stimuler leur propre proliferation (Wykes et al., 1998).
2.5 Expression

Le CD40L est exprimé par les lymphocytes TCD4*, TCD8", Tyd, NKT et B activés, par les
plaquettes et les cellules NK activées, par les monocytes, cellules épithéliales, endothéliales,
dendritiques et par les cellules des muscles lisses. Chez I’homme et la souris, le promoteur du
CDA40L est réguleé par NF-AT (Schubert et al., 1995) lui-méme activé par I’engagement du TCR
(Durand et al., 1988), les ionophores du calcium et la voie de la calcineurine (Lobo et al., 1999).
La stimulation du TCR par des anti-CD3 induit I’augmentation de 1’expression membranaire 4 h
plus tard. L’IFN-y par contre, réprime son expression sur les LTCD4" dont le TCR a été stimulé
(Roy et al., 1993). De nombreux autres éléments régulateurs importants ont été découverts chez

I’homme, tel I’élément de réponse au CD28 (Parra et al., 2001) et NF-xB (Schubert et al., 2002).
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Sur les lymphocytes B, I’expression du CD40L membranaire est stimulée par ’activation des IgM

membranaires (Wykes et al., 1998).
Remarques :

En plus du CD40 ligand membranaire et de la forme soluble débutant par 1’acide aminé 113
précédemment présentés, une forme membranaire dépourvue de 1’extrémité cytoplasmique a été
décrite (Hsu et al., 1997). Si, comme nous 1’avons vu, la forme soluble est due a la protéolyse
(Graf etal., 1995 ; Pietravalle et al., 1996), la présence d’un autre site d’initiation de la traduction
au niveau de la paire de base 61 (Met 21) pourrait expliquer les formes transmembranaires
dépourvues d’extrémité cytoplasmique décrites par Hsu et collaborateurs en 1997. Nous
remarquerons qu’une forme plus courte débutant par I’acide aminé 149 a également été décrite
dans les surnageants de lymphocytes T ainsi que lors de la production du CD40L en E. coli
(Mazzei et al., 1995 ; Pietravalle et al., 1996). Cependant, cette forme reste anecdotique dans la
mesure ou la production en bactéries ne constitue pas une voie naturelle et que celle issue des

lymphocytes T n’a pas pu étre séquencée dans cette étude.

3 Laliaison CD40-CD40L

3.1 Structures impliquées

Cette partie est une synthése des études historiques et actuelles sur la structure biochimique de
I’interface CD40-CD40L. Elle concerne uniguement les molécules humaines car aucune
recherche n’a encore été menée chez le bovin dans ce domaine. La grande homologie de structures
entre les membres de la famille des TNFs laisse cependant penser que ces travaux réalisés chez

I’homme constituent une base utilisable pour le bovin.

3.1.1 A I’échelle des triméres

Il est communément établi que la liaison CD40-CD40L met en jeu un couple de trimeres. Dans
ce couple, chaque monomeére de CD40 interagit avec 2 monomeres de CD40L. Comme le montre
la figure 8 A, le trimére de CD40L est logé au centre d’un trimere de récepteurs. Le contact a lieu
entre les CRD 1, 2 et 3 du monomeére de CD40 et le domaine d’homologie des TNFs du trimere

de CD40L, plus précisément la zone du sillon extérieur reliant 2 monomeres de CD40L comme
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le montre la figure 8 B (D’aprés An et al., 2011). Cette figure révele que la surface de contact est
en fait composée de 2 zones distinctes. La zone A, proximale par rapport a la partie
transmembranaire du récepteur, est formée par les brins D, E et G et les boucles C-D, E-F, et G-
H du CD40L. Elle entre en contact avec la seconde moitié de CRD2 et avec CRD3. La zone B,
plus distale, a pour base les brins A’, B’ et E et les boucles A’-B’ et D-E et interagit avec CRD1
et la premiere moitié de CRD2. Il faut signaler que la surface d'interaction entre CD40 et chaque
monomere de ligand est inégale, 1’un d’eux accaparant entiérement CRD3 et la moitié de CRD2
alors que ce qui reste est équitablement partagé. Selon An et collaborateurs, cette asymétrie est

causée par un pont S-S sur CRD3 qui rend l'interaction inégale entre les 2 sous unités de CD40L.

Nous remarquerons enfin que 1’étude d’An et collaborateurs, la seule qui soit basée entiérement
sur une étude cristallographique de la liaison CD40-CD40L, n’a observé que 2 CD40 liés au
trimére de CD40L (figure 8 C). Les auteurs ont d’abord vérifié que ce ratio anormal n’était pas
un artefact de cristallisation puis ont évoqué d’éventuelles répulsions électrostatiques que les 2
premiers monomeres de CD40 fixés exerceraient sur le 3°. Il se pourrait que la dimérisation du
CDA40 soit, au méme titre que la structure pentamérique du Fas dead domain, une exception dans
la famille des TNFRs, ou qu’elle soit la conséquence du biais expérimental inhérent a 1’utilisation

d’une forme tronquée soluble de récepteur.
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Figure 8. Liaison CD40-CD40L a I’échelle des triméres. La figure 8 A montre a gauche le CD40
trimérique transmembranaire avec ses 4 domaines riches en cystéines (CDRD 1 a 4) et le CD40L
trimérisé via le domaine d’homologie des TNFs (THD). A droite, les 2 triméres sont assemblés. La
figure 8 B schématise la position, sur les monomeéres de CD40L, des zones de contact A et B entre un
monomeére de CD40 et 2 monoméres de CD40L. La figure 8 C, issue de Protein data bank (code 3QD6)
montre I’image obtenue par cristallographie du couple CD40L-CD40. Les CD40L sont en vert et bleu
et les CD40 sont en blanc et orange. A gauche, vue de la face cellulaire du THD du trimére de CD40L.
A droite, vue latérale du couple CD40-CD40L.
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3.1.2 Au niveau des acides aminés

Si I’étude physique réelle du couple CD40-CD40L n’a été réalisée avec succés qu’en 2011 par

An et collaborateurs, sa modélisation a cependant débuté dans les années 1990 (annexe n°3).
3.1.2.1 Ensemble des résidus impliqués dans liaison CD40-CD40L

Les résisus du CD40 impliqués dans la liaison sont les acides aminés K46, E64, S65, R73, T75,
H76, C77, Q79, Y82, D84, P85, N86, L87, W109, T112, E117, V120, L121 (Figure 9 B d’aprés
An et al., 2011). Les acides aminés du CD40L impliqués sont E129, A130, K143, G144, Y145,
Y146, C178, P217, C218, Q220, S245, Q247, S248, G250, T251, G252, F253 pour le premier
monomere et 1190, G199, R200, R203 et Q232 pour le second (figure 9 A d’aprés An et al.,
2011).

3.1.2.2 Residus dont la mutation perturbe la liaison

Pour observer I’effet des mutations présentes chez les patients atteints du syndrome d’hyper IgM
lié¢ a I’X sur la fonctionnalité, c’est-a-dire la capacité de liaison, du site de liaison du ligand ou du
récepteur, les chercheurs ont utilisé 2 méthodes. La premiere est la modélisation de la mutation
pour comprendre a quel endroit elle perturbe la structure protéique, ce qui permet également de
comprendre quelles sont les zones importantes, notamment pour la liaison récepteur-ligand. La
seconde est la production de protéines recombinantes mutées et le test physique de leur
reconnaissance par le ligand ou le récepteur recombinant sauvage ou par un anticorps monoclonal

spécifique du site actif.

Résidus du CD40

En 1995, Bajorath et collaborateurs identifient les aas Y82, D84 et N86 du site de liaison du CD40
comme indispensables a la fixation d’anti-CD40 monoclonaux. De maniere similaire, mais en
utilisant des CD40L recombinants a la place des anti-CD40, en 1998, Singh et collaborateurs
testent I’importance des aas chargés du site de liaison du CD40. Ils montrent alors que le
remplacement des résidus acides E74, D84, E114 et E117 chargés négativement par des résidus
basiques ou neutres hydrophobes (Alanine) abolissent la liaison. Par contre, la substitution par un

aa neutre hydrophile préserve 1’interaction.
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Résidus du CD40L

Résidus directement impligués dans liaison :

La méthode utilisant les anticorps monoclonaux pour observer 1’effet des mutations sur la liaison
du ligand est utilisée des 1995 par Bajorath et collaborateurs. Ils identifient, par la génération de
mutations ciblées suivies de tests de liaison, 2 acides aminés du CD40 ligand indispensables a la
liaison. II s’agit respectivement des K143 et Y145. En 1998, Singh et collaborateurs montrent
I’implication des acides aminés chargés et hydrophiles dans la liaison CD40-CD40L grace a un
CDA40 soluble couplé a une Ig. lls mettent en évidence une importance prépondérante des acides
aminés basiques K143, R203, R207 du CD40L.

Résidus indirectement impliqués dans la liaison :

En 1996, Bajorath et collaborateurs élargissent le repertoire des mutations étudiées : ils
choisissent 20 mutations naturellement retrouvées chez les patients atteints du syndrome d’hyper
IgM lié & X et dont 1’acide aminé touché est proche d’un des 5 acides aminés répertoriés comme
impliqués dans la liaison par Bajorath et collaborateurs en 1995. Le syndrome d’hyper IgM a pour
cause un ligand incapable d’activer le récepteur CD40. Ils modélisent alors chaque protéine mutée
et observent les coordonnées tridimensionnelles de chaque mutation. Ils réalisent ainsi un
classement en 3 groupes. Le groupe 1 comprend les mutations perturbant probablement la
structure des monomeres de ligand. Le groupe 2, celles dont la situation peut perturber
I’association des monomeres de ligand entre eux. Le groupe 3 est compose des mutations capables
de géner la liaison CD40-CD40L. Ce dernier groupe ne représente que 7 des 20 perturbations
répertoriées et, parmi elles, seules 4, soit 1/5 du total sont exposées a la surface du site ce qui
montre que la plupart des mutations perturbant le fonctionnement du ligand ne sont pas situées

sur le site de liaison.

Résidus non impliqués dans la liaison :

En 2011, An et collaborateurs montrent que la mutation de la Sérine 132 du CD40L, un acide
aminé tres éloigné du site de liaison, ne diminue absolument pas 1’affinité du CD40 pour le ligand
ni la di ou trimérisation du récepteur mais empéche sa pleine activation. L’explication pourrait
étre une implication de la sérine 132 dans une éventuelle multimérisation du CD40L au-dela du

trimere, la multi-multimérisation ayant de maniere générale montré une efficacité accrue.
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3.1.3 Interactions électroniques

En 1998, Singh et collaborateurs montrent que le couple CD40-CD40L est soumis aux mémes
interactions de charges que les couples TNFR-TNF-a ou -B. Cependant, a I’inverse de ceux-Ci,
les charges sont négatives sur le CD40 et positives sur le CD40L. lls remarquent aussi que les
acides aminés treés chargés du site de liaison sont entourés d’acides aminés hydrophobes, ce qui
augmente la force de la liaison. Comme déja signalé, la substitution d’acides aminés chargés du
site de liaison par des acides aminés hydrophobes ou de charges opposées avorte la liaison. La
substitution par un aa hydrophile non chargé maintient au contraire la liaison. La stabilisation des
interfaces protéiques par les interactions ioniques est en réalité un principe général bien établi (Xu
et al., 1997). Cette importance prépondérante des interactions ioniques et hydrophiles dans la
liaison CD40-CD40L est confirmée par 1’étude majeure d’An et collaborateurs en 2011. La figure
9 C donne par ailleurs un excellent apercu des charges du site de liaison. Enfin, I’exemple
biologique du syndrome d’hyper IgM acheve de convaincre de 1’importance des charges, et
notamment des charges positives du CD40L. En effet, 2 des 4 mutations du site de liaison
impliquées dans la maladie touchent 1’arginine et la lysine qui sont les plus basiques des 3 acides

aminés basiques existant.
3.1.4 Résumé

La liaison CD40-CD40L a lieu entre un trimére de CD40L et un di-ou-trimére de CD40. Un
monomere de CDA40 lie, par ses domaines riches en cystéine 1, 2 et 3, la zone de jonction de 2
monomeres de ligand avec une surface de contact inégalement partagée. La liaison s’appuie
principalement sur des interactions entre acides aminés charges ou polaires et les acides aminés
Glu 74, Tyr 82, Asp 84, Asn 86, Glu 117 du CD40 et Lys 143, Tyr 145, Tyr 146, Arg 203, Arg
207, GIn 220 du ligand répertoriés pour leur importance majeure appartiennent tous a cette
catégorie. Nous ferons enfin une remarque concernant la glycosylation de 1’ Asn 240 du CD40L :
malgré la proximité immediate de la zone de contact, elle ne semble jamais intervenir dans la
liaison (Bajorath et al., 1995).

50



INTRODUCTION

CD154 CD154*
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Figure 9. Détail des résidus impliqués dans la liaison CD40-CD40L (d’aprés An et al., 2011). La figure
9 A montre les 17 aas du premier monomeére de CD40L (en bleu) et les 5 aas du second (en rouge)
impliqués dans la liaison avec un monomere de CD40. La figure 9 B montre les résidus du CD40
impliqués dans cette liaison. La figure 9 C expose les résidus chargés négativement, en rouge, et
positivement, en bleu, au niveau et autour des surfaces de liaison. A gauche, la surface des 2 monomeres
de CDA4O0L et a droite celle d’un monomére de CD40.

51



INTRODUCTION

3.2 Transduction du signal

Peu de temps apres sa découverte, 1’aspect fonctionnel du CD40 fait I’objet de nombreuses
recherches (voir annexe n°4 pour un apercu historique). La cascade de signalisation induite par
I’activation de CD40 est vaste, complexe et incomplétement comprise. Une vision simplifiée mais
fidele a la plupart des études réalisées est proposée dans la revue d’Elgueta et collaborateurs de
2009. La figure 10 tirée de cette revue en fournit un résumé, en évoquant quelques caracteres

distinctifs de chaque voie.

La queue cytoplasmique du CD40 est dépourvue d’activité kinase (Ren et al., 1994), le récepteur
doit donc s’associer avec d’autres protéines cytoplasmiques pour initier la cascade de
signalisation. En se basant sur le type de protéine associée, nous distinguons actuellement 2 types
de voies : les voies dépendantes des TNF receptor associated factor (TRAFs) et la voie de la Janus

kinase 3 (JAK3). Leur détail se trouve dans I’annexe n® 5.
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Figure 10. Résumé des voies de signalisation du CD40 sur les lymphocytes B (D’aprés Elgueta et al.,
2009). De gauche a droite, revue des différents TRAFs impliqués et principales voies activées par
chacun d’entre eux suite a I’interaction avec CD40. A I'extrémité droite, la voie indépendante des
TRAFs via la Janus kinase 3.
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3.3 Roble immunitaire

Les protéines exprimées apres 1’engagement du CD40 trahissent déja son implication dans la
réponse immunitaire. On retrouve en effet les cytokines (IL-2, IL-6, IL-7, 1L-10, IL-12, IL-15,
IL-17, IFN-y, TNF-f et -a) ainsi que de nombreuses molécules membranaires impliquées dans les
signaux de co-stimulation (CD80, CD86, et MHCII) et d’adhésion (CD23, CD30, CD54, Fas,
ICAM, et LFA-1) (Graham et al., 2010).

3.3.1 Modulation de I’immunité humorale

Le CD40 des lymphocytes B interagit avec le CD40L des lymphocytes T, il est donc normal qu’il
ne soit impliqué que dans I’immunité humorale T-dépendante. Nous remarquerons cependant,
que, jusqu’a la découverte du CD40L, la stimulation du CD40 sera logiquement considérée T-
indépendante. Le role du CD40 dans le développement de la réponse humorale a été compris au

début des années 1990 comme nous pouvons le voir dans 1’annexe n°6.

Dans un organe lymphoide secondaire, les lymphocytes sont regroupés par chimiotaxie dans des
zones B, les follicules, et dans des zones T plus vastes. Cela dépend majoritairement des
récepteurs membranaires CXCR5 sensibles aux chimiokines des zones B et CCR7 sensibles aux
chimiokines des zones T. La figure 11 montre les étapes de la maturation des lymphocytes B dans
un organe lymphoide secondaire, depuis I’arrivée d’un antigéne étranger jusqu’a la formation de
plasmocytes. Nous traiterons ici le cas d’un nceud lymphatique mais le procédé est semblable dans

les follicules lymphoides de la rate (Cerutti et al., 2012).

Activation des lymphocytesB et T :

Lorsque, comme le montre la figure 11 A, un antigéne arrive dans le follicule primaire, il peut étre
reconnu et fixé par un lymphocyte B naif puis phagocyté grace au BCR. Cela peut également se
produire par interaction avec une cellule dendritique présentant 1’antigéne (Wykes et al., 1998).
Le lymphocyte B augmente alors I’expression du récepteur CCR7 et présente des fragments
d’antigénes sur son MHC II. 1l migre jusqu’en périphérie du follicule. Parallelement, dans la zone
T du nceud lymphatique (hors des follicules primaires), un lymphocyte TCD4 " auxiliaire naif peut
reconnaitre, par son TCR, le couple CMH II —antigéne que lui présente une cellule dendritique
(11 A 1). 1l reconnait aussi par son CD28, le CD86 (ou B7) de la cellule dendritique ce qui lui
fournit le signal de co-stimulation. Il s’active alors, exprime le CD40L et produit des cytokines

(11A2).
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L’expression du CD40L suivant I’instruction par la DC est un phénomene rapide et transitoire,
visible apres 2 a 4 h avec pic en 6 -8 h puis diminution entre 24 et 96 h (Roy et al., 1993). Le
lymphocyte T auxiliaire ainsi activé devient alors sensible a un gradient chimiokinique qui le fait
migrer vers la périphérie du follicule primaire. Lorsque ce lymphocyte rencontre un lymphocyte
B ayant phagocyté le méme antigene, il interagit avec lui (11 A 3). Il co-stimule et active alors le
lymphocyte B via son CD40L et les cytokines qu’il produit. Mais cette liaison stimule également
le LTCD4" et ¢’est ’engagement CD40-CD40L qui fournit le signal crucial. Le LT évolue alors
(11 A 4) vers le phénotype T helper folliculaire (Tfh) et migre vers le centre du follicule gréce a
I’expression de CXCRS5 (Fazilleau et al., 2009).

Mise en place du centre germinatif :

Le lymphocyte B activé prolifere rapidement et peut évoluer selon 3 voies (Figure 11 B). La
premiere (11 B 5A) est la différenciation en plasmoblaste, ¢’est-a-dire un lymphocyte B sécréteur
d’Ig de la lignée germinale, avec une basse affinité. Il migre alors rapidement en dehors du
follicule. La seconde (11 B 5B) est I’acquisition d’un phénotype B mémoire ‘early’ et ’entrée
dans la circulation (Blink et al., 2005). La derniere (11 B 5C) est la migration au centre du follicule
suivie d’une prolifération rapide pour former le germinal center (GC). Ce GC est également
composé des LTfh et des cellules dendritiques folliculaires (FDCs). Les premiers signes de
formation du GC apparaissent au 2-3e jour suivant I’immunisation (McLennan 1994 ; Garside et
al., 1998). Ces cellules B du GC (LBGC) en prolifération sont appelées centroblastes. Elles
expriment 1’enzyme Activation-induced cytidine deaminase (AID) ce qui induit la commutation

isotypique et I’hypermutation somatique (SHM).

Commutation isotypique :

La commutation isotypique est dépendante de I’AID (Muramatsu et al., 2000) qui est
normalement exprimée chez les lymphocytes B activés (Chaudhuri et al., 2003 Basu et al., 2009).
Elle commence dans la zone sombre du GC en méme temps que la SHM, 1a ou I’AID est activée,
mais peut également étre déclenchée par I’interaction avec le LTth dans la zone claire (Keim et
al., 2013). La transcription de I’ AID est directement activée par la stimulation du CD40, des TLRs
ou du BCR des lymphocytes B (Keim et al., 2013). CD40 est ainsi un activateur de la commutation
isotypique pour la plupart des classes d’anticorps. Il fonctionne généralement en synergie avec la
plupart des cytokines (Moens et al., 2014). La stimulation de CD40 nécessaire a la commutation
n'influence pas la classe de 1’isotype produit. En revanche, les cytokines ont un fort effet sur ce
choix. Ainsi, I’IL-4 et I’Il-13 le dirigent vers la production d'IgG4 et d’IgE chez 'homme et I’IL-
4 induit celle d’IgE et d’IgG1 chez la souris (Armitage et al., 1993). IL-13 agirait également
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synergiquement avec 1l-4 chez la souris (Lai et Mosmann, 1999). A l'inverse, I'lL-12, I'lFN-y et -
a inhibent la production d'IgE induite par IL-4 (Gauchat et al., 1992). Enfin, I'lL-10 induit la
différenciation vers les isotypes 1gG1, 1gG3 et IgA chez I'nomme (Briére et al., 1994). Il a
récemment été montré que 1’IL-21 jouait un role majeur dans la commutation de classe lorsque
combiné a CD40L (Ozaki et al., 2004 ; Bryant et al., 2007).

Hypermutation somatique :

La SHM a plus précisément lieu dans la zone sombre du GC. Elle est suivie par une phase de
sélection, pendant laquelle les centroblastes cessent de proliférer et migrent dans la zone claire
pour interagir avec les FDCs et les Tths. L’interaction avec les FDCs met en jeu la reconnaissance
via le BCR d’antigénes présentés par la FDC. L’interaction avec le LTfh met en jeu la
reconnaissance de I’antigéne et du TCR ainsi que diverses co stimulations dont celle fournie par
le CD40L. Les LBGCs sont alors sélectionnés a la fois sur base de leur affinité pour I’antigene

présenté par la FDC et sur leur capacité a interagir avec le LTfh (Allen et al., 2007).

Différenciation en plasmocytes :

A la fin de la phase de sélection, les LBGCs qui n’ont pas interagi assez fortement et n’ont pas
recu un signal assez important du LTfh restent dans le centre germinatif et subissent un nouveau
cycle de prolifération et d’hypermutation (Victora et al., 2012). Cependant, comme le montre la
figure 11 B, il y a 2 autres voies que les LBGCs peuvent emprunter apres cette sélection : ils
peuvent se différencier en plasmocytes a longue durée de vie (11 B 6A) ou en cellules B mémoires
(11 B 6B) (Nut et al., 2011 ; Victora et al., 2012 ; Ding et al., 2013). Le signal permettant la
différenciation en lymphocytes B mémoires n’est pas connu et est difficilement différentiable du
signal induisant un nouveau cycle dans le GC (Victora et al., 2012). Par contre, 1’événement
majeur permettant la différenciation en plasmocytes des LBGCs est bien caractérisé : c’est la
stimulation du récepteur CD40 induite par le CD40L du LTfh et ce signal est indispensable. En
effet, le CD40L agit synergiquement avec IL-21 pour réprimer le facteur de transcription BCL-6
et permettre la différenciation des lymphocytes B du GC en plasmocytes (Pene et al., 2004 ;
Karnel et al., 2012 ; Ding et al., 2013 ; Moens et al., 2014). Le mécanisme est aujourd’hui
partiellement compris. Tout d’abord, il a été montré que BCL-6 est indispensable a la formation
des centres germinatifs (Fukuda et al., 1997). Il réprime en effet les génes impliqués dans la
réparation des dommages a I’ADN qui empécheraient I’hypermutation somatique, puisqu’elle
fonctionne via I’AID. Il favorise également une rapide prolifération cellulaire. Cependant, s’il est
indispensable a la formation et au fonctionnement du GC, il oblige également le LBGC a rester

dans le cycle prolifération-hypermutation. BCL-6 réprime en effet plusieurs facteurs de
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transcription dont IRF4 et la B- lymphocyte-induced maturation protein (BLIMP-1) nécessaires a
la différenciation en plasmocytes (Tunyaplin et al., 2004). Le signal induit par 1’activation de
CDA40 stimule I’expression du facteur de transcription IRF4. Or, IRF4 diminue I’expression de
BCL-6 (Aldinucci et al., 2010) et I’expression de BLIMP-1 augmente. La différenciation en
plasmocytes est alors possible. Les premiers plasmocytes producteurs d’anticorps de grande
affinité issus de I’hypermutation somatique quittent le follicule et migrent dans le sang dés le 9¢
jour suivant I’'immunisation (Elgueta et al., 2009). Par la suite, ce processus continu produira des

plasmocytes d’affinité de plus en plus grande (Tarlinton et al., 2000).

Remarques

Le schéma précédemment décrit ne tient compte que des interactions DC, LTh et lymphocyte B.
Il a récemment été montré que les CD40L exprimés par les lymphocytes NKT jouaient également
un role dans I’activation des lymphocytes B (Cerutti et al., 2012). Ils sont capables d’induire la
commutation de classe vers les 1gG et la différenciation en plasmocytes des lymphocytes B en
I’absence de Thelper lorsqu’on utilise un antigéne restreint au CD1d (Galli et al., 2007). lls
peuvent également activer les lymphocytes B via la stimulation des LTh (Shah et al., 2011). Cette
stimulation des LTh se fait tres probablement via I’activation des DCs par les NKT.

En ce qui concerne I’importance de CD40 dans la transformation en plasmocytes, il a été remarqué
que sa stimulation excessive par les lymphocytes T trop nombreux ou par des anti-CD40 agonistes
peut induire la différenciation immédiate en plasmocytes et empécher la formation du centre
germinatif et de lymphocytes B mémoires (Erickson et al., 2002). A I’inverse, des études ont
montré que la stimulation du CD40 ne serait pas toujours indispensable pour obtenir la
commutation de classe. Ainsi, I’Il -21 permettrait également cet effet (Ozaki et al., 2004). De
plus, l'effet du CD40L combiné a I’'IL-4 peut étre remplacé par le B-cell activating factor
belonging to the TNF family (BAFF) combiné a des anti-lgM pour induire la commutation
isotypique (Mackay et al., 2003). La production d’IgA sans stimulation du CD40 a été confirmée
par la suite in vitro (Castigli et al., 2005) et in vivo avec des souris KO pour CD40 (Bergqvist et
al., 2006). D’autres ¢léments en faveur d’une commution isotypique indépendante des LT
existent. Ainsi, bien qu’utilisant la voie de I’ AID et se déroulant généralement dans le GC comme
I’hypermutation somatique, la commutation peut se produire avant la formation de celui-ci. Elle
a en effet été caractérisée 2 jours apres la stimulation antigénique et avec un pic au bout de 3 jours
(Pape et al., 2003).
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Figure 11. Maturation des lymphocytes B dans le ganglion lymphatique. La Figure 11 A, adaptée de

Nutt et collaborateurs en 2011 (a gauche) et de Cellular and molecular immunology 6" (adroite), montre
les premiceres étapes de 1’activation des lymphocytes B et LTh. (1) Reconnaissance de I’antigene par le
LB naif et migration vers la zone T en périphérie du follicule primaire. (1) et (2) Activation d’un LTh
par une cellule dendritique. (3) Interaction MHC II- TCR et CD40-CD40L entre le lymphocyte B ayant
reconnu 1’antigéne et le LT activé spécifique de cet antigéne. (4) Migration du LTh dans le follicule et
différenciation en LTfh. La figure 11 B de Nutt et collaborateurs en 2011, montre le mécanisme de
production des plasmocytes sécréteurs depuis la formation du centre germinatif (GC). A gauche, le
lymphocyte activé par le LTh peut devenir un plasmoblaste (5A), un B mémoire précoce (5B) ou un GC
B cell (5C). Aprés la maturation dans le GC supportée par les LTfh et les DCs folliculaires, il devient
un plasmocyte (6A) ou un B mémoire de longue durée (6B).
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De plus, des signes d’expression de 1I’AID et des séquences transcrites issues de la commutation

isotypique ont été trouves dans les lymphocytes pré B de la moelle (Han et al., 2007).

3.3.2 Réqulation de I’'immunité cellulaire cytotoxique

Bien que le lymphocyte T cytotoxique activé puisse induire la lyse d'une cellule cible par la simple
reconnaissance d'un complexe peptide-CMHI a la surface de celle-ci, I'initiation de cette réponse
repose sur un mécanisme plus complexe dont la compréhension a pris prés de 30 ans (annexe n°
7).

3.3.2.1 La présentation croisée

Découverte

Lors de leur présentation sur le CMH I, les antigenes empruntent une voie distincte de ceux issus
de I’endocytose (Morrison et al., 1986). Cependant, des études ont montré la présence d’antigénes
issus de pathogenes extracellulaires ou de cellules tumorales sur le CMH | (Bevan, 1976 ;
Gooding et Edward, 1980 ; Huang et al., 1994). Ce phénomeéne a été nommé présentation croisée
et aurait pour role de présenter sur le CMH I les antigénes de virus n’infectant pas les APCs
professionnels et contre lesquels une réponse CTL est utile (Bevan, 1976 et 1989). Un signal
supplémentaire est requis pour induire la présentation sur le CMH | des APCs. L’ implication des
LTCDA4" dans I’induction de la présentation croisée a été démontrée pour la premiére fois en 1997
par Bennett et collaborateurs dans 1’étude d’une réponse CTL contre des cellules présentant un
peptide d’ovalbumine. Sachant que la présentation croisée était nécessaire pour induire la réponse
CTL, ils ’ont évaluée en mesurant cette derniére par la technique de libération du chrome 51.
Lorsqu’ils réalisent I’expérience en éliminant les LTCD4" des souris receveuses, ils observent la
disparition de la réponse CTL. L’année suivante, ils montrent que I’injection d’anticorps anti-
CD40 rétablit I’induction de cette réponse. Ils démontrent ainsi que I’aide fournie par les LTCD4*
dans I’induction de CTL par la présentation croisée sur la cellule présentatrice d’antigénes repose
entierement sur la stimulation du CD40. La méme année, Schoenberger et collaborateurs
confirment ce résultat tout en vérifiant que les lymphocytes B ne sont pas impliqués dans ce
mécanisme. Ces 2 expériences éliminent 1’hypothése d’une présentation croisée supportée
uniquement par les cytokines sécrétées par les LTCD4" sans pour autant réussir a déterminer le
type d’APC impliqué. En 2000, Den Haan et collaborateurs démontrent enfin qu’il s’agit des
cellules dendritiques. Nous pouvons remarquer I’apparition a cette époque, de théories marginales
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telles I’activation directe du CD40 des LTCD8" par le CD40 ligand du LTCD4* (Bourgeois et al.,
2002).

Mécanisme

Comme le montre la figure 12, les LTCD4" activés instruisent les DCs pour la présentation croisée
via la stimulation de leur CD40. Elles augmentent alors I’expression des molécules de co-
stimulation CD70, CD80 et CD86 tout en diminuant celle des molécules inhibitrices tel le
programmed cell death-ligand 1(PDL1). Cette activation dirige les antigénes phagocytés sur la
voie de présentation par le CMH 1, a ’intention du LTCD8". La stimulation des TLRs par les
PAMPs augmente 1’intensité de la présentation croisée (Hamilton et al., 2001). La sécrétion d’11-
2 par le LTCDA4" stimule également le LTCD8". Trois voies menant a la présentation des antigénes
phagocytés sur le CMH | ont été caractérisées (Figure 13). Les 2 premieres sont qualifiées de
cytoplasmiques car 1’antigéne doit étre dégradé par le protéasome. Le peptide issu de cette
dégradation retourne via le transporter associated with antigen processing (TAP) dans le
phagosome ou le réticulum endoplasmique (ER) puis est associé au CMH I. La derniére est dite
vacuolaire car I’antigéne est dégradé directement par protéolyse dans le phagosome. Nous
remarquerons que le mécanisme exact de ces différentes voies est encore incomplétement
compris. Des endosomes contenant a la fois des peptides endogénes et des protéines issues de
pathogénes constituent une origine possible du phénomene (Vyas et al., 2008). Il en va de méme
des voies de signalisation reliant I’engagement de CD40 a ce mécanisme. En 2002, Mintern et
collaborateurs concluaient que 1’activation de Rel (membre de NF-xB) dans la DC induisait la
production d’un signal a I’intention du Thelper pour qu’il surexprime le CD40L afin de pouvoir
stimuler la DC. Une étude récente moins ambigte, concernant le lien CD40-présentation croisée,
montre que la voie empruntée serait dépendante de NIK (Katakam et al., 2014). Le recrutement
des LTCD8" se fait via les chimiokines produites par la DC suite a la liaison du T helper et a la
stimulation des TLRs. Suite a la stimulation du CD40, la DC sécréete également d’autres cytokines,
telles I’'TL-12, 11-8, MIP-1a et MIP-1p (Caux et al., 1994 ; Cella et al., 1996). Nous rappellerons
ici que I’'IL-12 augmente la fonction cytotoxique des CTLs et des cellules NK. Le LTCD4" peut
également fournir des signaux supplémentaires d’activation, telle I’'IL-2, directementau LTCD8".
Aprés I’interaction avec la DC, les CTLs cessent la production du TNF-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL). A I’inverse, les LTCD8" non stimulés par la DC meurent lors de la rencontre
avec I’antigéne (Kurts et al., 2010 ; Kurts, 2010). Suite a I’interaction avec la DC, les LTCD8"

acquiérent un phénotype cytotoxique ou mémoire.
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Figure 12. La présentation croisée sur les DCs (d’aprées Kurts et al., 2010). A gauche, la stimulation du
CD40 de la DC par le CD40L du LTCD4*. Cela permet I’activation du LTCD8", a droite.
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Figure 13. Voies intracellulaires de la présentation croisée dans les cellules dendritiques (d’apres Joffre
et al., 2012). A gauche, la voie cytoplasmique. A droite, la voie vacuolaire.
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Remarques

Il existe 2 populations de cellules dendritiques : les cellules dendritiques myeloides et les cellules
dendritiques plasmacytoides. Les premieres, cellules dendritiques ‘’classiques’’, dérivent de
précurseurs de la moelle osseuse et sont les plus nombreuses. Les précurseurs des secondes sont
dans le sang. Si toutes les cellules dendritiques sont capables de réaliser la présentation croisée,
une population présente chez la souris est particulierement spécialisée dans cette fonction : la
cellule dendritiqgue myeloide exprimant le CD8. Ces derniéres ont un réle crucial dans I’induction
de la réponse CTL (Hildner et al., 2008). Des cellules aux fonctions identiques mais dépourvues

du marqueur CDS sont retrouvées chez I’homme (Villadangos et Shortman, 2010).

Nous signalerons que 1’activation des CTLs par la présentation croisee n’est pas I’apanage des
DCs : les cellules endothéliales hépatiques et pancréatiques sont également capables de recruter
des lymphocytes TCD8" spécifiques d’antigénes microbiens issus des tissus périvasulaires

infectés (Limmer et al., 2000 ; Savinov et al., 2003 ; VVon oppen et al., 2009).

Nous remarquerons également qu’un autre mode de présentation d’antigénes exogenes sur les
DCs existe : le cross-dressing. Il a été proposé en 2005 par Yewdell et Haeryfar et consiste en la
présentation au LTCD8* de complexes antigenes-CMH 1| issus de cellules mortes ou de leurs
membranes exprimant ce complexe. Ce mécanisme est démontré en 2006 par Dolan et

collaborateurs. Il est également répertorié pour d’autres APCs (Nakayama, 2014).

Il faut enfin préciser que les CTLs ne sont pas systématiquement activés par la présentation
croisée. Ainsi, les macrophages, les neutrophiles et les mastocytes présentent communément des
antigenes exogenes sur le CMH I sans induire de réponse CTL (Carbone et al., 1998). De maniere
similaire, si les lymphocytes B peuvent réaliser la présentation croisée pour tout antigéne endocyté
via leurs Ig membranaires, I’activation de leurs TLRs doit également avoir lieu pour stimuler
efficacement les lympocytes T cytotoxiques (Heit et al., 2004). Enfin, la présentation croisée par
les cellules dendritiques peut induire a la fois I’activation et la tolérance des LTCD8* (van
Stipdonk et al., 2001 ; Kaesh et Ahmed, 2001). Plusieurs cytokines et protéines membranaires
(IL-2, IL-12, PDL1, TRAIL, CD70 et CD27) sont impliquées dans ce phénoméne de régulation
des CTLs mais aucun mécanisme complet ne permet encore d’expliquer comment le Thelper et

la DC les utilisent (Kurts et al., 2010).

62



INTRODUCTION

3.3.2.2 Larépression des Treg

La nécessité d’activer le CD40 des cellules dendritiques pour développer une réponse CTL contre
des antigenes extracellulaires est incontestable. Par contre, il existe bon nombre de réponses CTL
antivirales indépendantes des LTCD4" et dans certains cas, comme pour influenza, la réponse est
juste moins forte sans les LTCD4" (Tripp et al., 1995). Ce phénoméne restait inexpliqué jusqu’a
ce que Ballesteros et collaborateurs montrent en 2013 que ce pouvait étre lié a la réponse T
régulatrice. On sait en effet que I’activité suppressive des LTCD4" foxp3* (Treg) est normalement
neutralisée au début d’une infection puis reéapparait pour résoudre 1’inflammation une fois
I’infection éliminée (Suvas et al., 2003, McNally et al., 2011). Ils mesurent alors la présence des
CD40 et CD40L ainsi que leur activation sur les cellules immunitaires lors d’un modéle
d’infection a influenza. Ils resument les résultats obtenus dans la réponse CTL développée contre
influenza en 2 points. Premierement, les LTCD4" sont les seules cellules possédant un CD40L
fonctionnel et les DCs sont les seules cellules pour qui 1’activation du CD40 est requise.
Deuxiemement, l'activation du CD40 est requise pour éviter la contraction prématurée de la
réponse CTL plutot que pour l'initier : en effet, la déplétion conjointe des LTCD4" et des Treg
restaure le niveau de réponse naturel. La stimulation du CD40 des DCs par le CD40L des LTh ne
sert donc qu’a réprimer le développement des Treg, et, sans Treg, CD40L est inutile. 1l est
intéressant de remarquer que des études antérieures sur la relation entre CD40 et les Treg
corroborent 1I’hypothése de Ballestero-Tatos. En effet, I’augmentation des Treg suite au blocage
du CD40L avait déja été constatée (Waid et al., 2004) et I’inhibition des Treg via la stimulation
du CD40 des DCs avait déja été montrée par Martin et collaborateurs en 2010(a) dans un modéle
d’infection a Leishmania donovani. Nous remarquerons que dans ce modéle, les DCs exprimant
un haut niveau de CD40 induisent les LT effecteurs mais que celles exprimant un niveau bas
induisent les Treg. Un faible niveau d’expression de CD40 est tout de méme nécessaire au
développement des Treg (Martin et al., 2010b). Enfin, dans ce modele, les LTCD8" cytotoxiques
détruisent directement les Treg.

3.3.2.3 Le CD40L des LTCDS8*

En 2002, Belz et collaborateurs montrent que la réponse CTL contre influenza n’est complete
qu’en présence de CD40 sur les DCs mais peut se passer de T helper ou de CD40L iatrogene. Il
est donc probable que dans ce cas, les DCs soient stimulées par d’autres cellules possédant le

CD40L, tel certains LTCD8" et des NKT (Hernandez, 2007; Wong et al., 2008).

63



INTRODUCTION

3.3.3 Activation des macrophages et de la réponse Thl

Les lymphocytes Thl activent les macrophages ayant phagocyté un pathogéne en stimulant leurs
récepteurs CD40 et en sécrétant de I’IFN-y. Ainsi activés, les macrophages détruisent les
pathogeénes internalisés en produisant des ROS, du NO et des enzymes lysosomales. Ils stimulent
¢galement I’inflammation via la sécrétion des cytokines IL-1, TNF et IL-12 et améliorent leur
capacité a activer les lymphocytes T en augmentant I’expression a leur surface du CMH et des
molécules de co-stimulation. Il a été montré que I’interaction CD40L-CDA40 était nécessaire au
développement de la réponse Thl (Soong et al., 1996 ; Stout et al., 1996 ; Kelsall et al., 1996 ;
Howland et al., 2000). De maniere plus générale, les cellules dendritiques et les macrophages
sécrétent de I’IL-12 suite a la stimulation de leur CD40 par les lymphocytes TCD4" activés. L’IL-
12 favorise en retour la différenciation de LTCD4* en lymphocytes Th1.

3.3.4 Activation de I’endothélium et recrutement des leucocytes

Bien que d’abord considéré comme intervenant exclusivement dans les relations entre leucocytes,
le couple CD40-CD40L s’est rapidement révélé important dans la communication entre de
nombreux types cellulaires. L’expression constitutive de CD40 sur les cellules endothéliales est
démontrée en 1995 (Hollenbaugh et al., 1995 ; Yellin et al., 1995). La méme année, Karmman et
collaborateurs montrent que la stimulation du CD40 joue un rdle prépondérant dans I’activation
des cellules endothéliales. Elle induit, comme I’illustre la figure 14 A, I’expression de nombreuses
molécules d’adhésion telles la vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), I’E-selectin,
I’intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) et la sécrétion des chimiokines IL-8, monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted (RANTES) et macrophage inflammatory protein 1o (MIP1a) (Stout et Suttle, 1996 ;
Thienel et al., 1999 ; Wagner et al., 2004). L’expression du facteur tissulaire a également été
observée (Bavendiek et al., 2002). L’IL-8 attire principalement les neutrophiles (Yoshimura et
al., 1987) alors que RANTES, MIP-1 et MCP-1 recrutent les cellules mononuclées (Carr et al.,
1994). Les plaquettes représentent la principale source de CD40L utilisée pour cette stimulation.
Elles produisent en effet plus de 95% du CD40L circulant (Andreé et al., 2002). CD40L n’est pas
détectable a la surface des plaquettes au repos, mais son expression devient maximale une minute
aprés stimulation par la thrombine ou I’ADP (Henn et al., 1998). Les plaquettes sont connues
comme source de CD40L soluble depuis I’étude d’Aukrust et collaborateurs en 1999, mais le
mécanisme exact de la libération du ligand, ¢’est-a-dire 1’expression membranaire suivie d’un
clivage est démontré en 2002 par André et collaborateurs (Figure 14 B). On remarquera que le

CD40L peut poursuivre 1’activation des différents leucocytes recrutés en stimulant directement
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leur CD40 membranaire (Caux et al., 1994 ; Lievens et al., 2009). Le recrutement et 1’activation
des leucocytes n’est cependant pas le seul effet de la stimulation du CD40 des cellules
endothéliales. Ainsi, elle active la voie PI3K/Akt qui permet la survie, prolifération, migration et
I’agencement en vaissecaux des cellules endothéliales, c’est-a-dire les étapes critiques de
I’angiogenese. L’association du complexe TRAF2- TRAF6- c-Cbl- PI3k, caractéristique de cette
voie a en effet été confirmée dans les extraits de cellules endothéliales stimulées avec CD40L
(Deregibus et al., 2003).

3.4 Réciprocité de la stimulation
3.4.1 La stimulation du ligand par CD40

La liaison CD40-CD40L est de plus en plus considérée comme bidirectionnelle, ¢’est-a-dire avec
un effet sur la cellule portant le CD40L également. Ainsi, pour le LTCD4" liant la DC, la
stimulation du CD40L induit la production d’IL-2, d’IFN-y et de cytokines Th2 telles L’I1-4, I’IL-
5etI’IL-10 (Peng et al., 1996 ; Blotta et al., 1996 ; Mackey et al., 1998). En conséquence, aucune
prolifération de LTCD4" CD40L-/- n’est observée aprés le transfert adoptif de ces LTCD4*
CD40L-/- spécifiques d’un antigéne a des souris sauvages et apres la stimulation de celles-ci avec
le méme antigéne (Grewal et al., 1995). En revanche cet effet est inconnu pour les autres types
cellulaires (Ma et Clarke, 2009).
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Figure 14. A (Lievens et al., 2009). La stimulation du CD40 des cellules endothéliales par le CD40L
des plaquettes induit la synthése de protéines d’adhésion et de médiateurs inflammatoires. B (André et
al., 2002). Mécanismes de I’expression membranaire et de la sécrétion de la forme soluble du CD40L

par les plaquettes.
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3.4.2 Le CD40 des lymphocytes T

Dans I’année qui suivit la découverte du CD40L et de son premier role de stimulation des
lymphocytes B, des études ont testé son effet sur d’autres cellules telles les lymphocytes T
costimulés avec des anti-CD3 et ont observé qu’il induisait une forte prolifération des LTCD4*
comme des LTCD8" (Armitage et al., 1993). Ce résultat a été confirmé I’année suivante par
Fanslow et collaborateurs et semble prouver la présence d’un CD40 fonctionnel sur les
lymphocytes T. En 1999, Wagner et collaborateurs montrent que les lymphocytes T exprimant
CDA40 représentent une faible proportion de la population de T chez les souris normales mais plus
de 50% de cette population chez les souches de souris sujettes aux maladies auto-immunes. En
2007, Munroe et Bishop confirment 1’augmentation de 1’expression du CD40 sur les lymphocytes
T d’un modéle d’arthrite auto-immune et démontrent qu’il représente un signal de costimulation

pour le lymphocyte T aussi important que le CD28.

3.4.2.1 ROle de CD40 sur les LTCD4*

Dés 1999, Wagner et collaborateurs montrent une proportion plus forte de LTCD4*CD40" dans
les souches de souris sujettes aux maladies auto-immunes. En 2002, cette équipe montre que les
clones LTCD4"CD40" sont plus nombreux chez les souris non-obese diabetic (NOD) sujettes au
diabéte de type I et que le transfert adoptif de ces cellules induit le diabete contrairement au
transfert des LTCD4'CD40". L’année suivante, Vaitaitis et collaborateurs montrent que
I’activation du CD40 des LTCDA4" périphériques induit I’expression des recombination-activating
gene (RAG) 1 et 2 qui activent la recombinaison du TCR, ce qui peut induire un phénotype auto
agressif chez les souris NOD. De plus, le blocage du CD40L, déja connu pour stopper le diabéte
chez les souris NOD (Balasa et al., 1997) stoppe ’expansion de la population de LTCD4*CD40"
tout en augmentant la population de Treg (Waid et al., 2004). Cet effet bloquant sur les cellules
effectrices diabétogénes LTCD4* CD40" et stimulant sur les Treg laisse penser que les
LTCD4"CD40" résisteraient, via I’activation du CD40, a I’apotose induite par les Treg. Cela
expliquerait I’expansion rapide des LTCD4"CD40" diabétogenes lors du développement de
I’insulitis (Munroe et al., 2009).

L’implication du CD40 des lymphocytes T dans la lutte entre les Treg et LT effecteurs fait ensuite
I’objet d’autres études. Dans le cadre du diabete, Vaitaitis et collaborateurs montrent en 2013
qu’une partie des LTCD4"CD40" capables de transférer le diabéte expriment FoxP3. De plus, plus
la proportion de ces lymphocytes T est importante dans la population de LTCD4*CD40*, moins

le diabéte se développe vite. Mais plus tard, quand la maladie est déclarée, I'expression de FoxP3
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est perdue sur ces cellules. Au contraire, les LTCD4" FoxP3* transférés depuis des souris

déficientes en CD40 ne perdent jamais FoxP3 et n'induisent pas le diabéte.
3.4.2.2 Roéle du CD40 sur les LTCD8*

Le CD40 des LTCD8" a intéressé les scientifiques lorsque Bourgeois et collaborateurs en 2002
puis Tanchot et collaborateurs I’année suivante semblent démontrer la nécessité d’un contact
direct entre le CD40L du LTCD4" et le CD40 du LTCD8". Ce contact permettrait I’activation des
CTLs et la production de LTCD8" mémoires avec un mécanisme commun pour le LTCD8" et le
lymphocyte B. Mais leur théorie semble infirmée par les études de Lee et collaborateurs en 2003
et de Sun et Bevan en 2004 qui utilisent des LTCD8*CD40™" et observent bien la réponse CTL et
des LTCD8" mémoires tant que des APC portant le CD40 sont présentes. Cependant, en 2009,
Johnson et collaborateurs fournissent une nouvelle preuve de 1’activation du CD40 des LTCD8"
tout en conciliant la théorie classique avec quelques-unes des observations de Bourgeois et
Tanchot. IIs n’observent ainsi aucune réponse CTL lorsqu’ils injectent des cellules présentant
I’ovalbumine (antigene Thelper-dépendant donc CD40L dépendant) a des souris dépourvues de
LTCD4" ou a des souris contrbles ayant recu des anti-CD40L. lls rétablissent néanmoins cette
réponse grace a des anti-CD40-agonistes. lls réitérent I’expérience avec des DCs dépourvues de
CD40L, au lieu d’utiliser des anti-CD40L, et montrent 1’absence d’induction de CTL, malgré
I’ajout d’anti-CD40 agonistes capables de stimuler les DCs. Il faut signaler que les souris utilisées
possédaient également des DCs CD40L" mais sans CMH I. Cela montre que I’activation des CTL
passe forcément par une stimulation du LTCD8" via le CD40L de la cellule dendritique lors de la
présentation de 1’antigéne Thelper-dépendant sur le CMH I. La nécessité de stimulation directe
du CD40 du LTCD8" par les CD40L de la DC semble méme démontrée lorsqu’aucune réponse
CTL ne se produit suite & 1’utilisation de LTCD8"CD407 . Ils prennent enfin le modéle du virus
influenza, considéré comme Thelper-indépendant, dans lequel ils bloquent les CD40L avec les
anti-CD40L. lls observent alors une diminution de la réponse CTL montrant que les virus
influenza seuls ne stimulent pas suffisamment les DCs pour qu'elles puissent instruire les CTLs
quand tous les CD40L sont blogués. 1ls mesurent de plus I'expression du CD40L sur les DCs suite
a I’infection par influenza et montrent qu'elle est augmentée: les virus Thelper-indépendants
augmentent donc I'expression du CD40L des DCs et la réponse CTL est diminuée si on bloque
les CD40L. Ces résultats semblent donc montrer que 1’activation des CTLS passe par une
stimulation du CD40 du LTCD8" via le CD40L de la cellule dendritique lors de la présentation
de I’antigene sur le CMH 1.
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Bien que ces différentes études révelent des contradictions, il parait raisonnable d’imaginer que
I’interaction entre le CD40L de la DC et le CD40 du LTCD8" soit surtout indispensable dans le
cas d’antigenes Thelper-dépendants.

Enfin, en 2010(a) Martin et collaborateurs confirment également I’expression fonctionnelle de
CD40 sur les LTCD8" et son rdle dans la répression des Treg. Ils observent en effet que le CD40
sur les LTCD8" est fonctionnel car sa stimulation induit ’expression de granzyme B et de
perforine. Ils montrent ainsi 1’induction d’une activité cytotoxique directe de ces LTCD8"CD40"
sur les Treg. De plus, le transfert adoptif de ces LTCD8"CD40" issus de souris atteintes de

leishmaniose diminue ’infection des souris receveuses.
3.5 Interaction CD40L-intégrines

CDA40L peut lier et activer d’autres récepteurs. Il fixe ainsi I’intégrine ollbp3, récepteur
plaquettaire au fibrinogene, et stabilise les thrombi (André et al., 2002b). 1l active également les
monocytes et macrophages via I’intégrine Mac-1 (Zirlik et al., 2007) et via I’intégrine a5p1
(Léveillé et al., 2007).

4 Thérapies ciblant la voie du CD40

4.1 Intéréts potentiels

4.1.1 Maladies aggravées par ’activation de CD40

L’intensité des réponses induites par la stimulation du CD40, combinée au large éventail de
cellules exprimant ce marqueur impliquent inévitablement son activation dans une série de
maladies (Schonbeck et Libby, 2001).

Atherosclérose et rejet de greffes

Dés 1997, Laman et collaborateurs suggerent que 1’activation du CD40 des cellules endothéliales,
macrophages et fibroblastes par le CD40L des lymphocytes T joue un role dans 1’athérosclérose.
Il est ensuite démontré que I’interaction CD40-CD40L est le signal pro-athérogénique majeur et
que le CD40L des plaquettes est de premiére importance (Andre et al., 2002a). En 2007, Lutgens

et collaborateurs confirment le rble prépondérant de I’interaction CD40-CD40L sur les
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lymphocytes T, macrophages, cellules endothéliales, muscles lisses vasculaires et plaquettes dans
I’athérosclérose. Enfin, I’implication des neutrophiles activés par le CD40L soluble issu des
plaquettes a été démontrée (Vanichakarn et al., 2008). CD40 a également été impliqué dans les
rejets de greffes (Parker et al., 1995) et la graft versus host disease (GVHD) (Blazar et al., 1998).

Auto-immunité

En raison du réle majeur joué par CD40 dans les principaux types de réponses immunitaires, sa
responsabilité est engagée dans plusieurs maladies auto-immunes fréquentes (Peters et al., 2009).
Ainsi, comme expliqué plus haut, I’implication du CD40 dans le diabéte de type | est connue
depuis 1997. Les thyroidites auto-immunes sont caractérisées par une surexpression du CD40 sur
les cellules épitheéliales thyroidiennes (Faure et al., 1997). La thyroidite de Graves presente
également une surexpression du CD40 des lymphocytes B corrélée a une mutation du géne
(Jacobson et Tomer, 2007). Ensuite, en 1999, Kybrurtz et collaborateurs rapportent que 1’arthrite
rhumatoide est dépendante de la voie du CD40. En 2002, Girvin et collaborateurs montrent que
la stimulation du CD40 est 1’élément déterminant dans le développement de la sclérose multiple
qu’ils parviennent a empécher chez la souris avec des anti-CD40L. Enfin, I’expression du CD40L
est augmentée sur les lymphocytes T et B lors de Lupus érythémateux systémique (LES) et
plusieurs évidences semblent impliquer la voie du CD40 dans cette maladie (Peters et al., 2009).
L’implication de CD40 dans I’auto-immunité pourrait étre liée a I’expression et 1’activation du
CDA40 sur les lymphocytes T. En effet, en 1998, alors que 1’on croyait RAG inactivé a la sortie du
thymus, McMahan et Fink rapportent son expression sur des lymphocytes T périphériques. Or,
I’activation du CD40 sur les lymphocytes T périphériques (spléniques) induit I’expression de

RAG et est liée au phénotype auto-agressif (Vaitaitis et al., 2003).

Cancers stimulés par ’activation du CD40

Le CD40 est impligué dans la pathogénie de nombreux types de cancer. Son expression sur les
tissus conjonctifs hématopoiétiques et non hématopoiétiques ainsi que sur les épithélia explique
son implication respectivement dans les lymphomes, sarcomes et carcinomes. Il a été montré que
la stimulation du CD40 des lymphomes B pouvait inhiber 1’apoptose et favoriser la multiplication
cellulaire, tout comme le faisait celle du CD40 des cellules B normales. En fait, les grades faibles,
telle la leucémie lymphoide chronique, sont activés par CD40 alors que les grades élevés sont
inhibés (Law et Grewal, 2009). Chez les patients atteints de sarcomes des tissus mous, le niveau
d’expression du CD40 est corrélé positivement avec un pronostic mauvais (Ottaiano et al., 2004).
De plus, il a été montré que la transfection de fibroblastes de rat par CD40 induisait leur

transformation néoplasique (Baxendale et al., 2005). De méme I’effet pro angiogénique expliqué
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plus haut, favorise la croissance des tumeurs solides. Enfin, I'expression mixte de CD40 et CD40L
permet aux tumeurs de manipuler le systeme immunitaire par une action simultanée sur les
lymphocytes T et les APCs (Baxendale et al., 2005). La stimulation du CD40 peut donc favoriser

certains cancers.

4.1.2 Maladies améliorées par ’activation de CD40

Dans d’autres maladies, la stimulation du CD40 peut cependant étre bénéfique.

Comme évoqué précédemment, les grades élevés de lymphomes B sont souvent inhibés par la
stimulation du CD40 (Funakoshi et al., 1994 ; Baker et al., 1998). La stimulation du CD40 des
carcinomes induit généralement I’apoptose (Hess et al., 1996 ; Young et al., 1998) méme si cela
peut dépendre de la souche (Eliopoulos et al., 2000). De plus, I’expression du CD40 sur les

carcinomes est tres répandue (Young et al., 1998; Eliopulos et Young, 2004).

Ensuite, de nombreuses maladies infectieuses sont caractérisées par la présence de pathogénes
intracellulaires. La guérison nécessite alors I’élimination des cellules infectées et le meilleur
moyen d’y parvenir est I’activation des CTLs. Comme nous 1’avons vu, I’activation du CD40 des
DCs facilite grandement ce phénomeéne et on comprend alors que I’apport exogene d’activateurs
de ce recepteur puisse étre bénéfique. Les essais de traitement de ces maladies infectieuses par

CD40 seront détaillés a la fin de cette partie.

Enfin, nous remarquerons aussi que I’effet pro-inflammatoire du CD40 n’est pas systématique,
notamment sur les cellules non immunitaires. En effet, dans les cellules tubulaires rénales
proximales, la fonction anti-apoptotique du CD40 passe par 1’activation d’un géne au rdle anti-
inflammatoire et protecteur : [ ’heme oxygénase (HO) - 1 (Laxmanan et al., 2005). En effet HO-1,
qui permet la dégradation et le recyclage de I’héme, évite que I’excés d’héme libre n’active la

voie des ROS délétére pour les cellules rénales (Akagi et al., 2002).

4.2 Traitement avec des inhibiteurs

Les inhibiteurs les plus fréeguemment utilisés sont les anticorps anti-CD40L ou anti-CD40

bloquant.
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4.2.1 Anti-CD40L

La base de la production des anti-CD40L monoclonaux est la technique des hybridomes. Le
premier anti-CD40L bloquant, le hu5c8, a été utilisé pour la premiére fois en 1992 par Lederman
et collaborateurs. Les anti-CD40L sont blogquants et parfois déplétants en ce qui concerne les
lymphocytes T. Si leur efficacité est averée, en revanche, le seul blocage de la liaison CD40-
CD40L ne semble pas expliquer tout I’effet observé. En effet, in vitro, le blocage de la stimulation
du CD40L par hu5c8 ne semble exercer qu'une faible inhibition de la réaction mixte
lymphocytaire (Kirk et al., 1997) et il semble que la déplétion des lymphocytes T dépende des
récepteurs Fc et de I’activation du complément (Sanchez-Fueyo et al., 2002 ; Monk et al., 2003).
Le premier anti-CD40L testé chez ’homme est le ruplizumab, nom commercial du hu5c8, il a été
utilisé chez des patients atteints de LES et a permis une forte réduction de la sécrétion d’anticorps
anti ADN (Huang et al., 2002). D’autres anti-CD40L ont été testés par la suite, mais, bien qu’ayant
présenté une certaine efficacité sur plusieurs maladies auto-immunes, un effet secondaire
important et récurrent pour ces anticorps chez I’homme a été constaté : le thromboembolisme. Les

essais cliniques ont alors éte stoppés en phase Il (Grewal et al., 2009).

4.2.2 Anti-CD40 bloguants

Des anti-CD40 bloquants monoclonaux ont été développés, notamment pour éviter les effets
secondaires des anti-CD40L. L’anti-CD40 bloquant Chir-12.12 a montré une inhibition de la
prolifération induite par CD40 du myélome multiple ainsi que le développement d’une
cytotoxicite cellulaire médiée par les anticorps (Tai et al., 2005), mais rien n’indique qu’il soit
efficace pour prévenir les maladies auto-immunes. Par contre, un autre anti-CD40, le ch5D12 a
montré des résultats encourageants lors de la phase I des tests contre la maladie de Crohn (Kasran
et al., 2005). L’anti-CD40 SGN-40 s’est révéle efficace contre plusieurs types de lymphomes
(Advani et al., 2006). Enfin, les anti-CD40 Tenelixumab (Adams et al., 2005) et ASKP1240

(Watanabe et al., 2013) semblent prometteurs contre le rejet de greffes.

4.2.3 Autres inhibiteurs

En 2014, Zhang et collaborateurs ont inhibé le CD40 des DC intestinales de souris par

I’administration de shRNA et ont induit une repression de la sécrétion d’IL-12 par ces DCs.
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4.3 Traitement avec des activateurs
On utilise généralement du CD40L soluble trimérisé ou des anti-CD40 agonistes.

4.3.1 Structure et fonction des activateurs
4.3.1.1 Les anti-CD40 agonistes

Les anticorps produits peuvent étre séquencés pour apporter, par clonage, des modifications
spécifiques a leur utilisation. Une des modifications les plus fréquentes est le remplacement de la
partie constante par un isotype différent ou une séquence humaine. Les anti-CD40 peuvent induire
des effets variés qui vont de la prolifération a I'apoptose en passant par I'adhésion homotypique et
la synthese d'IgE. Il n'existe pas de corrélation directe entre leur capacité a activer ou a bloquer le
CDA40 et leur affinité. Il est de méme difficile de corréler I’activité avec I'épitope ciblé sur le site
de liaison naturel du CD40L (Grewal et al., 2009). De plus, les anticorps ciblant des épitopes en
dehors de ce site de liaison peuvent également avoir un effet agoniste, méme si celui-ci est plus
faible (Pound et al., 1999). En plus de I’intervention de la partie variable dans 1’affinité du site de
liaison, I’extrémité opposée de 1’anticorps monoclonal joue un réle crucial. Ainsi, chez la souris,
les IgGG2a sont largement moins agonistes que les IgG1, et chez beaucoup d’especes, ce genre de
différence existe avec d’autres isotypes. Si ces différences sont confirmées et représentent un
¢lément clé de I’ingénierie des anticorps agonistes, en revanche, le mécanisme exact reste
incompris. Une hypothése avancée concernant la souris est le comportement opposé de 2 types de
récepteurs Fcy. Ainsi, le FcyRI qui lie les IgG2a est activateur de la cytotoxicité cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC). La cellule, lymphocyte B ou DC, que I’anti-CD40 agoniste
d’isotype IgG2a avait liée, peut donc étre détruite au lieu d’étre activée. Les IgG1 de souris au
contraire sont liés par les FcRyII qui n’induisent pas d’ADCC, et I’activité agoniste peut donc se
dérouler sans entrave. Cependant, cette vision ‘simpliste’” n’est peut-étre pas exacte car la
suppression expérimentale de 1’activité cytotoxique ne rétablit pas le pouvoir agoniste de ces anti-
CD40 d’isotype IgG2a. En fait, il se pourrait que les récepteurs FcyRI, contrairement aux FcyRII
ne soient tout simplement pas disposés sur la membrane cellulaire de maniére appropriée pour
permettre le regroupement des récepteurs CD40 de la cellule a activer (Vonderheide et Glennie,
2013). Il a en effet été montré que I’intervention du récepteur FcyRII augmentait fortement le
pouvoir agoniste des anti-CD40 (White et al., 2011 ; Li et Ravetch, 2011). Chez I’homme, la
liaison préférentielle d’un isotype au FcyRII n’est pas établie mais les etudes actuelles tentent de
modifier la partie constante des anti-CD40 agonistes pour augmenter leur affinité envers ce
récepteur Fc.
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4.3.1.2 Les CD40L solubles

Les premieres formes clonées

La figure 15 montre les principales variations parmi les constructions de CD40L solubles utilisés
par les différentes études. Le premier CD40L soluble est cloné en 1992 par Hollenbaugh et
collaborateurs (figure 15 A). Il s’agit de la partie extracellulaire du CD40L humain, fusionné a la
protéine CD8 de souris et de poids total 50 kDa. Le CD8 est utilisé comme Tag. Ils vérifient qu’il
est capable de lier le CD40 mais montrent qu’il n’active les lymphocytes B qu’avec une
costimulation tel le phorbol myristate acétate. Ils observent la formation de dimeres et de triméres.
En 1995, Mazzei et collaborateurs clonent un CD40L soluble humain et deux CD40L solubles de
souris. La séquence choisie pour la protéine humaine est basée sur un fragment naturellement
produit par clivage lors de 1’expression en E. coli alors que les séquences des ligands de souris

sont basées sur des comparaisons avec les TNFs solubles existants (Figure 15 B).
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Figure 15. CD40L solubles recombinants. En A, de gauche a droite, les rectangles représentent les
séquences du peptide signal du CD8, de la portion extracellulaire du CD8 de souris et de la portion
extracellulaire du CD40L humain. En B, de haut en bas, CD40L soluble humain dont la séquence est
synthétisée a partir de I’acide glutamique 108, CD40L soluble de souris synthétisé a partir de la
méthionine 87 et CD40L soluble de souris synthétisé a partir de la méthionine 112. En C, de gauche a
droite, séquence d’isoleucine (rectangle noir) et séquence d’acides aminés 112 a 261 du CD40L humain
(rectangle gris). En D, schéma de la structure tertiaire du trimere de CD40L humain recombinant. De
haut en bas, la molécule est composée du domaine d’homologie des TNFs, d’une jonction de 17 acides
aminés, d’une séquence isoleucine zipper et d’un octamére d’histidine. En E, dodécamére de CD40L
issu de la fusion du CD40L extracellulaire de souris (acides aminés 50-261) avec la protéine SP-D.
Chaque branche de la structure centrale en croix représente la portion d’acides aminés 1 a 257 de la
protéine SP-D. Un trimeére de CD40L est représenté a chaque extrémité de la croix. F. En haut, CD40L
de souris fusionné a la séquence d’acides aminés 1 a 109 de I’adiponectine. En bas, représentation de
I’hexamére attendu.
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Les séquences modifiées pour favoriser la multimérisation

La figure 15 C, tirée de 1’étude de Morris en 1999, montre le premier motif de trimérisation ajouté
a la séquence du domaine d’homologie des TNFs du CD40L humain soluble produit en cellules
ovariennes d’hamster chinois (CHO). L’effet du motif de trimérisation est toujours bénéfique sur
I’activité, cependant, le mécanisme exact n’est pas connu. Ainsi, selon Morris et collaborateurs
en 1999, la trimérisation est une propriété intrinséque au domaine d’homologie des TNFs et ne
nécessite pas la présence du motif d’isoleucine. En revanche, celui-ci pourrait stabiliser la Lys
143 toute proche, qui est importante dans la liaison avec le récepteur. Le ligand non trimérisé ne
serait pas capable d’induire la prolifération cellulaire soutenue des lymphocytes B mais donnerait
tout de méme un signal de survie (Pound et al., 1999). En 2013, un nouveau CD40L trimérique
est mis au point par Naito et collaborateurs (figure 15 D). On remarque la présence d’un linker de
17 aas qui relie la partie extracellulaire du CD40L au motif de trimérisation. Cette particularité
vise a augmenter la stabilité (Robinson et Sauer, 1998) et semble dans cette expérience favoriser
la multimérisation. Ils observent une activité agoniste forte et une grande capacité a transformer
des lymphocytes B en cellules présentatrices d’antigénes activant trés efficacement les
lymphocytes T. Des formes favorisant la multimérisation au-dela du trimére ont également été
produites. En 2001, Haswell et collaborateurs produisent, en cellules CHO, et comparent, 2 types
de CD40L. Le premier est le CD40L soluble trimérique composé d’une séquence zipper issue du
domaine coiled coil de la protéine D du surfactant (SP-D) et de la partie extracellulaire totale du
CD40L de souris. Le second (figure 15 E) est une fusion du CD40L soluble avec SP-D. Le SP-D
est stabilisé par des liaisons disulfures interchaines en région N-terminale ainsi que par un motif
coiled coil C-terminal et permet d’obtenir un quadrimére de triméres de CD40L. Ils montrent que
le dodécameére active beaucoup plus les lymphocytes B lors de tests de prolifération in vitro. lls
remarquent que cette différence d’activation n’est pas due a une affinité plus grande du
dodécamere pour le récepteur CD40 mais plutdt a I’induction d’une multimérisation
supplémentaire de celui-ci. lls mesurent également une activation de NF-xB similaire dans les 2
stimulations et concluent que la multimérisation doit permettre d’activer plus fortement les autres
voies de signalisation du CD40. En 2006, Stone et collaborateurs construisent un hexamere de
CDA40L par fusion de la séquence du domaine d’homologie des TNFs (aas 115 a 260) du CD40L
de souris avec I’adiponectine (figure 15 F). lls le comparent aux formes déja produites par Haswel
et collaborateurs en 2001 dans un test in vivo chez la souris en administrant directement le
plasmide codant pour cette protéine par voie intra-musculaire. Ils remarquent que 1’effet de
I’hexamére est intermédiaire entre le trimére et le dodecamére, confirmant in vivo les observations
réalisées in vitro par Haswel en 2001. Ils vérifient également, avec des protéines produites en
cellules de mammiferes 293T, que les protéines de fusion CD40L-adiponectine et CD40L-SPD

76



INTRODUCTION

s’assemblent spontanément en multiméres. Nous remarquerons que 1’exemple F appartient & une
catégorie légerement différente car ce sont les plasmides codant pour les protéines d’intérét et non

les protéines elles-mémes qui sont injectés.

Remarque sur les CD40L solubles destinés a la vaccination ADN

Une multitude de vecteurs plasmidiques différents ont été utilisés lors des études portant sur la
vaccination ADN avec CD40L chez la souris. De trés bons résultats ont été obtenus dans la plupart
de ces études, quel que soit le vecteur employé. Par contre, la technique s’est révélée inefficace
ou de trés faible efficacité chez les grands animaux. Actuellement, le probléme réside donc plus
dans le développement d’une voie d’administration adaptée aux animaux de grande taille que dans
le choix du plasmide ou la forme de CD40L a utiliser. Nous ne décrirons donc pas dans le détail

les constructions réalisées par les auteurs utilisant cette technique.

4.3.2 Effet sur la réponse immunitaire

Lorsqu’il est administré en méme temps qu’un antigeéne, 1’activateur du CD40 agit comme un
adjuvant vaccinal. Il peut alors stimuler la réponse humorale en activant les lymphocytes B. I
peut également stimuler les cellules dendritiques pour qu’elles activent les lymphocytes T helper

ou les CTLs. Ce mode d’action constitue une défense contre les tumeurs et les infections.
4.3.2.1 Réponse humorale

Bien que I’on connaisse 1’importance cruciale de CD40 dans le développement de I’immunité
humorale depuis le début des années 1990, I’intérét d’une stimulation iatrogene de CD40 pour
améliorer celle-ci n’a pas ét¢ immédiatement évalué. En effet, les études in vivo montrant que la
stimulation du CD40 était indispensable a I’induction de cette immunité n’utilisaient que des
souris déficientes pour CD40 ou des anticorps bloquants. L’augmentation de la réponse humorale
chez la souris par injection d’activateurs du CD40 a été démontrée en 1997. Mendoza et
collaborateurs montrent alors que 1’administration combinée de plasmides codant pour la forme
compléte transmembranaire de CD40L et d’un antigéne vaccinal augmente la production
d’anticorps spécifiques de I’antigéne par rapport a I’immunisation avec 1’antigéne seul. L’année
suivante, I’injection répétée de CD40L recombinants aprés 1’inoculation de 1’herpes virus simplex
-1 dans un modele murin de GVHD augmentait tres nettement la réponse humorale (Beland et al.,
1998). Cet effet adjuvant sur la production d’anticorps spécifiques a méme été montré chez le
canard dans un modéle d’immunisation contre I’hépatite B (Gares et al., 2006) ainsi que chez le
poulet (Chen et al., 2012).
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4.3.2.2 Réponse des cellules T cytotoxiques

Elle est souvent nécessaire mais est plus difficile a obtenir que la réponse humorale. Le principal
intérét de la stimulation du CD40 réside dans sa capacité a induire cette réponse cellulaire. Ainsi,
I’étude précédemment citée (Mendoza et al., 1997) rapporte deja une forte réponse CTL
spécifique chez les souris immunisées. En 1998, Ridge et collaborateurs montrent que la
stimulation du CD40 des DCs permet d’induire une forte réponse CTL spécifique. Celle-ci est
¢galement observée dans I’immunisation contre un carcinome chez la souris (Gurunathan et al.,
1998). De plus, la stimulation du CD40 permet d’obtenir une réponse CTL efficace contre des
antigénes peu immunogéniques et apres une seule exposition (Wurtzen et al., 2001). En 2002,
Van Mierlot et collaborateurs prouvent que ’anti-CD40 agoniste FGK-45 permet 1’élimination
de tumeur CD40™" et confirment ainsi la théorie selon laquelle les anti-CD40 peuvent éliminer les
cellules tumorales via la seule activation de CTLs. La méme année, Peter et collaborateurs
montrent de plus que l'injection intra-tumorale du CD40L permet la destruction de la tumeur
contrairement a l'injection systémique qui est sans effet. Or, cette injection intra-tumorale permet
de rassembler CD40L et antigenes tumoraux, comme dans un vaccin adjuvanté par CD40L. lls
remarguent de plus que la tumeur est infiltrée par des LTCD4* et LTCD8" principalement, plus
des DCs, ce qui montre le potentiel de I’utilisation de CD40L comme adjuvant vaccinal. En 2006,
I’étude de Stone et collaborateurs déja citée, mesure 1’effet adjuvant de CD40L dans un vaccin
contre un modele d’infection a HIV chez la souris. IIs immunisent les souris 3 fois pendant 4
semaines avec une combinaison de CD40L et d’antigénes recombinants de HIV. Ils remarquent
que le CD40L permet 1’induction d’une forte réponse CTL durable et specifique des antigénes
vaccinaux. Plusieurs études ont alors testé I’immunisation contre HIV et ont toutes observé une
augmentation nette des réponses T (Liu et al., 2008 ; Gomez et al., 2009). En 2012, Auten et
collaborateurs notent I’augmentation des réponses LTCD4* et LTCD8" spécifiques de

mycobactérium lors de I’utilisation de CD40L.
4.3.2.3 Réponse Thl

L’activation du CD40 des DCs permet I’induction de la réponse CTL, mais de maniere plus
générale, ’activation du CD40 des APC stimule la réponse Th1. Cette réponse est contrblée par
les lymphocytes du méme nom et comprend 1’activation des cellules phagocytaires et 1a
production d’anticorps opsonisants ou activant le complément. Le CD40L administré stimule la
destruction des pathogénes phagocytés, la présentation antigénique et la production d’TL-12 et

de TNF par les macrophages. Ils sont alors capables, notamment grace a 1I’'IL-12 et le TNF
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sécrétés, d’orienter les lymphocytes TCD4* vers le phénotype Thl. Ceux-ci produisent de

I’ITFN-y et stimulent ainsi la production d’anticorps osponisants.

L’utilisation de CD40L comme adjuvant vaccinal augmente la production des anticorps et des
cytokines Thl et protége alors contre les virus et autres pathogénes intracellulaires (Gurunathan
etal., 1998 ; Ferlin et al., 1998 ; Tripp et al., 2000 ; Sin et al., 2001; Chen et al., 2001; liu et al.,
2008 ; Gomez et al., 2009).

La réponse Th1l serait méme nécessaire a I’efficacité de I’adjuvant CD40L (Auten et al., 2012).
Cette équipe démontre en effet une réduction majeure des LTCD8" spécifiques de 1’antigéne
vaccinal chez les souris déficientes (méme partiellement) en LTCD4". Le CD40L administré ne

permet pas d’annuler cet effet. Son pouvoir adjuvant dépend donc des lymphocytes Th1.

4.3.3 Efficacité contre les tumeurs

En plus de I’induction de la réponse cellulaire cytotoxique classique contre les cellules tumorales,
I’administration d’agonistes du CD40 peut induire directement 1’apoptose (Hess et al., 1996). Le
mécanisme exact par lequel 1’apoptose est induite sur les lymphomes B de haut grade est inconnu
(Law et Grewal, 2009). Pour les carcinomes, 1’activation du CD40 peut induire la production de
TNF-a, de Fas, FasL et de TRAIL et en conséquence 1’apoptose, par un mécanisme autocrine
(Eliopoulos et al., 2000). Une voie indépendante des autres TNFs, via TRAF3/JNK et activant
directement les caspases 3 et 9 a aussi été évoquée (Georgeopoulos et al., 2006). Un second
mécanisme conséquent a 1’activation directe du CD40 des cellules tumorales est également
possible : I’induction de l'expression de molécules de costimulation ainsi que de la présentation
d’antigénes par ces cellules. Cela facilite leur élimination par les lymphocytes T cytotoxiques
activés (Thomas et al., 1996 ; Alexandroff et al., 2000). De fait, la stimulation du CD40 a montré

une réelle efficacité dans le traitement de différents cancers.
4.3.3.1 Tumeurs traitées avec les anti-CD40 agonistes

En 1993, du sérum de rats immunisés avec du CD40 de souris permet pour la premiére fois
d’inhiber la croissance d’un lymphome B chez la souris (Heath et al., 1993). L’année suivante,
¢’est un anticorps monoclonal anti-CD40 humain (m2, 1IgG1 de chez Immunex) qui joue ce role
(Funakoshi et al., 1994). En 1999, French et collaborateurs utilisent les anticorps monoclonaux
anti-CD40 agonistes FGK-45 et 3/23 et montrent une éradication compléte des lymphomes
exprimant CD40 chez la souris. En 2002, Tutt et collaborateurs observent 1’¢limination, médiee

par des CTLs spécifiques, de 4 souches de lymphomes de souris suite a 1’injection d’anti-CD40
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agonistes 3/23. Le premier anti CD40 humain agoniste testé chez I’homme est le CP-870,893, mis
au point par Pfizer. Il a fait preuve d’une bonne efficacité lors du premier test clinique réalisé par
Vonderheide et collaborateurs en 2007. Cependant, aucun effet bénéfique n’est constaté dans une
seconde étude (Ruter et al., 2010). Il agirait pourtant synergiquement avec la chimiothérapie
(Vonderheide et al., 2013). Deux autres anti-CD40 agonistes plus récents sont également en phase
de test chez ’homme : le Dacetuzumab de Seattle Genetics et le Chi lob 7/4 de 1’université de
Southampton. Ils présentent une activité agoniste plus faible que le CP-870,983 mais cela permet

d’en limiter certains effets secondaires comme le syndrome de libération de cytokines.

4.3.3.2 Tumeurs traitées avec CD40L

La premiere thérapie anti tumorale avec le CD40 ligand soluble remonte a 1994 : du surnageant
de cellules transfectées avec CD40L est utilisé pour inhiber la croissance d’un lymphome B chez
la souris (Funakoshi et al., 1994). Puis en 1998, Gurunathan et collaborateurs obtiennent, par
vaccination avec un plasmide codant pour le CD40L fusionné au motif d’Ile, une protection totale
des souris contre le challenge tumoral. Apres cette étude, les immunothérapies anticancereuses
efficaces utilisant le CD40L se multiplient chez la souris (Alexandroff et al., 2000 ; Peter et al.,
2002). Le premier essai cliniqgue chez I’homme remonte a 2001 lorsque Vonderheide et
collaborateurs testent le rhuCD40L d’Avrend. Ils constatent un effet satisfaisant sur plusieurs

types de tumeurs solides.

4.3.4 Efficacité contre les maladies infectieuses

L’¢élimination complete des tumeurs grace aux agonistes du CD40 est un exemple marquant de
leur potentiel thérapeutique, mais certains succes ont également été obtenus dans le cadre de la

lutte contre les infections.

4.3.4.1 Protection contre les pathogenes intracellulaires

Virus

En 1998, dans I’expérience de Beland et collaborateurs, la GVHD oriente la réponse immunitaire
des souris vers le phénotype Th2 avec un taux d’IgG1 normal et un taux d’IgG2a diminué lors de
I’infection par 1’herpes virus simplex-1. L’injection répétée de CD40L par voie intrapéritonéale
rétablit un taux d’IgG2a normal et améliore la survie des souris. Beland et collaborateurs
démontrent aussi que les lymphocytes B sont indispensables a cette protection mais ne mesurent

pas la réponse CTL. Quelques années plus tard, chez la souris, un vaccin ADN avec des plasmides
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codant pour les glycoprotéines F et G du virus syncytial respiratoire et un plasmide codant pour
le CD40L a permis d’augmenter significativement la clairance du virus par rapport a la
vaccination avec les glycoprotéines seules (Harcourt et al., 2003). Plus récemment, un vaccin
porcin composé d’un vecteur adenoviral, contenant le CD40L soluble fusionné aux glycoprotéines
(GP) 3 et 5 du Porcine reproductive and respiratory syndrome virus PRRSV ou le CD40L et les
GP 3 et 5 sont non fusionnés, a induit une augmentation significative des réponses humorales et
cellulaires et une protection partielle contre cette infection (Cao et al., 2010). Chez la souris, un
vaccin ADN contre le virus Ectromelia utilisant le modified vaccinia Ankara comme vecteur, a
été adjuvanté avec CD40L. Une augmentation trés significative de la survie des souris lors du
challenge viral a été constatée, de méme qu’une forte réponse CTL (Lauterbach et al., 2013).
Enfin, en 2014, Gupta et collaborateurs utilisent, & nouveau chez la souris, un plasmide codant
pour une protéine de fusion composée du SP-D, du CD40L extracellulaire et de 1’antigene GAG
du HIV. lls testent cette protéine en méme temps que les formes anciennes décrites par Stone et
collaborateurs en 2006, a la fois via des vecteurs plasmidiques et via des adénovirus. Ils constatent
que les lymphocytes des souris immunisées avec la nouvelle protéine produisent plus d’IFN-y et
d’IL-2 que les souris immunisées avec I’ancienne forme. De plus, I’immunisation avec la nouvelle

forme dans le vecteur adénoviral fournit une protection totale contre le challenge viral.

Bactéries

En ce qui concerne les infections bactériennes, peu d’expériences de vaccination avec adjuvant
stimulant le CD40 et suivies d’un challenge infectieux ont été réalisées. 1l y a tout de méme Rolph
et Kauffman, qui, en 2001, utilisent des anti-CD40 agonistes (clone 3/23 et clone IC10) comme
adjuvant dans 2 vaccins avec des bactéries tuées par la chaleur (Listeria monocytogenes ou
Salmonela typhimurium). Ils observent dans les 2 cas plus de LTCD4" et LTCD8" spécifiques et
produisant nettement plus d’INF-y que les contréles n’ayant recu que les bactéries tuées. Ils
montrent également une réduction d’un facteur 1000 de la charge bactérienne apreés challenge et

une survie de 100% contre une mortalité de 100% dans le groupe controle.

Protozoaires

L’¢limination de certains parasites intracellulaires est également facilitée par les agonistes du
CD40. Ainsi, pour Gurunathan et collaborateurs en 1998, I’administration combinée d’antigénes
de L. major et de plasmides codant pour CD40L permet la résistance des souris vaccinées au
challenge infectieux avec L. major. Ils confirment de plus, via la déplétion des LTCD8*, que ceux-
ci sont responsables de cette réponse cytotoxique. lls montrent également, par 1’utilisation

d’anticorps anti-lI-12 que cette cytokine n’est pas indispensable a la réponse CTL, en réalité
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induite par 1’augmentation de B7 via la stimulation du CD40. Par contre, la production d’IL-12
induite par la stimulation du CD40 semble indispensable a 1’induction de la production d’IFN-y
et en conséquence d’IgG2a. La stimulation du CD40 induit donc la réponse CTL directement et
la réponse humorale via la production de cytokines Thl. L’ensemble permet une défense efficace

contre L. major.

4.3.4.2 Le cas du bovin et de S. aureus

En 2001, des souris Severe combined immunodeficiency (SCID) au systeme immunitaire bovinisé,
traitées avec des anti-CD40 bovins agonistes montrent une résistance accrue a ’infection par
Trypanosoma congolense (Hass et al., 2001). En 2003, Manoj et collaborateurs construisent un
plasmide codant pour une proteine de fusion entre la partie extracellulaire (aas 46 a 261) du
CD40L bovin et la Glycoprotéine-D de I’herpésvirus bovin-1. Leur but est d'évaluer I'effet du
CD40L a la fois comme adjuvant et comme antigéne vaccinal. Lors de I’expression in vitro de la
protéine, ils observent la laison au récepteur, une dimérisation spontanée et 1’induction de la
prolifération de lymphocytes B. L’injection du plasmide aux moutons induit une augmentation de
la réponse humorale contre la glycoprotéine-D. Cependant, cette méme expérience n’a pas été
reproductible chez le bovin, ou on observe des réponses humorales et cellulaires plus faibles aprés
immunisation avec le CD40L fusionné. Une tres Iégére augmentation de la réponse humorale en
faveur du CD40L se manifeste aprés le challenge viral (Manoj et al., 2004). Enfin, un vaccin ADN
compose de la partie extracellulaire du CD40L bovin fusionné a la protéine majeure de surface-1
d’Anaplasma marginale et a la protéine CD205 est testé chez le veau (Njongmeta et al., 2012).

L’effet du CD40L n’est cependant pas précisément évalué dans cette étude focalisée sur CD205.

Nous rappellerons également I’exemple déja cité de protection contre S.aureus conférée par
I’utilisation d’anti-CD40 agonistes comme adjuvant vaccinal dans un modéle murin de mammites.
Cette expérience réalisée par Wallemacq et collaborateurs en 2012 dans notre laboratoire avait
alors montré une augmentation tres significative de la réponse spécifique de S. aureus ainsi qu’une

nette diminution de la charge bactérienne dans les glandes des souris ayant regu 1’anti-CD40.
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OBJECTIF

Comme nous I’avons vu dans la partie consacrée aux mammites a S. aureus, la vaccination semble
étre le traitement de choix. Il existe, de plus, plusieurs évidences d’un effet bénéfique de la réponse
CTL dans la lutte contre cette bactérie. Enfin, I’activation de la voie de signalisation du CD40 est,
dans de nombreuses situations, indispensable au développement de cette réponse et, méme quand
elle n’est pas nécessaire, elle parait tout de méme la favoriser. En prenant en compte ces 3
éléments, nous avons décidé d’utiliser une protéine recombinante CD40L bovine comme adjuvant
vaccinal favorisant la réponse CTL. Nous avons alors tenté de développer le vaccin ainsi

adjuvanté pour lutter contre les mammites bovines causées par S. aureus.

Deux méthodes d’administration de cet adjuvant ont été envisagées. La premicre, classique
consiste a produire in vitro la protéine recombinante, a la purifier puis a I’injecter aux bovins. La
seconde, encore largement expérimentale, consiste en I’injection de plasmides codant pour la
protéine d’intérét directement aux animaux, c’est la vaccination ADN expliquée plus haut.
L’intérét de cette derniére technique est surtout économique, la production et la conservation des
plasmides étant plus facile. Elle se heurte cependant aux limites des technologies actuelles et n’est

pas encore au point chez les grands animaux.

Dans ce projet, en raison de 1’absence de CD40L bovin disponible sur le marché, nous produirons
nous-méme cet adjuvant. Nous devrons donc tout d’abord mettre au point notre propre technique
de production du CD40L recombinant bovin. Nous nous attacherons ensuite a vérifier son activité
dans des tests in vitro. Nous tenterons enfin d’évaluer son efficacité en combinaison avec des

staphylocoques tués lors de I’immunisation de bovins.

83



OBJECTIF

SECTION EXPERIMENTALE

Nous expliquerons dans la partie matériel et méthodes les techniques utilisées tout au long de ce
travail. Nous détaillerons en premier lieu les étapes menant a la production de CD40L
recombinants fonctionnels puis aborderons les tests in vivo utilisés pour évaluer leur potentiel
adjuvant. Nous montrerons dans la partie suivante les résultats expérimentaux obtenus. Nous
présenterons dans cette derniére partie les principaux succes et échecs de la production et
purification puis certaines caractéristiques structurelles et fonctionnelles de nos CD40L. Les
résultats obtenus in vitro seront détaillés pour les protéines produites en bactéries dans un premier
chapitre et pour celles destinées a la vaccination ADN dans un second. Un 3¢ volet exposera 1’ effet
de I'utilisation de I’adjuvant CD40L sur la réponse immunitaire de génisses Holstein. Nous y
exposerons également les premiers résultats d’un test évaluant la protection conférée par cet

adjuvant contre les mammites a S. aureus chez la vache laitiére.

MATERIEL ET METHODES

CHAPITRE 1: CLONAGE DES DIFFERENTES FORMES DU CD40L
BOVIN

1 Génération des séquences

1.1. Séquences naturelles

Deux séquences issues de la partie extracellulaire du CD40L bovin naturel ont été sélectionnées :
I’une codant pour les aas 47 a 261 et I’autre pour les aas 113 a 261. Ces séquences isolées de la
partie extracellulaire sont également appelées solubles car dépourvues de la partie
transmembranaire de la protéine. Chaque clonage décrit dans ce travail contient une de ces 2

séguences.
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1.1 Génération de 4 séquences de base

L’acide ribonucléique (ARN) a été extrait, par la méthode du Trizol, a partir de cellules
monocytaires périphériques sanguines (PBMCs) bovines isolées par gradient de densité
(Histopaque 1077 ; Sigma Aldrich ; St Gall, SUISSE). L’ARN a subi une transcription inverse
(first strand ADNc synthesis kit ; Roche ; Bale, SUISSE) et une réaction de polymérisation en
chaine (PCR) a été réalisée avec l’enzyme platinium tag dna polymerase high fidelity
d’Invitrogen (Carlsbad, USA). Les primers forward ont été spécialement choisis pour
I’intégration des amplicons dans un plasmide topoisomérase (TOPO) directionnel p-ENTR du
systeme Gateway d’Invitrogen. Quatre primers forward différents, commengant aux paires de
bases correspondant aux aas 47 ou 113 et incluant ou non une séquence codant pour le motif
d’isoleucine favorisant la trimérisation, ont été utilisés (primers 1, 2, 3 et 4 du tableau II). Un
primer reverse, numéro 5 du tableau Il, a été utilise. Une électrophorése des produits PCR été
réalisée pour vérifier la présence et la taille des 4 séquences amplifiées, c’est-a-dire les 2
séquences longues (47-261) avec ou sans motif de trimérisation, respectivement nommées ZL-
CD40L et L-CD40L et les 2 séquences courtes (113-261) avec ou sans motif de trimérisation,
respectivement nommées ZC-CD40L et C-CD40L.

Remarque : les variations de la police (italique, majuscules) dans les tableaux de primers
permettent simplement de mieux visualiser les différentes séquences correspondant notamment

au site de restriction, peptide signal, tag, motif d’lle, etc.

1.2 Clonage du CD40L soluble en bactéries

1.2.1 Constructions principales

Dans un premier temps, nous avons réalisé un clonage pour une production de notre protéine
recombinante en bactéries. A cette fin, les 4 séquences ont été insérées dans un plasmide TOPO.
Les TOPO sont des plasmides d’amplification de la séquence d’intérét (insert). La réaction TOPO
a été réalisée en mélangeant a la solution saline du kit Invitrogen les plasmides TOPO et nos
inserts dans un rapport équimolaire puis en incubant cette solution 5 min a température ambiante.
Ce mélange a été ajouté a des bactéries chimiocompétentes (Top 10, Invitrogen) ; aprés une
incubation de 10 min sur glace, un choc thermique a 42°C pendant 30 sec a été réalisé et la solution
a été ensuite incubée pendant 1 h sous agitation a 37°C dans du milieu Super Optimal broth with
Catabolite repression (SOC). Les bactéries ont ensuite été étalées sur milieu de croissance
Lysogeny broth (LB) agar contenant 100 mg/L. d’agent de sélection (kanamycine) et incubées

overnight dans un incubateur a 37°C. Les colonies ont été repiquées dans du milieu de croissance

85


http://en.wikipedia.org/wiki/Catabolite_repression

MATERIEL ET METHODES

LB contenant I’agent de sélection. L’ ADN plasmidique a été purifié par la technique de miniprep
du kit nucleospin plasmid (MN ; Direm, ALLEMAGNE). La vérification des plasmides a été
réalisée grace a une digestion avec I’enzyme de restriction Pvull (Roche). Les bons clones
présumés ont été séquencés par la plateforme génomique du Giga (GIGA Genomics Facility,
Sequencing plateform; Liege, BELGIQUE) en utilisant les primers M13 du kit Gateway. Les
bonnes séquences ont été introduites par recombinaison dans le plasmide d’expression pDEST 17
(Gateway, Invitrogen). Le p-DEST17 contient de plus une séquence codant pour 6 histidines (His)
en N-terminal de I’insert qui servira de balise ou étiquette (Tag) lors de la purification de la
protéine. La réaction de recombinaison a été réalisée dans le tampon Tris-EDTA (TE) entre 150
ng de TOPO et 150 ng de p-DEST 17 en présence de LR clonase Il Enzyme Mix (du kit Gateway),
le tout incubé a 25 °C pour 1h. Une seconde incubation de 10 mn a 37°C en présence de protéinase
K a ensuite été réalisée. Nous avons enfin procédé a la transformation de bactéries DH5a
(Invitrogen) avec ce mélange et, a part ’agent de sélection qui était cette fois I’ampicilline a
100ug/ml, avons suivi la méme technique de culture, purification, digestion et migration que pour
les TOPOs.
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Tableau Il: détail des primers utilisés pour I’ensemble des clonages en bactéries

PRIMERS

1 L-CD40L_F1
2 C-CD40L F2

3 ZL-CD40L F1

4 ZC-CD40L F2

5 Bov CD40L R

SEQUENCES

CACCCTTCACAGACGATTGGACAAG
CACCATGCACAAGGGTGATCAGGA

CACCagaatgaagcagatcgaggacaagatcgaggagatcctgagcaagatctacacatcga
gaacgagatcgccagaatcaagaagetgatcggegagagaaccagcagcCACAGACGA
TTGGACAAGATA

CACCagaatgaagcagatcgaggacaagatcgaggagatcctgagecaagatctacacatcga
gaacgagatcgccagaatcaagaagctgatcggegagagaaccagcagc ATGCACAAG

GGTGATCAGGA

tcagagtttgagtaagccaaat
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1.2.2 Constructions supplémentaires

Un vecteur d’expression légerement différent, le p-DEST 14 (Invitrogen) a aussi été utilisé pour
produire la protéine sans le tag His au cas ou la présence du tag empécherait le repliement correct
de la protéine. Un autre vecteur, le plasmide pBAD (Kit pBAD/glll, Invitrogen) a également été
employé pour favoriser la sécrétion des protéines recombinantes dans le périplasme des E. coli.
En effet, le peptide signal du géne Il du bactériophage M13, présent dans ce plasmide, facilite
cette sécrétion. Nous avons alors cloné les formes L-CD40L et ZL-CD40L dans le plasmide
pBAD selon les recommandations du kit. Tout comme le pDEST 17, le plasmide pBAD insere

directement un tag His sur les protéines clonées.
1.3 Clonage de la protéine de fusion GST-CD40L en bactéries

Nous avons ici cloné les mémes CD40L solubles (naturels ou avec motif de trimérisation) que
ceux détaillés ci-dessus mais nous les avons fusionnés a la protéine glutathion S-transférase (GST)
de Shistosoma japonicum comme le montre la figure 16. La séquence a été générée comme
expliqué ci-dessus pour le CD40L, mais le plasmide d’expression utilisé est dans ce cas, le p-
DEST 15 (Invitrogen) qui contient déja la séquence de la GST et permet de fusionner celle-ci a la
partie N-terminale du CD40L. Un plasmide codant seulement pour la GST a également été
construit pour obtenir une protéine contréle négatif. Pour cela, 2 oligonucléotides contenant un
codon stop, Stop-1 (TCGAGGAAAACTCTAGATGAGAAGG) et Stop-2
(CGCGCCTTCTCATCTAGAGTTTTCC) ont été appariés et insérés dans le p-Dest 15 apres

excision de la séquence du CD40L par les enzymes de restriction Xhol et Ascl.
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Figure 16: Clonage du GST-CD40L bovin en E. coli. A. Le primer forward a été dessiné pour
inclure une séquence isoleucine-zipper (Z). La séquence Z-CD40L a ensuite été amplifiée et
fusionnée au site de reconnaissance par la protéase TEV dans le plasmide TOPO TEV/D. La fusion
avec la protéine GST a été realisée en transférant par recombinaison la séquence Z-CD40L dans le
plasmide d’expression pDEST 15. B. Représentation schématique de la protéine de fusion GST-
CDA40L. GST-CD40L est composé de la séquence codant pour la protéine GST (gris) suivie par les
sites de recombinaison et de reconnaissance par TEV (blanc) et par le domaine de trimérisation (2)
(hachuré) fusionné a la partie N-terminale du domaine extracellulaire du CD40L bovin (noir). Cette
derniére partie (en noir) correspond au domaine d’homologie des TNFs (aas 113-261). Le contdle
est simplement composeé par la séquence de la GST suivie de celle du site de reconnaissance par le
TEV.
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1.4 Clonage du CD40L soluble en cellules de mammifere
1.4.1 Formes de recombinants CD40L

La figure 17 A illustre la technique de clonage utilisée pour ces formes de ligand. Une PCR a été
réalisée a partir des plasmides pDEST 17. Nous avons utilisé 3 primers forward différents (n°1,
2 et 3 du tableau I11) et 1 primer reverse (n°4 du tableau I1l). L’abréviation GH représente la
séquence du peptide signal de I’hormone de croissance bovine. Le primer 1 a été dessiné pour
cloner la séquence longue du CD40L (L-CD40L, pb 135 a 783 du CD40L naturel). Le primer 2 a
été dessiné pour cloner la séquence courte du CD40L (C-CD40L, pb 333 a 783 du CD40L naturel).
Le primer 3, complémentaire du début de la séquence d’isoleucine a été créé pour le clonage des
formes longues et courtes avec motif de trimérisation (Z) respectivement ZL-CD40L et ZC-
CD40L. Ces 4 séquences ont ensuite ét¢ insérées dans le plasmide TOPO PCR2.1 afin d’étre
amplifiées. Elles ont finalement été transférées dans le plasmide d’expression pour cellules de
mammiferes pcDNA3.1" aprés excision par les enzymes de restriction Hindlll et EcoRI. Les
primers 1, 2, 3 ont également été remplacés par des primers équivalents mais contenant les
peptides signal du plasminogéne ou du préprotrypsinogéene (PR). Les primers 5 a 7 du tableau 11l

contiennent le peptide signal du PR.

1.4.2 Formes de recombinants GST-CD40L

Des formes identiques a celles décrites ci-dessus mais fusionnées a la protéine GST ont également
été clonées. Une PCR sur les plasmides pDEST 15 utilisant un primer forward spécifique de la
partie N-terminale de la GST couplé a la séquence du peptide signal PR (primer 8 du tableau I11)
a éte réalisée. Le primer reverse employé était encore le EcoRI_Bov_CD40L_R. Apreés la PCR,

la procédure était identique a celle décrite au point précédent.
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Figure 17: Détail du clonage de 8 formes de CD40L en cellules de mammiféres. La figure A montre la
technique employée pour les premiéres formes clonées sans FLAG et avec peptide signal de ’hormone
de croissance humaine. A gauche les formes longues et courtes sans motif de trimérisation (z) et a droite
ces mémes formes avec motif de trimérisation. Les primers forward (F) utilisés correspondent aux
primers 1, 2 et 3 détaillés dans le tableau Il et le primer reverse (R) est le numéro 4 du méme tableau.
La figure B expose les principales modifications réalisées pour le clonage des formes couplées au FLAG
avec le peptide signal du preprotrypsinogene. Le primer forward utilisé est le numéro 11 du tableau IIl.
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Tableau I11: détail des primers utilisés pour I’ensemble des clonages en cellules de mammiféres

PRIMERS

1 HindIl GH Fl

2 Hindll GH F2

3 Hindll GH_F3

4  EcoRI Bov CD40L R
5 Hindll PR F1

6 Hindll PR F2

7 HindIl PR F3

8  Hindll_PR_GST_F

9  HindIl PR FLAG Fl

10 HindIl PR_FLAG F2

11 HindIl PR _FLAG F3

12 Hindll_PR_FLAG_GST_F

13  EcoRI GST R

14  GAPDH_F

15 GAPDH_R

SEQUENCES

AAGCTTatggctacaggctceceggacgteectgetectggettttggeetget
ctgcctgeectggcettcaagagggcagtgccCACCCTTCACAGACG
ATTGGACAAG

AAGCTTatggctacaggctcceggacgteectgetectggcttttggectge
tetgectgeectggettcaagagggecagtgccCACCATGCACAAGG
GTGATCAGGA

AAGCTTatggctacaggctcceggacgtecctgetectggettttggectget
ctgeetgeectggettcaagagggcagtgcc AAGCTTAGAATGAAG
CAGATCGAGGAC

GAATTCtcagagtttgagtaagccaaat

AAGCTTatgcatcccctgcettateettgectttgtgggagetgetgtggct CA
CCCTTCACAGACGATTGGACAAG

AAGCTTatgcatcccctgcettatecttgectttgtgggagetgetgtggct CA
CCATGCACAAGGGTGATCAGGA

AAGCTTatgcatccectgcettatcettgectttgtgggagetgetgtggct AA
GCTTAGAATGAAGCAGATCGAGGAC

AAGCTTatgcatccectgcettatecttgectttgtgggagetgetgtggct TC
CCCTATACTAGGTTATTGG

AAGCTTatgcatcccctgcettatecttgectttgtgggagetgetgtgget GA
CTACAAAGACGATGACGACAAGCACCCTTCACAGAC
GATTGGACAAG

AAGCTTatgcatcccctgcettatecttgectttgtgggagetgetgtgget GA
CTACAAAGACGATGACGACAAGCACCATGCACAAG
GGTGATCAGGA

AAGCTTatgcatcccctgcettatecttgectttgtgggagetgetgtggct GA
CTACAAAGACGATGACGACAAGAAGCTTAGAATGAA
GCAGATCGAGGAC

AAGCTTatgcatcccctgcttatecttgectttgtgggagetgetgtggct GA
CTACAAAGACGATGACGACAAGTCCCCTATACTAGG
TTATTGG

GAATTCtcaacgcggaaccagatccgattt

ttcaacggcacagtcaagg

acatactcagcaccagcatcac
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1.4.3 Formes de recombinants FLAG-CD40L

La figure 17 B illustre la technique de clonage utilisée pour ces formes de ligand. Comme pour
les formes CD40L détaillées précédement, une PCR a été réalisée a partir des plasmides pDEST
17. Nous avons utilisé 3 primers forward différents (n°9, 10 et 11 du tableau IlI) et 1 primer
reverse (n°4 du tableau Ill). Le primer 9 a été dessine pour cloner le L-CD40L, associé a la
séquence du peptide signal du PR et de I’octapeptide DYKDDDDK (FLAG). Le primer 10 a été
dessiné pour cloner le C-CD40L, associée a la séquence du PR et du FLAG. Le primer 11,
complémentaire du début de la séquence d’isoleucine, a été créé pour le clonage des 2 formes ZL-
CDA40L et ZC-CD40L. Ces 4 séquences ont ensuite été insérées dans le plasmide topo PCR2.1
pour étre amplifiées. Elles ont finalement été transférées dans les plasmides d’expression
pcDNA3.1 et pVAX (pour cellules de mammiféres) au moyen d’enzymes de restriction HindIII
et EcoRI.

1.4.4 Formes de recombinants FLAG-GST-CD40L

Une nouvelle PCR a partir des plasmides pDEST 15 et utilisant des primers forward spécifiques
de la partie N-terminale de la GST couplés aux séquences du peptide signal PR et du FLAG
(primer 12 du tableau I11), a été réalisée. Le primer reverse employeé était toujours le numéro 4.

Apres la PCR, la procédure était identique a celle décrite au point précédent.

2 Production des protéines

2.1 CD40L bovin et GST-CD40L produits en bactéries

Des bactéries BL21-Al (Invitrogen) ont été transformées par choc thermique avec 10 ng de
plasmide d’expression pDEST, étalées sur agar contenant 100pug/ml d’ampicilline et incubées une
nuit a 37°C. Ensuite, 1 colonie a été repiquée dans 5ml de milieu LB et incubée sous agitation a
37°C jusqu'a obtenir une densité optique (DO) de 0.8 a 600nm déterminée par spectrophotomeétrie
(Genesis 10 UV, Laborimpex, Bruxelles, Belgique). Les bactéries ont ensuite été diluées dans 5l
de milieu, incubées jusqu'a une DO de 1. La transcription a été induite par 1’ajout de L-arabinose
a la concentration de 0,2% et les bactéries ont été agitées a température ambiante pendant 6 heures.

Le culot bactérien a été récolté aprés 5 minutes de centrifugation a 6000 g.
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2.2 CD40L bovin produit en cellules de mammiféres

2.2.1 Protocole standard de production

Des cellules Cos-7 ont été cultivées dans du milieu DMEM supplémenté avec 10% de sérum feetal
bovin (FBS), 50 Ul/ml de pénicilline et 50pg/ml de streptomycine jusqu’a ce qu’elles atteignent
une confluence de 90%. Elles ont ensuite été transfectées dans un volume total de 20 ml de milieu
par flasque T75 contenant 2 pl/ml de Transfectin™Lipid Reagent (BioRad, Hercules, CA, USA)
et 2 pg/ml de plasmide d’expression pcDNA3.1 ou pVAX. Les cellules ont alors été incubées a
37°C, sous atmospheére enrichie avec 5% de CO2, pendant 8 h puis 50% du milieu a été renouvelé.

Les cellules et les surnageants ont été récoltés 16 a 24 h apres ce changement de milieu.

2.2.2 Protocole avec inhibiteur du protéasome

La transfection a été réalisée comme dans le protocole standard mais dans ce cas, du MG132
(Sigma) a été ajouté a une concentration de 2,5.10°M lors de I’étape de renouvellement de 50%

du milieu décrite au point précédent. La récolte des cellules et des surnageants a eu lieu 24 h apres.

2.2.3 Protocole final

Afin d’obtenir un surnageant plus concentré en protéines CD40L, le volume total de milieu par
T75 a été abaissé de 20 ml a 10 et 5 ml. L’efficacité de la transfection a été améliorée comme
suit : la confluence des cellules avant transfection a été reduite aux alentours de 50% et le milieu
de transfection n’a plus été renouvelé apres 8 h. Les cellules et les surnageants ont été récoltés 36

h aprés le début de la transfection.
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3 Purification

3.1 Purification du CD40L bovin produit en bactéries

3.1.1 Extraction et purification

Trois techniques, non dénaturantes, dénaturantes et mixtes, d’extraction et purification du CD40L

produit en bactéries dans le plasmide pDEST 17 ont été testées.
3.1.1.1 Protocole non dénaturant

Pour I’étape d’extraction, chaque culot bactérien issu d’un litre de culture a été re-suspendu dans
40 ml de tampon de lyse (0,5M NaCl, 50mM NaH2PQOg4, 1,8mg/ml lysozyme, 20 pg/ml DNAse,
pH 8.,0). Aprés 40 minutes d’incubation a 4°C, la solution a été soniquée 3 fois 30 secondes sur
glace et centrifugée a 10000 g pendant 20 minutes. Le surnageant récolté a été filtré sur filtre 0,45
pm. Pour la purification proprement dite, les surnageants d’extraction ont été incubés sur colonne
Ni?* retenant le tag d’His par liaison de coordination (kit probound purification system,
Invitrogen). Les colonnes ont ensuite été lavées puis éluées avec les tampons non dénaturants
détaillés dans le tableau 1V (2° colonne du tableau). L’élution a été réalisée avec 1’imidazole qui
agit par compétition avec le tag His et permet de décrocher les protéines tout en gardant un pH

physiologique.
3.1.1.2 Protocole dénaturant

Pour I’étape d’extraction, chaque culot bactérien issu d’un litre de culture a été re-suspendu dans
40 ml de tampon de lyse a base de guanidine HCI comme détaillé dans la 3° colonne du tableau
IV. Aprées 40 minutes d’incubation a 4°C, la solution a été soniquée 3 fois 30 secondes sur glace

et centrifugée a 10000 g pendant 20 minutes. Le surnageant récolté a été filtré sur filtre 0,45 pm.
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Tableau 1V: résumé des tampons utilisés dans les 3 techniques d’extraction-purification des protéines
CDA40L produites en bactéries. La colonne de gauche spécifie les noms de chaque tampon et les classe
par ordre d’utilisation. Les 3 autres colonnes détaillent les tampons employés respectivement dans les
techniques non dénaturantes, dénaturantes et mixtes.

Méthodes

Tampons

Tampon de lyse

ETAPE 1

Tampon de charge

ETAPE 2

Tampon de lavage 1

ETAPE 3

Tampon de lavage 2

ETAPE 3’

Tampon d’élution

ETAPE 4

Non dénaturante

Lysozyme 1,8
DNAse 20ug/ml

50 mM NaH,PO,
pH 8.0
0.5 M NaCl

50 mM NaH>;PO4
pH 8.0
0.5 M NacCl

20 mM imidazole

50 mM NaH2PO,

pH 8.0

0.5 M Nacl

250 mM imidazole

50 mM NaH,PO4

pH 8.0

0.5 M NacCl

mg/ml,

Dénaturante

6 M Guanidine HCI
20 mM NaH;PO,
pH 7.8

500 mM NacCl

8 M Urea

20 mM NaH2PO4
pH 7.8

500 mM NacCl

8 M Urea

20 mM NaHPO,
pH 6.0

500 mM NacCl

8 M Urea

20 mM NaH2PO,
pH5.3

500 mM NacCl

8 M Urea

20 mM NaH2PO,
pH 4.0

500 mM NaCl

Mixte

6 M Guanidine HCI
20 mM NaH;PO4
pH 7.8

500 mM NacCl

8 M Urea

20 mM NaH2PO4
pH 7.8

500 mM Nacl

8 M Urea

20 mM NaH;PO4
pH 6.0

500 mM NacCl

20 mM imidazole

50 mM NaH;POq4

pH 8.0

0.5 M NacCl
250 mM imidazole

50 mM NaH>PO4
pH 8.0
0.5 M NaCl
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Pour la purification proprement dite, les surnageants d’extraction ont été incubés sur colonne Ni*
comme dans le protocole non dénaturant. Les colonnes ont ensuite été lavées puis éluées avec les
tampons détaillés dans le tableau 1V. Les lavages ont été réalisés avec des tampons de pH
décroissant afin de décrocher un maximum de contaminants protéiques retenus de maniére

aspécifiques avant I’¢lution. L’¢lution a alors été réalisée a pH 4.
3.1.1.3 Protocole mixte

Dans ce cas, les culots bactériens ont été re-suspendus dans le tampon du protocole dénaturant et
extraits de la méme facon. Les surnageants ont alors été incubés sur les colonnes Ni%* et aprés
cette étape, le tampon de lavage dénaturant a été progressivement remplacé par le tampon non
dénaturant. L’élution a été faite comme dans le protocole non dénaturant (voir 4° colonne du
tableau 1V).

3.1.2 Dialyse

Une dialyse dans des tampons non dénaturants a été mise au point pour renaturer les protéines
purifiées avec la technique dénaturante. Les éluats ont eté injectés dans des cassettes a dialyse
avec membranes de cellulose (Slide-A-Lyzer Dialysis cassettes 10K MWCO, Thermo scientific)
et des pores de 10 kDa. Les cassettes ont ensuite été plongées pendant 48 a 72 h dans 0,5 litre de

tampons de Na Cl 1M ou de glucose 3M a 4 °C.

3.1.3 Induction de la sécrétion dans le périplasme

Nous avons également réalisé I’extraction des protéines produites avec les plasmides pBAD. Pour
rappel, ces plasmides favorisent la sécrétion des protéines recombinantes dans le périplasme des
bactéries. Nous avons pour cela suivi les indications du kit pBAD/glIl et extrait les protéines
CDA40L ainsi que des protéines Calmoduline (contréle positif du kit) par choc osmotique. En effet,
le choc osmotique réalise dans un tampon non dénaturant (voir protocole du kit Invitrogen) permet

de faire sortir les protéines présentes dans le périplasme.

3.2 Purification du GST-CD40L bovin produit en bactéries
3.2.1 Extraction

Pour 1I’étape d’extraction, chaque culot issu d’1 litre de culture a été resuspendu dans 40ml de
tampon de lyse (0,5M NaCl, 50mM NaH2PO4, 1,8mg/ml lysozyme, 20 pg/ml DNAse, pH 8,0).
Aprés 40 minutes d’incubation a 4°C, 0,5% de Triton X-100, 1,6 mg/ml de cOmplete protease
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inhibitor (Roche, Mannheim, Germany) et 30mM de B-glycerophosphate ont été ajoutés. La
solution a ensuite été soniquée 7 fois 30 secondes sur glace et centrifugée a 28000 g pendant 20
minutes. Le surnageant a été récolté et filtré sur filtre 0,45 pm.

3.2.2 Purification au sens strict

3.2.2.1 Chromatographie échangeuse d’ions

Des colonnes Q HP (HiTrap Q HP, GE Healthcare) échangeuses d’anions ont été utilisées. La
matrice de ces colonnes est composée d’agarose liée a des amines quaternaires portant des charges
positives dans un large éventail de pH (pH 2 a 12). L’extrait protéique a ét¢ dilué 10X dans un
tampon borate 20mM et NaCl 0 mM a pH 10,5 afin de diminuer la charge en sels du tampon, puis
chargé sur la colonne a 4°C. L’élution a été réalisée a 4°C avec un tampon Borate 20 mM et avec
une concentration croissante (0 a 1 M) en NaCl a pH 10,5. Chacune des 30 fractions d’élution a
¢té analysée pour son absorbance dans le spectre UV par ’automate de chromatographie puis
dosée par ELISA. Les fractions contenant le maximum de protéines GST-CD40L ont ainsi pu étre

isolées et la pureté relative de ces fractions a été déterminee par SDS PAGE.
3.2.2.2 Colonnes de détoxification

Les éluats de purification obtenus ont été chargés sur des colonnes retenant le LPS et élués selon

les instructions du kit (Endo Trap Blue endotoxin removal, Hygloss).
3.2.2.3 Utilisation du détergent Triton

La figure 18 montre que le Triton-X-100 se fixe sur les acides gras du lipide A par liaison
hydrophobe. Le LPS fixé est alors solubilisé par le Triton-X-100 puis éliminé en méme temps que
ce détergent pendant les lavages. Par la suite, une amélioration majeure a été permise par le
remplacement progressif du Triton X-100 par le Triton X-114 au cours des étapes de lavage. En
effet, le Triton X-114 est insoluble dans les solutions aqueuses au-dessus de 23°C. Cela permet
de retirer le Triton pour éviter son effet délétere sur les cellules. 1l suffit pour cela de mener tout
le processus de purification a 4 °C pour que le Triton X-114 reste soluble puis de réchauffer 1’éluat
a 37°C pour précipiter le Triton. Celui-ci peut alors étre culoté par centrifugation. Le surnageant

contenant les protéines débarrassées du Triton est alors récupére.
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Figure 18: schéma de I’interaction LPS-détergent Triton-X-100. En haut, le LPS et en bas le Triton-
X-100. Les cadres représentent les zones impliquées dans la liaison.
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3.2.2.4 Technique finale

Le surnageant d’extraction a été purifié sur colonnes glutathion-agarose (Pierce Biotechnology,
Rockford, USA). Les colonnes ont été équilibrées a 4°C avec le tampon d’équilibration (150mM
de NaCl, 125 mM de Tris pH 8,0). Le surnageant issu de I’extraction a été incube sur agitateur
rotatif dans ces colonnes pendant 4 h a 4°C. Les colonnes ont ensuite été lavées 4 fois avec le
tampon d’équilibration auquel 0,5% de Triton X-100 a été ajouté. Trois lavages supplémentaires
ont éte réalisés avec un tampon stérile dans lequel le Triton X-100 et le Tris 125 mM ont
progressivement été remplacés par 0,5% de Triton X-114 et 20 mM de Tris a pH 8,5. Enfin, le
tampon d’élution (150 mM de NaCl, 20 mM de Tris, 0,1% Triton X-114 et 3mg/ml de glutathion
a pH 8,6) a été incubé 90 minutes sur agitateur rotatif a 4°C. Le Triton X-114 a été retiré de 1’éluat

par ultracentrifugation a 37°C.
3.3 Purification du CD40L bovin produit en cellules de mammiféres

Les surnageants de culture ont d’abord été centrifugés a 700 g pour éliminer d’éventuelles cellules
flottantes. Les surnageants issus de cette premiére centrifugation ont été centrifugés une seconde

fois a 20 000 g pour retirer les débris cellulaires et stockés a -80°C.

4 Tests de vérification de la production et de la conformation

4.1 Vérification de la transcription

Les cellules Cos-7 transfectées avec les pcDNA3.1* codant pour 6 séquences différentes de
CD40L ont été mixées dans du Trizol. L’ ARNm a ensuite été extrait et de I’ADNCc a été produit
par transcription inverse (RT). Une PCR a alors été réalisée a partir de ces ADNCc avec des primers
spécifiques de la forme courte de CD40L bovin (primers 2 et 4 du tableau Il1). Une autre PCR
utilisant des primers spécifiques pour le géne rapporteur GAPDH (voir tableau I11) a également
été faite pour chaque échantillon d’ADNc afin de s’assurer de 1’invariabilité de leur concentration
a I’issue des différentes RT. Les produits PCR ont alors été séparés et analysés par électrophorese

sur gel d’agarose 2%.
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4.2 Dosages protéique

4.2.1 Dosage des productions protéiques en bactéries

La concentration protéique dans I’¢luat des colonnes de purification a été estimée par la technique
de Bradford. Les résultats ont été comparés aux dosages réalisés par ELISA anti-GST (Thermo
scientific, Erembodegem, Belgique) et aux colorations en bleu de coomassie des gels
d’électrophoreses afin d’évaluer a la fois la pureté et la quantité absolue de GST-CD40L.
L’anticorps de détection utilisé était un anti-GST (Voir tableau V pour tous les anticorps utilisés)
a la dilution 1/5000. L’anticorps secondaire utilisé était un anti-rabbit-HRP (dilution 1/2000).

4.2.2 Dosage des productions en cellules eucaryotes

4.2.2.1 Protéines couplées au GST

Pour évaluer la concentration de ligand dans les surnageants de cellules Cos transfectées, une
solution de GST-CD40L purifié produit en bactéries (et dosé a 100ug/ml par le test de Bradford)
a été utilis€ comme étalon. Elle a ét¢ diluée jusqu’a 2,5 pug/ml pour constituer la solution standard.
Une courbe standard diluée de 2 en 2 (max 2500 ng/ml et min 20 ng/ml) a été réalisée, puis des
échantillons non dilués de surnageants de cellules Cos-7 transfectées avec les plasmides codant
pour la protéine GST-CD40L ont été dosés. Pour Vérifier au mieux la fiabilité du dosage, une
analyse par western blot anti-GST a également été réalisée. Dans ce western blot, 100 pl de
surnageant de cellules Cos transfectées et 3 différentes doses de protéines purifiées ont été
analysés en parallele.

4.2.2.2 Protéines couplées au FLAG

La figure 19 schématise les 2 techniques ELISA utilisées pour détecter les différentes formes de
protéines couplées au FLAG. Dans les 2 techniques, on coate la plaque avec un anticorps
anti-FLAG (dilution 1/1000) puis on blogue avec du PBS contenant 0,05% de tween et 0,5% de

BSA pendant 2 h a température ambiante.
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NOM

Anti-GST

Anti-rabbit HRP

Anti-FLAG

Anti-His

Anti-CD40L-rm

Anti-CD40L N-
Terminal

Anti-CD40L C-
Terminal

Anti-mouse 1gG

Anti-goat 19G

Anti-CD3 bovin

Anti-CD4 bovin

Anti-CD8 bovin

Anti-CD14 bovin

Anti-CD21 bovin

Anti-lgG1

Anti-lgGM

Isotype 19gG1

Isotype IgM

Anti-1gG bovin

Anti-1gG2 bovin

Anti-CD8 bovin
A64T

Anti-CD4 bovin

Tableau V : anticorps utilisés

Hote, molécule
conjuguée

Lapin, polyclonal
Chévre, polyclonal

Souris, 1gG2b
Souris 1gG1

Lapin, polyclonal

Chévre, polyclonal 1gG

Lapin, polyclonal

Lapin, polyclonal, HRP

Lapin, polyclonal, HRP

Souris, 1gG1

Souris, 1gG1

Souris, 1gG1

Souris, 1gG1

souris IgM

Rat IgG, E-fluor 450
Rat 1gG2a, APC
Souris, 1gG1

Souris, IgM

Souris 1gG1, biotine

Mouton, polyclonal 1gG,
biotine

Souris, 1gG2a

Souris 1gG2a R-
Phycoerythrine

Réactivité Clone

GST

Anticorps de lapin

FLAG FG4R

Tag d’histidines 4A12E4

Région médiane du CD40L

Humain, porc, cheval, bovin,

chien, mouton, lapin, rat, souris

Partie N-Terminale du CD40L

Humain, souris, rat

Aa 47-261 humain, souris, rat,

cheval, bovin, porc

19G de souris

IgG de chévre

CD3 bovin MM1A

CD4 bovin CACT138A

CD8 bovin CACT80C

CD14 bovin CAM36A

CD21 bovin BAQ15A

IgG1 de souris M1-14-D2

IgM de souris 11/41
P3.6.2.8.1
11E10

IgG1 et 19gG2 bovins BG-18

19G2 bovin

CD8 bovin CC63

CD4 bovin CC8

Firme

Thermo Scientific

Dako, Everlee,
Belgique
Thermo Scientific

Invitrogen

Aviva systems
biology, San
Diego, CA, USA.

Santa cruz
biotechnology

Santa cruz
biotechnology

Dako

Dako

VMRD, USA
VMRD, USA
VMRD, USA
VMRD, USA

Divbio Science,
Hollande

eBioscience, USA
eBioscience, USA
eBioscience, USA
eBioscience, USA
Sigma

Bethyl laboratories
inc

BioRad, Hercules,
CA, USA
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¥ Ppeptide FLAG —<

< Anticorps anti-FLAG
Anticorps anti-GST

~< Anticorps anti-CD40L \ /
o Anticorps couplé a HRP Y

1S9

Figure 19: deux variantes de ’ELISA anti-FLAG. Technique pour doser les protéines FLAG-GST-
CD40L a gauche et les FLAG-CD40L a droite.
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Les plaques sont lavées 5 fois avec du PBS contenant du tween a 0,05% puis les surnageants de
Cos-7 transfectées sont incubés pendant 2 h a température ambiante. Les plaques subissent alors
un second cycle de lavage puis I’anticorps de détection est incubé pendant 1 h dans du PBS avec
du tween a 0,05%. En fonction de la forme protéique censée se trouver dans le surnageant incubg,
on utilise un anticorps de détection différent. Soit 1’anti-GST comme on peut le voir dans la partie
gauche de la figure 19, soit 1’anti-CD40L-région médiane (anti-CD40L-rm) si la forme n’est pas
couplée au GST, comme cela est montré dans la partie droite de cette figure. L’anti-CD40L-rm
est un polyclonal de lapin et a été utilisé a la dilution 1/2000. Les plaques sont lavées 5 fois de
plus, incubées 1 h a température ambiante avec 1’anticorps secondaire anti rabbit-HRP, lavées a
nouveau puis enfin incubées avec le substrat TMB. La lecture de la densité optique se fait a 450

nm juste apres avoir stoppé la réaction avec de I’acide sulfurique 2M.
4.3 Electrophoreéses

La présence de protéine CD40L, GST ou GST-CD40L dans les échantillons a eté veérifiée avec
I’analyse par western blot ou la coloration au bleu de coomassie des gels d’¢électrophorese. Des
doses de 25 a 100 ng de protéines purifiées, 1ug d’extrait protéique total ou 35 a 100 pl de
surnageant de cellules Cos-7 ont été utilisées pour les analyses par western blot. Des doses plus
grandes (2 a 20 pg de protéines purifiées) ont été utilisées pour les analyses par coloration au bleu
de coomassie car la méthode est moins sensible. Deux tampons de charge différents ont été utilisés
en fonction des conditions natives (NativePAGE ™ Bis-Tris Gel System de Life technologies,
Carlsbad, CA, USA) ou dénaturantes de 1’¢lectrophorese réalisée. Le tampon de charge pour
I’électrophorése dénaturante contenait 10 mM de Tris-HCI pH 6,8, 1% de SDS, 25% de glycérol,
0,1 mM de B-mercapthoethanol et 0,03% de bleu de bromophénol. La composition exacte du
tampon de charge pour 1’¢électrophorese native est gardée secréte par la firme mais contient
cependant un tampon tris a pH 7,2, du NaCl, du glycérol et du rouge ponceau. Les gels utilisés
étaient soit composés de polyacrylamide a 14% dans 1’¢électrophorése dénaturante et d’un gradient
de 4% a 16% pour la technique native. Les tampons de migration utilisés étaient le classique Tris-
Glycine-SDS pour 1’électrophorése dénaturante et les tampons spécifiques du kit Native PAGE
pour I’¢électrophorese native. Apres la migration, le procédé est identique pour les 2 techniques :
électrotransfert sur membranes polyvinylidene difluoride (GE healthcare), blocage 1 h dans du
lait 10% et tween 0,05%, incubation 16 h a 4°C avec les anticorps primaires, lavages avec TBS-
tween 0,05% et incubation 2 h a température ambiante avec les anticorps secondaires. Les
membranes ont ensuite été lavées dans le TBS-tween 0,05 % puis révélées par chimiluminescence
(ECL kit; Amersham Pharmacia Biotech, Roosendaal, Netherlands) et film auto radiographiques

(Fuji x-ray). Les anticorps primaires les plus utilisés au cours du projet étaient I’anti-GST et 1’anti-
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CDA40L-rm. L’anticorps secondaire était alors 1’anti-rabbit HRP. Un anticorps primaire anti-His
et I’anti-FLAG décrit précédemment ont également été utilisés. Nous devons signaler que 2 autres
anticorps anti-CD40L ont parfois été utilisés au cours du travail et ont servi a vérifier la spécificité
des résultats obtenus avec 1’anti-CD40L-rm de chez Aviva systems. 1l s’agit de I’anti-CD40L N-
terminal et de I’anti-CD40L C-terminal qui réagissent tous 2 avec les CD40L humains et bovins.

Pour ces isotypes, les anticorps de détection utilisés étaient 1’anti-mouse 1gG et I’anti-goat 1gG.
4.4 Test de la capacité de liaison du GST-CD40L a son récepteur

Nous avons voulu vérifier si la protéine de fusion produite en bactérie liait correctement le
récepteur CD40 bovin. Pour cela, nous avons transfecté des cellules Cos-7 avec des plasmides
pcDNA3.1" codant pour le récepteur CD40 bovin (Wallemacq et al, 2012) ou avec un pcDNA3.1*
vide. Ces cellules transfectées ont alors été re-suspendues et lavées dans du milieu FACS (PBS
pH 7,4 ; 0,5% BSA), puis incubées pendant 90 minutes & 4°C avec soit la protéine contréle GST
purifiée soit la protéine de fusion GST-CD40L purifiée. Les cellules ont été lavées une seconde
fois dans le milieu FACS et incubées 75 minutes a 4°C avec les anticorps anti-GST. Aprés un 3¢
lavage, une incubation d’1 h avec I’anticorps secondaire anti rabbit PE (Goat IgG, Imagenex, Sans
diego, USA) a été réalisée. Les cellules ont été lavées une derniére fois et analysées par cytométrie
en flux (FACS Canto I, Becton Dickinson, Erembodegem, Belgique).

4.5 Tests fonctionnels

Pour évaluer la capacité des CD40L produits a activer les cellules bovines, nous avons réalisé 2
tests différents.

4.5.1 Test d’activation des cellules aortiques bovines

Ce test est basé sur le fait que I’activation du récepteur CD40 a la surface des cellules endothéliales
induit la production de la chimiokine MCP-1 (Thienel et al, 1999). Les cellules ont été cultivées
dans du milieu DMEM contenant 0,1% glucose et supplémenté avec 2 mM de L-glutamine, 1%
d’acides aminés non essentiels, 1 ng/ml de facteur de croissance des fibroblastes (rFGF, basic,
human G507 ; Promega, Madison, WI, USA) et 10% de sérum feetal bovin. Les cellules ont été
réparties en plaques 48 puits et cultivées jusqu’a confluence totale. Elles ont alors été stimulées
avec de I’interféron (IFN)-y bovin a la concentration finale de 10 ng/ml pour augmenter
I’expression du récepteur CD40. Vingt heures plus tard, les cellules ont ét¢ stimulées avec

plusieurs doses de protéine GST ou de protéine de fusion GST-CD40L. Les cellules ont également
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été stimulées avec les CD40L commerciaux humains (Santa Cruz) ou de souris (Peprotech).
D’autres contrdles tels les protéines bouillies ou le LPS ont également été utilisés pour la
stimulation. Les surnageants de culture ont enfin été récoltés apres 18 a 24 h d’incubation et testés
pour la production de MCP-1 par ELISA en suivant les instructions du kit (Kingfisher Biotech, St
Paul, USA).

4.5.2 Test d’induction de la prolifération et de 1’agrégation des lymphocytes B

bovins

Le test est basé sur I’activation par le CD40L de lymphocytes B cultivés en présence d’1L-4 (R&D
systems, Abingdon, United Kingdom). Les lymphocytes B ont été isolés a partir de cellules
mononucléées périphériques sanguines (PBMC) obtenues par centrifugation de sang bovin
complet EDTA sur gradient de densité (Histopaque 1077, Sigma, Diegem, Belgium). Les PBMC
ont été marqués avec des anti-CD3 bovins, anti-CD4 bovins, anti-CD8 bovins anti-CD14 bovins
et anti-CD21 bovins (tableau V) Les anticorps secondaires utilisés étaient un anti-lgG1 de souris
et un anti-lgM de souris. Des isotypes 1gG1 de souris et IgM de souris ont été utilises comme
contréle néegatif. Les cellules positives pour CD21 seulement (lymphocytes B) ont été purifiées
grace au trieur de cellules (FACS Arialll, Becton Dickinson). La population obtenue était
composée de plus de 99 % de cellules CD21 positives et CD3 négatives en cytométrie de flux
(FACS Canto II, Becton Dickinson). Les cellules B ont ensuite été cultivées dans du milieu RPMI
complémenté avec 10% de FBS inactivé par la chaleur, 50 Ul /ml de pénicilline et 50ug/ml de
streptomycine en atmosphere humide a 37 °C avec 5% de CO2. Chaque puits de plaque 96 puits
contenant 200 000 lymphocytes B a été stimulé avec différentes doses de LPS, de protéines GST
ou GST-CD40L purifiées ou des surnageants de cellules Cos-7 transfectées avec des plasmides
codant pour le CD40L ou des plasmides contrdles, pendant 72 h. Des stimulations avec les CD40L
commerciaux précedemment cités ont également éte réalisées. Les cellules ont enfin été cultivées
18 h supplémentaires en présence de 0,2 pCi de thymidine tritiée (Perkin Elmer, Zaventem,
Belgium), puis récoltées afin de mesurer I’incorporation de tritium avec un compteur  (Topcount,
Perkin Elmer). L’agrégation des lymphocytes stimulés a également été observée au microscope

optique (grossissement 40X).

106



MATERIEL ET METHODES

CHAPITRE 2 : TEST DE L’ACTIVITE DE LA PROTEINE DE FUSION
GST-CD40L IN VIVO CHEZ LE BOVIN

1 Génisses

Huit génisses Holstein non gestantes de 15 mois ont été sélectionnées (dans le cheptel de la ferme
provinciale de Theux en Belgique) apres examen clinique rigoureux et vérification de leur statut
immunitaire et inflammatoire. La numération-formule sanguine, 1’électrophorese des protéines
sériques, le dosage de I’haptoglobine, de 1’albumine, des protéines totales et du fibrinogéne ont
¢té réalisés de maniére systématique. Les animaux n’avaient pas de passé infectieux et n’avaient
regu aucun traitement durant les 6 mois précédant I’expérience. Apres un mois d’acclimatation a
la ferme expérimentale de la faculté de médecine vétérinaire de Liége, les animaux ont commencé

le protocole expérimental avec 1’accord du comité d’éthique de I’université.

2 Composition du vaccin

Le vaccin utilisé était composé d’antigenes de Staphylococcus aureus tués et de protéines
recombinantes (GST ou GST-CD40L) servant d’adjuvant. La souche Newbould 305 (American
type culture collection 29740) a été inactivée par la chaleur (75 minutes a 60°C) pour préparer
I’antigéne HKSA. L’inactivation compléte de la bactérie a été vérifiée par incubation de 100pl de
culture & 37 °C pendant une nuit. Deux formules vaccinales différentes ont été utilisées. Les
descriptions qui suivent correspondent a une dose. La solution mere d’adjuvant était composée de
0,4 mg de GST-CD40L par ml, dans le tampon d’¢lution (150 mM de NaCl, 20 mM de Tris, pH
8,6, mais sans Triton X-114). La premiére formule (F1) comprenait 2.10° CFU de HKSA associé
a 25 mg d’adjuvant, le tout re-suspendu dans 62 ml de tampon. L’adjuvant pouvait étre soit la
protéine de fusion GST-CD40L ce qui donnait la formule F1-CD40L, soit la protéine contréle
GST ce qui donnait la formule F1-GST. La seconde formule (F2) contenait 7.10° CFU de HKSA
et 1% d’albumine bovine associ¢ a 7 mg de protéine GST-CD40L (= F2-CD40L) ou de GST seule
(= F2-GST) dans un volume de 70 ml de PBS (en fait 17 ml de tampon d’¢lution et 53 ml de PBS).
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3 Modélisation du comportement potentiel du GST-CD40L apreés
injection

Un échantillon du pool de GST-CD40L, de concentration 0,4 mg/ml et de pH 8,6, prét a étre
incorporé au mélange vaccinal a été divisé en 3 aliquots (A, B et C) avant de subir plusieurs
modifications expérimentales (figure 20). Le premier aliquot (A) a été divisé une nouvelle fois en
3 aliquots (A1, A2 et A3). Le second aliquot (B) a été dilué 4 fois dans du PBS puis divisé en 3
aliquots (B1, B2 et B3). Le 3¢ aliquot (C) a été dilué 4 fois dans du PBS contenant 1% de BSA
puis divisés en 3 aliquots (C1, C2 et C3). Ensuite, Al, B1 et C1 ont été maintenu a pH 8,6 ; A2,
B2 et C2 ont été misa pH 7,4 et A3, B3 et C3 a pH 5,6. Les aliquots ont ensuite été lavés par 3
centrifugations a 13 000 g pour retirer d’éventuels résidus de BSA ou de GST-CD40L non
précipités puis le liquide de lavage résiduel retiré par évaporation. Les culots ont alors été re-

suspendu dans un méme volume de SDS 2% et doseé par la méthode de Lowry.

4 Protocole d’ immunisation

Les animaux ont été divisés en 3 groupes. Le groupe A composé d’une seule génisse est le controle
négatif général de 1’expérience et ne recoit aucune injection. Dans le groupe B composé de 4
génisses, les animaux recoivent la formule F1. Deux génisses recoivent F1-GST dans les 2 flancs
(injection sous-cutanée pres du nceud lymphatique précrural) et 1’autre F1-CD40L, toujours dans
les 2 flancs. Dans le groupe C, composé de 3 génisses, F2-GST est injectée dans le flanc droit
alors que F2-CD40L est injectée dans le flanc gauche. Une modification importante de la
technique et du timing d’injection a eu lieu entre I’expérience menée sur le groupe B et celle
menée sur le groupe C. Comme expliqué précédement, la composition du vaccin a également
changé entre le groupe B qui a recu la formule 1 et le groupe C qui a recu la formule 2. Nous
avons présenté les 2 protocoles sur la figure 21. Ainsi, pour le groupe B, lors de la 1°, de la 4°
et de la 7° semaine, 2 génisses ont regu, a gauche et a droite, une seule injection avec F1-GST.
Les 2 autres génisses ont recu, a gauche et a droite, une seule injection avec F1-CD40L. Pour le
groupe C par contre, les génisses n’ont été immunisées que lors de 2 périodes pendant la 1% et la
4° semaine mais ont été injectées durant 3 jours consécutifs. Dans ce groupe, a chaque injection,

le coté droit recevait F2-GST et le c6té gauche recevait F2-CD40L.
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Figure 20: Evaluation de I’effet de la dilution, du pH et de la présence d’albumine bovine sur la
solubilité du GST-CD40L aprés purification.
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Figure 21: Résumé des 2 protocoles d’immunisation des génisses. En haut, protocole réalisé pour les 4

génisses du groupe B et en bas pour les 3 génisses du groupe C. Chaque fléche verticale continue
représente une injection sous-cutanée dans les 2 flancs de chaque génisse.
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Sept jours aprés la derniére injection, les génisses ont été sacrifiées, les noceuds lymphatiques

précruraux (NLPC) et préscapulaires (NLPS) récoltes et peses.

5 Evaluation de la réponse humorale contre HKSA

Afin d’observer la réponse systémique induite par nos immunisations, nous avons mis au point
un test ELISA pour vérifier ’augmentation des IgG et IgG2 spécifiques de HKSA dans le sérum
des génisses au cours de I’expérience. Nous avons coaté des plaques 96 puits avec 100 pl de PBS
contenant 3.108 CFU HKSA/mI pendant 24 h a 4°C. La concentration en HKSA a été choisie sur
base de protocoles de la littérature (Leitner et al., 2003 ; Camussone et al., 2012) et des résultats
d’une mise au point préalable. Les plaques ont ensuite été lavées 5 fois dans du PBS et tween
0,1% puis bloquées avec du PBS, tween 0,1% et BSA 0,5% pendant 2 h a 37°C. Aprés une
nouvelle étape de lavage, les séra des génisses (dilutions 1/1000, 1/5000 et 1/20000) ont été
incubés pendant 2 ha 37°C. Les plaques ont ensuite été lavées puis incubées 2 ha 37 °C avec les
anticorps de détection anti-IgG bovins (dilution 1/25000) ou anti-lIgG2 bovins (dilution 1/50000)
couplés a la biotine. Une autre étape de lavage suivie d’une incubation d’une 1 h a 37°C avec de
la streptavidine HRP (dilution 1/5000, Sigma) a alors été réalisée. Les plaques ont enfin subi un
dernier lavage plus poussé (10 x) puis ont été incubées avec le substrat TMB pendant 5 minutes.
La réaction a alors été bloquée et la lecture de la DO réalisée a 450 nm. Une plaque coatée avec
une solution d’E.coli lysées et de concentration protéique identique a celle de la solution 3.108
CFU/ml de HKSA a été utilisée comme controle de spécificité de I’expérience. D’autres controles
négatifs tels que puits non coatés, sans serum ou sans anticorps de détection ont également été

réalisés.

6 Re-stimulation in vitro des cellules des bovins immunisés

Les ganglions lymphatiques ont été coupés en tranches de 5 mm d’épaisseur puis broyés
stérilement. Les cellules ont été filtrées sur un filtre de 70um, centrifugées 15 minutes & 850 g a
4°C et re-suspendues dans du milieu RPMI (Lonza) contenant 10% FBS, 50 Ul /ml de pénicilline

et 50ug/ml de streptomycine. Les cellules de chaque ganglion ont été comptées 3 fois sur cellule
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de Thoma puis diluées pour fournir une solution meére & 2.10° cellules par ml. Elles ont été
cultivées in vitro en plaques 96 puits a raison de 200 000 cellules par puits et stimulees de 2
maniéres. La premigre est une stimulation avec 5.10° CFU HKSA/mI (Lawrence et al., 2012). Le
controle négatif a recu 100ul de RPMI seul. La seconde est aspécifique : les puits ont éeté
préalablement coatés avec 10 ug/ml d’anti-CD3 bovins ou un isotype contréle. Dans les 2 cas, la
stimulation a ét¢ suivie d’une culture a 37°C pendant 72 h. Le surnageant a ensuite ét¢ réduit a
60ul/puits et de la thymidine tritiée a été ajoutée (0,2 uCi/puits) pour 18 h de culture
supplémentaire. L’incorporation de tritium a enfin été mesurée a la fin de cette incubation avec
un compteur B (Topcount, Perkin Elmer) afin d’évaluer la prolifération in vitro des cellules des

ganglions recoltés.

7 Numération et isolement des lymphocytes TCD8* et TCDA4* des

bovins immuniseés

Une partie des cellules ganglionnaires récoltées et re-suspendues comme décrit ci-dessus a été
lavée dans du milieu FACS (PBS, 0,5% BSA, 0,1% sodium azide) puis incubée 40 minutes avec
des anticorps anti-CD8-alexa 647 et anti-CD4 RPE. Les cellules ont été lavées une seconde fois
dans du milieu FACS puis re-suspendues dans ce méme milieu a la concentration de 10’
cellules/ml. Les LTCD4" et LTCD8" ont alors été triés stérilement sur I’analyseur trieur de la
plateforme de cytométrie du GIGA (ARIA 111, Becton Dickinson). Les LTCDA4" et les LTCD8*
isolés ont alors été remis en culture dans des puits coatés avec des anticorps anti-CD3 ou I’isotype
IgG1, a 37°C pendant 72 h.

8 Mesure de la prolifération in vitro des lymphocytes TCD4* et
TCD8*

Cinquante millions de cellules des NLPC droits et gauches de chaque génisse ont été marqués
avec la carboxyfluoresceine succinimidyl ester (CFSE). Les cellules ont d’abord été lavées 2 fois
dans du PBS et re-suspendues a 50.10° cellules/ml dans du RPMI 1640 sans FBS 4 37°C. Le CFSE
re-suspendu dans du DMSO a été dilué dans du RPMI a 37°C jusqu’a la concentration de 50 uM
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puis dilué 10 fois dans la solution de cellules. Les cellules ont ensuite été incubées pendant 10
min a 37 °C en les agitant réguliérement. Le marquage a alors été arrété en diluant les cellules
dans du milieu contenant 10 % de FBS. Les cellules ont enfin été lavées 2 x dans du PBS puis
remises en culture dans du milieu RPMI-pénicilline-FBS classique et stimulées avec HKSA.
Apres 4 jours de culture, les cellules ont été récoltées, lavées avec le milieu FACS puis marquées
avec les anticorps anti-CD4 bovins (A647, MCA1653, BioRad) ou anti-CD8 bovins (A 647,
MCAB837, BioRad). Les cellules ont ensuite été analysées sur le Canto II.

9 Protocole du test de protection vaccinale

Douze vaches en premiére lactation ont été sélectionnées. Elles ont été choisies afin de débuter le
protocole dans la période du 4° au 7° mois de lactation. Les animaux ont été immunisés ou non
durant la premiére phase de I’expérience puis ont subi une infection expérimentale de la mamelle
avec la souche bactérienne Newbould 305 (ATCC 29740). L’immunisation a été réalisée via des
injections sous cutanées de HKSA et d’adjuvant controle GST ou adjuvant actif GST-CD40L pres
d’un NLPC. La formule vaccinale correspond a la formule F2 décrite précédemment. Les doses
restent également inchangées. Les injections de F2 ont été réalisées les jours 0, 1, 2, 21, 22, 23,
42, 43 et 44. Chaque quartier a subi 2 inoculations de 400 CFU dilués dans 10 ml de sérum
physiologique via le canal du trayon. Les inoculations ont eu lieu apres la traite du matin, les jours
64 et 65 suivant la premiére immunisation. La charge bactérienne ainsi que le nombre de cellules
somatiques du lait de chaque quartier ont été mesurés par le comité du lait (Battice, BELGIQUE)
aux jours -7, 32, 64, 65 66, 67, 69, 71, 73, 75, 82, 89, 95. Une évaluation des éventuels signes de
mammite clinique tels la fiévre et I’inflammation locale de la mamelle a été realisée 2 fois par
jour durant la période des 10 jours suivant le challenge bactérien. Les 12 animaux ont été separés
en 3 lots équitables. Le lot 1 a subi le challenge bactérien sans immunisation préalable. Le lot 2
a recu 3 immunisations avec HKSA et I’adjuvant contréle GST avant le challenge. Le lot 3, enfin,

a été immunisé 3 fois avec HKSA et GST-CD40L avant le challenge bactérien.
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

CHAPITRE 1 : CLONAGE DU CD40L BOVIN EN BACTERIES

1 Clonage du CD40L

1.1 Production de la protéine

Les CD40L ont été produits par culture de bactéries BL21 transformées comme décrit dans le
matériel et méthodes. La figure 22 A montre la production de 4 formes de CD40L mise en
évidence par western blot et permet la comparaison de leurs tailles respectives réelles et
théoriques. Il s’agit des formes couplées au Tag His clonées en pDEST 17 et leur tailles théoriques
sont 32,8 kDa pour ZL-CD40L, 28,6 kDa pour L-CD40L, 24,8 kDa pour ZC-CD40L et 20, 5 kDa
pour C-CD40L.

1.2 Purification
1.2.1 Solubilité limitée aux tampons dénaturants
1.2.1.1 Extraction

Nous avons d’abord tenté de solubiliser la protéine contenue dans les culots de E. coli dans des
tampons non dénaturants afin de conserver son activité biologique. C’est I’étape d’extraction.
Cette extraction non dénaturante ou « native » a été réalisée en utilisant le lysozyme de blanc
d’ceuf dans une solution saline hypertonique telle que détaillée dans le matériel et méthodes. Aprées
différentes incubations et actions physiques sur le mélange de culot bactérien et de tampon
d’extraction, celui-ci a été centrifugé. Culot et surnageant ont alors été analysés. Parallélement,
une extraction dénaturante utilisant de la guanidine 6 M a été réalisée sur les culots bactériens. La

figure 22 B montre 1’analyse par western blot de ces produits d’extraction native et dénaturante.
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Figure 22: Analyses par Western blot anti-HIS et coloration de coomassie des SDS PAGE de
production, extraction et purification de CD40L. Figure A: Western blot, aprés 4 h de production, des
culots des E. coli BL21 transformées avec les CD40L clonés en pDEST 17. De gauche a droite, la forme
longue avec isoleucine puis sans isoleucine, puis méme chose pour les formes courtes. Les contrbles
négatifs (CT-) sont les cultures non induites par 1’arabinose. Figure B: Western blot sur culots et
surnageants d’extractions dénaturantes et natives de ZL-CD40L. De gauche a droite, les échantillons
testés sont le culot de I’extraction dans le tampon dénaturant avec guanidine 6M, le surnageant de cette
méme extraction, le culot de I’extraction dans le tampon non dénaturant avec lysozyme et le surnageant
de cette extraction. Figure C: Western blot de la purification sur colonne anti-HIS. De gauche a droite,
les échantillons testés sont un contrdle positif contenant du ZL-CD40L, 1’¢luat issu d’une purification
d’extrait de bactéries non transformées (vides), le surnageant d’extraction de ZL-CD40L avant
purification, 1’éluat de ZL-CD40L apres purification. Figure D: Coloration en bleu de coomassie
comparant les protéines présentes dans les surnageants d’extraction et éluats de purification de la figure
C.
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On remarque que le seul surnageant contenant la protéine CD40L est celui de I’extraction
dénaturante. Dans 1’extraction native en effet, la totalité de la protéine CD40L est restée dans le

culot.

1.2.1.2 Purification

Dans un premier temps, nous avons purifié la protéine solubilisée c’est-a-dire celle extraite dans
le tampon dénaturant sur des colonnes retenant le tag His. Le protocole est celui détaillé dans le
matériel et méthodes et utilise un tampon a base d’urée 8 M ainsi qu’une élution des protéines par
acidification de la colonne. La présence spécifique de protéine CD40L dans 1’élution est
confirmee par la figure 22 C. On voit sur ce gel de western blot une large bande aux alentours de
32 kDa, soit la taille théorique de la forme ZL-CD40L, qui ne se retrouve pas dans le produit de
purification issu de bactéries vides c¢’est-a-dire non transformées avec le plasmide codant pour
CDA40L. On remarque de plus que cette bande est semblable a celle retrouvée dans le surnageant
d’extraction de ZL-CD40L avant purification ainsi qu’a celle du contrdle positif. On remarque
¢galement la présence d’une bande de plus haut poids moléculaire (autour de 60-70 kDa)
principalement dans 1’échantillon purifié. La figure 22 D montre le gel d’électrophorése des
mémes échantillons, coloré au bleu de coomassie. On remarque que 1’échantillon purifié ¢’est-a-
dire I’éluat de ZL-CD40L contient seulement 2 bandes principales par rapport aux multiples
bandes de 1’échantillon non purifié ce qui montre une bonne efficacité de purification. Dans les
figures 22 C et 22 D, la présence de la bande de plus haut poids moléculaire (autour de 60-70
kDa) en plus de la bande correspondant a la taille du ZC-CD40L dans les échantillons purifiés et
son absence dans 1’échantillon issu de bactéries vides fait penser a la présence d’un dimére de ZL-
CD40L.

1.2.2 Tentatives pour obtenir une protéine a la fois native et soluble

La solubilisation du CD40L a partir des culots bactériens n’a été¢ possible qu’en utilisant des
tampons d’extraction dénaturants. Cela pose 2 problemes majeurs : I’inactivation du CD40L
potentiellement dénaturé et I’impossibilité d’utiliser un tampon agressif in vivo. Une solubilisation

dans un tampon ne dénaturant pas les protéines est donc obligatoire pour continuer le projet.

Pour y parvenir nous avons essaye les techniques de purification mixte, dialyse et sécrétion dans

le periplasme décrites précédement.
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1.2.2.1 Purification mixte

La premiére de ces techniques, a été de commencer la purification avec le tampon dénaturant
(guanidine puis urée) mais de remplacer progressivement 1’urée par une solution saline. On a
appelé cette technique « mixte » car 2 tampons de classes différentes étaient utilisés. De plus,
I’élution s’est faite alors a pH physiologique en utilisant de 1’imidazole. Cependant, comme le
montre la figure 23 A, aucune des protéines ZL-CD40L initialement présentes dans le surnageant
d’extraction ne s’est retrouvée dans ’¢lution. Les protéines ont précipité dans la colonne de
purification des que le tampon urée 8 M a été remplacé. Les 3 autres formes de CD40L ont

également été soumises, sans succes, a cette technique de purification (données non montrées).
1.2.2.2 Dialyse

Puisque renaturer la protéine dans la colonne pendant le processus de purification s’est avéré
impossible, nous avons tenté de le faire aprés purification dénaturante (Urée 8 M), par dialyse
dans des tampons non dénaturants. La figure 23 B montre I’analyse par western blot des culots et
surnageants issus de la centrifugation apres dialyse de I’échantillon purifié de ZL-CD40L. On
remarque que la totalité du CD40L précipite et se retrouve dans le culot lorsqu’on dialyse contre
du NaCl 1M. Pour la dialyse contre du glucose 3 M par contre, une partie du ZL-CD40L semble
rester soluble dans le surnageant. On y retrouve en effet la bande correspondant a la taille attendue
du ZL-CDA40L autour de 33 kDa ainsi qu’une bande d’environ 65 kDa pouvant correspondre a un
dimeére. Cependant, cette solution a di étre abandonnée car le glucose 3 M avait tendance a
cristalliser et le ligand finissait alors par précipiter totalement aprés 3 jours. La renaturation des 3

autres formes de CD40L par dialyse a également été tentée mais sans succes.
1.2.2.3 Sécrétion dans le périplasme

Nous avons cloné les formes L-CD40L et ZL-CD40L dans le plasmide pPBAD d’Invitrogen, censé
favoriser la sécrétion des protéines recombinantes dans le périplasme. Malheureusement, comme
le montre 1’analyse par western blot (Figure 23 C) des extraits effectués par choc osmotique sur
les productions de L-CD40 et de calmoduline, le L-CD40L n’a pas été solubilisé et ne se retrouve
que dans le culot d’extraction. La calmoduline a par contre bien été sécrétée ce qui atteste de la
réussite technique de 1’expérience. L’échec de la sécrétion du CD40L dans le périplasme peut
alors s’expliquer de 2 manicres : soit I’absence de sécrétion dans le périplasme, soit la présence

de CD40L accumulé dans ce compartiment sous une forme insoluble. La plus petite forme C-
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CD40L qui devrait logiquement étre transportée plus facilement a également été testée par la suite

mais s’est comportée de la méme fagon (données non montrées).

1.2.3 Retrait du tag HIS et test de la solubilité du CD40L humain

Nous avons vérifié si 1’insolubilité pouvait éventuellement étre causée par le tag His car dans
I’article de référence (Mazzei et al., 1995), il n’y avait pas ce tag. Les CD40L ont donc été clonés
dans le plasmide d’expression pDEST 14 selon la technique détaillée dans le matériel et méthodes
pour le pDEST 17. Une fois de plus, le ligand est resté insoluble dans les tampons non dénaturants
(données non montrées). Le CD40L bovin cloné se montrant totalement insoluble, nous avons
décidé de produire et de purifier le CD40L humain pour comprendre si le probleme venait de
notre technique ou si I’insolubilité était intrinséque aux formes de CD40L bovin choisies. Se
référant a Darticle de Mazzei et collaborateurs de 1995, nous avons alors cloné la forme
extracellulaire courte du CD40L humain (correspondant au C-CD40L bovin) et avons réalisé
I’extraction en conditions non dénaturantes. La figure 23 D montre que le C-CD40L humain, bien
produit dans le culot de lyse bactérienne comme le montre la bande spécifique de 18 kDa, n’a pas

pu étre solubilisé par cette technique.
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Figure 23: Analyse par western blot des essais de production de CD40L natifs et solubles. Figure A:
Western blot anti-His d’échantillons de 2 étapes de la purification mixte. De gauche a droite, surnageant
de I’extraction avec guanidine et éluat de la colonne anti-his utilisée en condition mixte (lavages et
élution dans un tampon non dénaturant). Figure B: Western blot anti-HIS des éluats de colonne His-tag
dialysés de ZL-CD40. De gauche a droite, culot de dialyse dans le NaCl 1M, surnageant de dialyse dans
le NaCl 1M, culot de dialyse dans du glucose 3M, surnageant de dialyse dans du glucose 3M. Figure C:
Western blot anti-His des productions a partir de plasmide pBAD. De gauche a droite, échantillon
contrdle positif, culot d’extraction du L-CD40L, surnageant d’extraction par choc osmotique du L-
CD40L, culot d’extraction de calmoduline, surnageant d’extraction par choc osmotique de calmoduline.
Figure D: Analyse par western blot anti-CD40L-rm des culots et surnageants d’extraction native du C-
CDA40L humain produit en pDEST 14.
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2 Clonage d’une protéine de fusion GST-CD40L

Toutes les techniques de solubilisation des CD40L ayant échoue, nous avons décidé de modifier
tres fortement la structure de la protéine. Nous voulions produire une protéine trés différente tout
en gardant ’activité fonctionnelle potentielle du CD40L. Pour cela, nous avons conservé la
séquence normale du CD40L, mais I’avons fusionné a une protéine légerement plus grosse et bien
plus soluble : la Glutathion-S-transférase (GST) de Shistosoma japonicum. Les 4 formes de
CDA40L précédemment testées ont donc été couplées a cette protéine GST. Les formes non

couplées ont été abandonnées.

2.1 Production et extraction de la protéine
2.1.1 Production

La production de la protéine de fusion a été réalisée comme décrit dans le matériel et méthodes et
vérifiée par western blot (données non montrées) apreés traitement au SDS des culots bactériens

totaux.

2.1.2 Extraction

2.1.2.1 Succes de ’extraction native

L’extraction au moyen du tampon de lyse non dénaturant du kit probound de chez Invitrogen a
été réalisée avec succeés comme le montre 1’analyse en western blot de la figure 24 A. On retrouve
en effet les 4 formes de ligands couplés a la GST dans les surnageants d’extraction non
dénaturante comme expliqué dans le matériel et méthodes. En effet, les bandes observées
correspondent aux tailles théoriques attendues soit 49,9 kDa pour GST-ZC-CD40L, 53,6 kDa pour
GST-L-CD40L, 45,6 kDa pour GST-C-CD40L et 57,9 kDa pour GST-ZL-CD40L. De plus,
aucune de ces bandes n’apparait dans ’extrait issu de bactéries vides ce qui confirme que les 4
bandes décrites ci-dessus correspondent a des protéines de fusion GST-CD40L. Enfin, si les 4
protéines ont bien été solubilisées, une des 4 formes a cependant été extraite plus efficacement
que les autres : il s’agit de la forme courte avec motif d’isoleucine (GST-ZC-CD40L). Cette
particularité a été vérifiée lors de 2 nouvelles extractions (non montrées). Nous avons donc choisi
de travailler en priorité sur cette forme, d’autant plus que la littérature donnait, en moyenne, une
efficacite égale aux formes solubles courtes et longues de CD40L, et que le motif de trimérisation
y était largement plébiscité (Mazzei et al., 1995; Vonderheide et al., 2001, Stone et al., 2006).
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2.1.2.2 Mise au point d’un protocole de production-extraction sur mesure

Gréace a la présence de GST, la protéine a bien été solubilisée dans un tampon de lyse non
dénaturant. Cependant, la quantité de GST-CD40L soluble dans le surnageant était treés faible par
rapport a celle restant insoluble dans le culot d’extraction comme le montre la figure 24 B. On
voit sur cette coloration au bleu de coomassie des produits d’extractions natives de GST-ZC-
CD40L et de GST-C-CD40L que la protéine de fusion représentait la majorité des protéines totales
du culot (tres grosse bande a la taille attendue). Au contraire, dans les surnageants, la bande
correspondant aux protéines de fusion n’était méme pas visible parmi les autres bandes de
protéines. La majorité des protéines produites restait donc inutilisable. Un nouveau protocole
d’extraction a alors été mis au point en modifiant systématiquement un paramétre du protocole a
chaque nouvelle extraction et en évaluant son effet sur le rendement. Nous ne reprendrons pas ici
I’ensemble des paramétres testés mais seulement les 2 plus importants. Le premier parameétre
appartient a la phase de production qui précede I’extraction. Comme le montre 1’image western
blot de gauche de la figure 25 A, la température de culture bactérienne aprés induction de la
production par I’arabinose s’est révélée cruciale : si la production était effectuée a 37 ° C, la
solubilisation de la protéine était extrémement faible. Par contre si la production se faisait a 20°C,
la quantité de protéine solubilisée augmentait fortement. Une explication plausible est qu’a 37°C,
les bactéries produisent tellement de protéines recombinantes qu’elles s’agrégent immédiatement
et s’accumulent dans les corps d’inclusions contenus dans leur cytoplasme. A 20°C, une partie
des protéines reste soluble. Le second paramétre illustré par 1’image de droite de la figure 25 A
est I’effet de la présence de NaCl a 500 mM dans le tampon d’extraction. Nous avons en effet
testé des concentrations en NaCl différentes de celle du tampon du kit Probound ; diminuer le
taux de NaCl permet en effet parfois d’augmenter la fixation des protéines recombinantes sur les

colonnes de purification utilisées a 1’étape suivante.
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Figure 24: Analyse par Western blot et coloration au bleu de coomassie des produits d’extraction native
de 4 formes de protéines de fusion GST-CD40L. La figure A montre I’analyse western blot anti-GST
des surnageants de cette extraction. De gauche a droite, extrait de GST-ZC-CD40L, extrait de bactéries
vides, extrait de GST-L-CD40L, extrait de GST-C-CD40L et extrait de GST-ZL-CD40L. Les fléches
pointent chaque bande de protéines recombinantes. Figure B. Coloration en bleu de coomassie aprés
transfert sur membrane pvdf de culots et surnageants de 1’extraction. De gauche a droite, les culots
d’extraction des formes GST-ZC-CD40L et GST-C-CD40L puis les surnageants d’extraction de ces
mémes formes.
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Figure 25: Analyse par western blot anti-GST et par coloration au bleu de coomassie des SDS-PAGE
d’extraits et d’élutions de GST-CD40L. Figure A: Images Western blot anti-GST de surnageants de
différentes extractions natives. A gauche, surnageants d’extractions issus de productions a 37 et a 20
°C. A droite, Surnageant d’extraction avec tampon contenant 0 mM (a gauche) ou 500 mM (a droite) de
NaCl. Figure B: Coloration au bleu de coomassie aprés SDS-PAGE de produits de purification du GST-
ZC-CD40L. A gauche, le surnageant d’extraction native total et a droite le produit purifié par passage
sur la colonne retenant la GST.
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On remarque que lorsqu’il n’y a pas de NaCl, on n’observe qu’une bande nette a 26-27 kDa (taille
attendue pour le tag GST seule) et aucune bande a 49,9 kDa (taille attendue pour le GST-ZC-
CD40L). En revanche, en presence de NaCl 500mM, la bande & 49,9 kDa est importante alors que
la bande a 26-27 kDa est trés faible. La GST seule est probablement issue d’un clivage du GST-
CDA40L par des protéases. La présence de la bande GST-CD40L uniquement avec le tampon NaCl
peut s’expliquer de 2 maniéres : en I’absence de NaCl, soit la solubilité du GST-CD40L est nulle,
soit sa protéolyse est totale. Il est cependant peu probable que la protéolyse soit totale, d’autant
plus que nous utilisons des inhibiteurs de celle-ci. Il est plus probable que le NaCl soit
indispensable a la solubilité du GST-CD40L. Le NaCl 500 mM diminue aussi manifestement la
protéolyse puisque la bande de GST clivée est quasi invisible dans cette condition. Par la suite,
nous avons donc produit systématiquement a 20 °C et extrait dans un tampon contenant 500 mM
de NaCl.

2.2 Purification et tests d’activité fonctionnelle

2.2.1 Principe de la purification utilisée

Nous avons purifié les surnageants d’extraction sur des colonnes fixant la GST en suivant les
instructions du kit (Thermo scientific). Le procédé de base conseillé par la firme ressemble au
protocole définitif que nous avons mis au point et qui est détaillé dans le matériel et méthodes
avec quelques différences. La premiére différence est ’absence de Triton X-100 et X114 dans les
tampons de lavage et d’élution. La seconde est un pH de 8 constant tout au long de la purification.
Enfin, le nombre de lavages est réduit a 3 et les temps d’incubation sont réduits a 30 minutes pour
I’étape de binding et 15 minutes pour 1’élution. Le résultat des premiéres purifications est montré
par la Figure 25 B. On remarque qu’avant purification (partie gauche de la figure), I’échantillon
est composé de trés nombreuses protéines qui forment de multiples bandes bleues en coloration
de coomassie. Aprés purification par contre, on observe une simple bande dont le poids
moléculaire est proche de 50 kDa ce qui correspond donc a la taille théorique de GST-ZC-CD40L.
La bande est bien visible en coloration de coomassie et nous pouvons évaluer la quantité de GST-
CDA40L dans cette bande a quelques pg. En tenant compte du volume d’échantillon appliqué sur
le gel, on peut estimer grossiérement la concentration de la protéine d’intérét dans 1 ¢luat. Un
dosage de Bradford réalisé sur I’¢luat donnait 52 pg/ml et corroborait I’estimation. Comme cette
concentration restait relativement faible et que, de plus, des protéines précipitées avaient été
observées dans la colonne, nous avons tenté d’améliorer le rendement de 1’étape « colonne ». La
figure 26 A montre 2 parametres influencant fortement le rendement de cette étape : il s’agit du

pH de I’¢lution et de la concentration en NaCl de I’élution. On remarque que 1’¢luat le plus
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concentré en GST-CD40L (102 pg/ml) est obtenu avec 500 mM de NaCl et un pH d’élution de
9.5 et que ce taux diminue a mesure que la concentration en NaCl et le pH diminuent. Au pH
physiologique et a concentration en NaCl isotonique, la concentration en GST-CD40L n’est que
de 45 pg/ml environ. Nous avons remarqué qu’au-dessus de pH 9,5 le rendement n’augmente pas.
La figure 26 B illustre le meilleur rendement obtenu avec la combinaison des techniques
d’extraction mises au point précédemment et de 1’élution pH 9,5 et 500 mM NaCl. On voit en
effet une large bande de GST-CD40L purifié présente sur le cété droit du SDS-PAGE colorée au

bleu de coomassie.

2.2.2 Premier test fonctionnel

Ayant obtenu une quantité de protéine purifiée et soluble raisonnable, nous avons entrepris de
tester son activité biologique sur des cellules bovines. En 1999, Thienel et collaborateurs avaient
démontré la sécrétion de MCP-1 suite a la stimulation du CD40 des cellules endothéliales de veine
ombilicale humaine. Nous avons acquis une culture de cellules aortiques endothéliales bovines
primaire (BAEC), confirmé par western blot I’expression du CD40 a leur surface et procédé aux
tests décrits dans le matériel et méthodes. La figure 27 A montre un résultat représentatif des 3
premiers tests de dosage par ELISA du MCP-1 sécrété lors de la stimulation des BAEC. On voit
que le controle négatif général, ¢’est-a-dire le tampon d’élution seul, induit la production de 1300
pg/ml de MCP-1, valeur égale a la production basale (milieu RPMI seul), ce qui permet de veérifier
que le tampon de purification ne stimule pas les BAEC. Pour le contrble positif général de
I’expérience, c’est a dire 1 ng / ml de lipopolysaccharide (LPS), la production de MCP-1 est
supérieure a 10000 pg/ml ce qui est tres significativement supérieur (p<0,0014) aux contrdles
négatifs. Les protéines GST-CD40L induisent une forte production de MCP-1, autour de 11000
pg / ml, mais cela n’est pas di a ’activité de la protéine. En effet, le méme niveau de stimulation
est constaté lorsqu’on utilise la protéine bouillie, donc dénaturée et inactive, ce qui trahit la
présence d’endotoxines bactériennes dans 1’¢luat. On peut tirer une telle conclusion dans la
mesure o, contrairement aux protéines, le LPS résiste parfaitement a 1’ébullition (Magalhdes et

al., 2007).

123



RESULTATS

Protéines solubles (% du max)

120~
100:
80:
60:
40

20

Em 0.5 MNaCl
& 0,15 M NaCl

- o
[l
R TANET T A ST
9 O P B N6 6
FFP&SES

kDa

52—

38
31—

24—

&
7]
PR ~ ]
g 53
S &S
g & £
F & 3
Y Q@ Q

Figure 26: effet du pH et de la concentration en NaCl du tampon d’élution sur le rendement de la
purification de GST-CD40L. La figure A montre les dosages des protéines solubles retrouvées dans
I’¢lution des différentes conditions de tampons testées exprimés en % du maximum obtenu a pH 9,5 et
500 mM de NaCl. En noir les tampons avec 500 mM de NaCl et en gris les tampons avec 150 mM de
NaCl. De gauche a droite, tampons de pH décroissants (de 9,5 a 5). Les données présentées sont les
valeurs moyennes + SD de 2 dosages indépendants. La figure B montre de gauche a droite, une analyse
par coloration au bleu de coomassie de 1’extrait total de GST-ZC-CD40L, puis des éluats de colonnes
d’affinité pour la GST issus d’extraits de bactéries vides et de GST-ZC-CD40L.
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Les clichés de microscopie de la figure 27 B exposent les modifications morphologiques
exprimées par les BAEC suite aux stimulations par le tampon contréle, le LPS, le GST-CD40L et
le GST-CD40L bouilli. On remarque que 1’aspect pavimenteux régulier des cellules non activées
laisse la place a une forme étirée, voire globulaire avec perte d’adhérence au fond du puits
lorsqu’elles sont stimulées avec du LPS. La purification réalisée telle que décrite dans le
paragraphe précédent était donc incompléte et le taux d’endotoxines final trop élevé pour pouvoir
interpréter le test MCP-1.

2.3 Amélioration de la purification et preuve de I’activité du GST-CD40L

2.3.1 Echec de la chromatographie par échange d’ions

Nous avons alors tenté d’améliorer la pureté du produit final pour diminuer sa charge en LPS et
polluants divers. Nous avons sollicité I’expertise du centre d’ingénierie des protéines de I’Ulg qui
a procédé a une purification par chromatographie échangeuse d’ions. Le principe est décrit dans
le matériel et méthodes. La figure 28 compare le produit de purification issu de la colonne
¢changeuse d’anions et celui des colonnes d’affinité pour la GST précédemment utilisées apres
électrophorese et coloration au bleu de coomassie des échantillons. On constate cependant que
I’échantillon de droite issu de la colonne échangeuse d’ions contient presque autant de bandes
protéiques que I’extrait total non purifié (& gauche). Sur la méme analyse en revanche 1’échantillon
issu de la purification par colonnes d’affinité (2 gauche du marqueur) semble beaucoup plus pur
avec une seule bande apparente. Nous avons alors fait subir au produit purifié par échange d’ions
une seconde purification sur les colonnes d’affinité, puis avons testé 1’¢luat final natif et bouilli
sur les cellules BAEC. Le résultat fut une fois encore la mise en évidence d’une forte pollution
par le LPS masquant I’activité du ligand (donnée non montrée). La technique par échange d’ions
est donc totalement inefficace pour notre CD40L car elle ne permet pas de diminuer la quantité
de protéines non voulues ni la charge en LPS de I’échantillon. A ce moment, nous ne comprenions
pas exactement pourquoi notre CD40L était tant contaminé par le LPS, cependant I’incapacité de
la colonne échangeuse d’anions a éliminer le LPS s’explique assez bien. En effet, une colonne
¢changeuse d’anions est composée de charges positives retenant les molécules chargées
négativement, tel le GST-CD40L (au pH 10,5 utilisé). Le LPS est toujours chargé négativement

par ses groupements phosphates, il sera donc également retenu par la colonne.
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Figure 27: Premier test d’activation des cellules BAEC avec les GST-CD40L purifiés. A. Résultat du
dosage par ELISA du MCP-1 libéré dans le surnageant (en pg/ml) des cellules stimulées. De gauche a
droite, les productions induites par les stimulations réalisées avec le milieu seul, le tampon d’élution
seul, 1 ng/ml de LPS, 2 ug de GST-CD40L et 2 pug de GST-CD40L bouilli. Les ** représentent une
différence significative avec p<0,0014 dans le test de Student. NS représente 1’absence de différence
significative au seuil 5%. Les données présentées sont les valeurs moyennes + SD de 4 puits de culture
analysés en duplicat et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. B. Modifications
morphologiques. En haut de I’image, la stimulation par le tampon d’élution seul a gauche et la
stimulation par le LPS a 1ng/ml a droite. En bas de I’image la stimulation par le GST-CD40L purifié a
gauche et la stimulation par le GST-CD40L purifié bouilli a droite.
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Figure 28: Coloration en bleu de coomassie de 1’électrophorése des échantillons issus de 2 techniques
de purification. De gauche a droite, 1’extrait avant purification, 1I’éluat de la colonne d’affinité pour le
GST (GSH) et I’¢luat de la colonne échangeuse d’anions Q HP.
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2.3.2 Echec des colonnes de détoxification

Les tentatives d’élimination du LPS avec les colonnes Endo Trap ont échoué et les tests sur BAEC
sont restés non interprétables (données non montrées). Pire, la plupart des protéines ont disparu
en bouchant les colonnes anti-LPS. Les difficultés rencontrées pour décrocher le LPS du GST-
CD40L peuvent potentiellement s’expliquer par des interactions ioniques car si le point
isoélectrique global du GST-CD40L est égal a 8, la partie ZC-CD40L en revanche est nettement
plus basique (pi= 9,14) donc chargée positivement dans les tampons de purification. Ses charges
positives peuvent donc fixer le LPS. Nous ne pouvons pas exclure d’éventuelles interactions

hydrophobes non plus.

2.3.3 Améliorations majeures apportées par le détergent Triton-X-100

2.3.3.1 Augmentation de la solubilité et du rendement

Afin d’éliminer un maximum de contaminants, notamment les protéines non souhaitées qui
semblaient présentes en petite quantité dans les analyses coomassie, nous avons décidé d’utiliser
un détergent non dénaturant. Nous pensions que ces protéines contaminantes s’accrochaient au
GST-CD40L lui-méme et non a la matrice de la colonne car nous n’observions aucune bande dans
les analyses coomassies des échantillons issus d’extraits de bactéries vides (voir figure 26 B). De
méme, nous craignions que le GST-CD40L soit adsorbé sur d’infimes fragments de membranes
bactériennes de taille suffisamment faible pour rester dans le surnageant de lyse aprés
centrifugation a 28000 g. Le détergent devait donc permettre de rompre les interactions faibles
entre GST-CD40L et les protéines ou fragments de membranes contaminants. Nous avons donc
essayé un détergent non ionigue : le Triton X-100. Celui-ci a été ajouté au tampon d’extraction et
dans tous les tampons de lavage tel que détaillé dans le matériel et méthodes. L’efficacité de cette
nouvelle purification a été vérifiée par ELISA, électrophoréese et test d’activité montrés sur la
figure 29. La figure 29 A montre les dosages par ELISA anti-GST du produit d’élution et du résidu
protéique coinceé inutilisable dans la colonne de purification pour les conditions avec et sans Triton
X-100. On voit que la purification avec le Triton X-100 est significativement (p=0,0016) plus
productive et que la perte de protéines par précipitation dans la colonne est tres significativement
plus faible (p=0,0004) comparé a la condition sans Triton X-100. Cette solubilité augmentée n’est
cependant pas trop surprenante sachant que le CD40L seul s’était montré soluble uniquement dans
les tampons dénaturants et detergents. La figure 29 B met en évidence une extraction globalement
plus efficace et surtout une augmentation du rendement de la purification dans la condition Triton-
X-100. L’¢éluat y est beaucoup plus concentré qui se traduit par une bande beaucoup plus épaisse

a la hauteur attendue pour GST-CD40L (fleche noire). Il ne semble cependant pas y avoir
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d’augmentation de pureté dans la mesure ou les quelques traces de bandes protéiques inconnues
de I’¢éluat semblent présentes dans les 2 conditions. Par la suite, comme expliqué dans le matériel
et méthodes, le Triton X-114 a été rajouté a la fin du protocole de purification. Il est naturel de se
demander pourquoi rajouter une étape de retrait du détergent apres 1’¢lution alors qu’il suffisait
de ne plus en mettre dans les 2 derniers lavages. Au final les protéines se retrouvent dans un
tampon sans détergent dans les 2 cas ; cependant, 1’étape de décrochage (élution) des protéines
semble étre une étape critique qui favorise la précipitation. Il est donc préférable que cette étape
ait lieu dans un tampon contenant le detergent Triton qui favorise la solubilité. Nous remarquerons
que ceci n’est qu’une hypothése pour tenter d’expliquer le rendement 5 fois supérieur (données

non montrées) obtenu avec ce dernier procédé de purification.

2.3.3.2 Elimination du LPS

De nouveaux tests fonctionnels ont été réalisés avec ces derniers éluats. Le premier de ces tests a
montré qu’un résidu de Triton dans 1’¢éluat tuait les cellules endothéliales (données non montrées)
et nous avons donc procéde au retrait du Triton des tampons des 2 derniers lavages de la colonne
anti-GST. Cette fois, comme le montre la figure 30 A, nous avons démontré que 1’activité du
GST-CD40L produit n’était pas due a la pollution par le LPS, le GST-CD40L bouilli n’activant
plus du tout (p= 0,0015 comparé a 1’échantillon non bouilli) les BAEC. La figure 30 B montre
enfin les modifications morphologiques visibles sur les BAEC activées, en haut de I’image, par
le GST-CD40L purifié avec le Triton X-100. On voit en bas de I’image que la stimulation avec le
GST-CDA40L purifie avec Triton X-100 et bouilli n’induit plus de modifications morphologiques.
Cela confirme qu’il ne contient plus de LPS. La disparition du LPS s’explique en fait par 1’effet
du Triton X-100.
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Figure 29: Dosage ELISA et analyse par SDS-PAGE colorée en coomassie d’échantillons purifiés avec
et sans Triton X-100. A : Dosage par ELISA anti-GST d’¢luats des colonnes de purification par affinité
pour le GST. De gauche a droite, éluat (dilué 30x) purifié avec Triton X-100, éluat (dilué 30x) purifié
sans Triton X-100, résidu de la colonne aprés purification avec Triton X-100 et résidu de la colonne
aprés purification sans Triton X-100. Les ** et les *** représentent des différences significatives avec
respectivement p< 0,0016 et p=0,0004 dans le test de Student. Les données présentées sont les valeurs
moyennes + SD de triplicats du méme dosage et sont représentatives de 3 expériences indépendantes.
B: coloration au bleu de coomassie de SDS-PAGE d’échantillons d’extraction et de purification. De
gauche a droite, extrait total sans Triton X-100, extrait total avec Triton X-100, élution de purification
avec Triton X-100 et élution de purification sans Triton X-100.
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Figure 30: Test d’activation des cellules BAEC avec les GST-CD40L purifiés avec Triton X-100. La
figure A montre le résultat du dosage par ELISA du MCP-1 libéré dans le surnageant (en pg/ml) des
cellules stimulées. De gauche a droite, les productions induites par les stimulations réalisées avec le
tampon d’élution seul, 1 ng/ml de LPS, 2 ug de GST-CD40L purifié avec Triton X-100 et 2 ug de GST-
CDA40L purifié avec Triton X-100 et bouilli. Les ** représentent une différence significative (p=0,0015,
test de Student). Les données présentées sont les valeurs moyennes + SD de 4 puits de culture analysés
en duplicat et sont représentatives de 3 expériences indépendantes. La figure B montre les modifications
morphologiques visibles sur les mémes cellules BAEC activées. En haut de I’image, la stimulation par
le GST-CD40L purifié avec Triton X-100 et en bas, la stimulation par le GST-CD40L purifié avec
Triton X-100 et bouilli.
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Fig 31. Analyse par western blot anti-GST et coloration de coomassie des produits d’extraction et de
purification de GST-CD40L et de la protéine contrble GST. Les fleches horizontales représentent les
bandes de taille attendue pour GST-CD40L. Les fléches verticales représentent les bandes de taille
attendue pour le contréle GST. La figure A montre I’analyse western blot de 1’extrait total et de 1’¢luat
purifié de GST seul a gauche et de GST-CD40L a droite. La figure B montre les mémes échantillons

traités en bleu de coomassie.
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3 Production d’une protéine controle

Le GST-CD40L bouilli semblait étre un bon contréle négatif, cependant, nous voulions Vérifier
si une protéine n’activant pas le CD40 mais produite et purifiée exactement selon le méme procédé
que le GST-CD40L donnerait les mémes résultats que le contréle bouilli. En effet, le fait de faire
bouillir le GST-CD40L représentait une manipulation supplémentaire importante que ne subissait
pas le GST-CD40L de la condition non bouillie et pouvait biaiser les résultats. Nous avons donc
choisi de produire et de purifier la partie GST seule. La figure 31 A montre 1’analyse par western
blot anti-GST des produits d’extraction et de purification de la GST issue de la construction GST
seule et du GST-CDA40L. On vérifie que la bande obtenue pour le GST-CD40L est toujours proche
de 50 kDa (fleche horizontale). On voit également que la bande obtenue pour la GST purifiée
seule (fleche verticale continue) est proche de 29 kDa, ce qui est la taille théorique attendue pour
cette protéine recombinante, mais est suppérieur a la taille de la GST de shistosoma japonicum du
kit Invitrogen (27 kDa). Nous avons en effet allongé la séquence avec les acides aminés de la zone
de jonction entre GST et CD40L présente dans la protéine de fusion. Il s’agit en fait d’une
précaution prise pour que la protéine contrdle ne differe de la protéine de fusion que par I’absence
de la séquence exacte du CD40L, supprimant ainsi toute différence d’effet (entre GST-CD40L et
GST controle) qui ne serait pas due a I’activité propre du CD40L. La figure 31 B montre un gel
équivalent traité au bleu de coomassie. Les fleches correspondent aux explications déja données
pour la figure A. On remarque que la concentration en protéine GST dans 1’éluat est plus
importante que celle en CD40L. La GST se fixe probablement mieux que GST-CD40L sur sa
colonne spécifique tout en étant plus soluble. La figure 32 montre I’effet de la stimulation des
cellules BAEC avec la GST purifiée avec ou sans Triton X-114. Comme pour le GST-CD40L,
I’éluat issu de la purification sans Triton aboutit a une protéine contaminée par du LPS. En effet,
la GST n’est pas censée activer les cellules endothéliales, or la production de MCP-1 est proche
de la production maximale. De plus, si cela était d a un effet réel de la protéine, le traitement par
¢bullition de I’échantillon I’aurait abrogé. La confirmation de cette pollution nous est encore une
fois donnée par le test de 1’échantillon purifi¢ avec le Triton X-114, dans lequel la GST n’active
pas les BAEC. La différence entre la GST purifiée avec et sans Triton est significative (p=0,006)
et cela justifie I'utilisation de la GST comme contrdle négatif. En effet, la GST réagit bien comme
le GST-CDA40L lors de la purification car elle fixe le LPS (ce n’était pas certain étant donné le pi

de 6,1 de la GST) et en est débarrassée par le détergent.
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4 Validation de ’activité dans 2 tests fonctionnels différents

4.1 Test de stimulation de cellules endothéliales bovines

La figure 33 montre le dosage du MCP-1 dans les surnageants de BAEC stimulées avec des doses
croissantes de LPS, GST, GST-CD40L ou avec la dose maximale (1pg /ml) de GST-CD40L
bouilli. On remarque que le tampon d’élution et la GST seule n’activent pas les BAEC, de méme
que le GST-CD40L bouilli. En revanche, le test est extrémement sensible au LPS, car la dose de
1 pg de LPS par ml est suffisante pour multiplier la production basale par 2. Cette dose active
également les BAEC 2 fois plus que le GST-CD40L bouilli a 1 pg/ml (différence significative
avec p= 0,0117), ce qui prouve que notre adjuvant purifié¢ contient moins d’ 1 ng de LPS /mg de
GST-CD40L. Nous pouvons également signaler que des essais avec 10 pg/ml de GST-CD40L
bouilli ont été realisés (données non montrées) sans que la production de MCP-1 n’augmente ce
qui prouve que le niveau de pollution est en fait inférieur a 0,1 ng LPS par mg de GST-CD40L.
En ce qui concerne I’efficacit¢é du GST-CD40L, ce test met en évidence 2 particularités. La
premicére est I’effet dose-dépendant du GST-CD40L avec une sécrétion de MCP-1 qui augmente
régulicrement avec la quantité ajoutée sur les cellules. La seconde est 1’existence d’une dose
minimale activatrice : 2 ng/ml de GST-CD40L sont ainsi significativement plus efficaces que la
méme dose de GST (p= 0,0037; test de student). Cette dose seuil a d’ailleurs été retrouvée dans

toutes les expériences ultérieures de stimulation des BAEC.
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Figure 32: Mesure de la production de MCP-1 des cellules BAEC stimulées avec les protéines GST
contrbles purifiées avec et sans Triton X-100. De gauche a droite, les productions induites par les
stimulations réalisées avec le milieu seul, le tampon d’élution seul, 1 ng/ml de LPS, 2 pg de GST purifié
sans Triton X-100, 2 pg de GST purifié avec Triton X-100 et bouilli, 2 ug de GST purifié avec Triton
X-100 et 2 pug de GST purifié avec Triton X-100 et bouilli. Les ** représentent une différence
significative (p=0,006 avec le test de Student). Les données représentent les valeurs moyennes + SD de
4 puits de cultures analysés chacun en duplicat et sont représentatives de 3 expériences indépendantes.
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Figure 33. Dosage de la chimiokine MCP-1 dans les surnageants de culture de cellules aortiques bovines
par ELISA anti-MCP-1. Les cellules ont été stimulées avec des doses croissantes de GST-CD40L ou de
contrble GST. Le GST-CD40L bouilli, le tampon d’élution et le LPS on été utilisés respectivement
comme contrdles négatifs et positifs. Les ** et * représentent une différence significative avec p<0,0037
et p= 0,017 respectivement dans le test de Student. Les données représentent les valeurs moyennes +
SD de 4 puits de culture analysés chacun en duplicat et sont représentatives de 3 expériences
indépendantes.
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4.2 Test de prolifération et d’agrégation des lymphocytes B

Les lymphocytes B bovins isolés et cultivés avec de I’IL-4 comme décrit dans le matériel et
méthodes ont été stimulés avec le tampon d’¢lution, le LPS ou les protéines recombinantes
purifiées GST et GST-CD40L. L’activation du CD40 des lymphocytes B est en effet connue
depuis longtemps (Banchereau et al., 1991) pour induire leur prolifération. La figure 34 A montre
la prolifération, évaluée grace a la mesure de I’incorporation de thymidine tritiée, de lymphocytes
bovins, stimulés par différentes doses de LPS ou de protéines recombinantes GST et GST-CD40L.
On note que I’effet du LPS augmente avec la dose et que 5000 ng de LPS par ml n’induisent
qu’une prolifération modeste (13 fois le niveau basal) comparé a 5000 ng de GST-CD40L (105
fois le niveau basal). De plus, a partir de 20 ng de GST-CD40L par ml, la prolifération des
Lymphocytes B est significative avec p= 0,0002 par rapport a la méme dose de GST. Cette
prolifération augmente a mesure que la dose de GST-CD40L augmente. La figure 34 B permet
d’observer le phénomeéne d’agrégation des lymphocytes B bovins induit par la stimulation du
CD40. Cet effet a été décrit dés 1988 par Gordon et collaborateurs. On remarque que 1’agrégation
augmente avec la dose de GST-CD40L. Par contre, ni le contrdle GST, ni le LPS ne stimulent

I’agrégation des lymphocytes B.
4.3 Comparaison avec activité des CD40L commerciaux

La figure 35 A montre la prolifération des lymphocytes B bovins stimulés avec notre GST-CD40L
ou avec les CD40L commerciaux. On remarque que le CD40L de souris n’induit aucune
prolifération, quelle que soit la dose. Le GST-CD40L humain induit une prolifération
significative, diminuée quand on utilise la protéine bouillie. Il semble donc avoir une activité sur
les récepteurs bovins. Cependant, 1’ébullition ne supprime que 50% de cette activité, ce qui montre
une forte pollution par le LPS. De plus, ’activit¢ du GST-CD40L humain non bouilli reste
modérée et n’est pas significativement différente de celle induite par 2000 ng/ml de LPS. En
comparaison, notre GST-CD40L bovin active 2,15 fois plus fortement les lymphocytes B et perd
toute activité lorsque dénaturé par 1’ébullition. La figure 35 B montre que seul notre GST- CD40L
induit, sur ces mémes lymphocytes B, une agrégation supérieure a celle provoquée par le LPS.
Comme le montre la figure 35 C, le test de stimulation des cellules endothéliales avec les CD40L

humains et de souris n’a pas révélé d’activité fonctionnelle spécifique.
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Figure 34: Activation des lymphocytes B bovins par la protéine GST-CD40L. A. Prolifération des
lymphocytes B bovins cultivés pendant 90 heures en présence d’IL-4 et de 20 a 5000 ng/ml de protéine
GST contrdle, de GST-CD40L ou de LPS. La thymidine tritiée a été ajoutée lors des 18 derniéres heures
de culture. Les *** représentent une différence significative (p<0,0009) dans le test de Student. Les
données représentent les valeurs moyennes + SD de 6 puits de culture et sont représentatives de 3
expériences indépendantes. B. Agrégation des lymphocytes B stimulés avec 0 a 5000 ng/ml de protéine
GST contrle, de GST-CD40L ou de LPS. Les résultats sont représentatifs de 3 expériences
indépendantes.
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Fig 35. Comparaison de I’activité du GST-CD40L bovin a celle des CD40L commerciaux humains et
de souris lors des tests fonctionnels. A. Prolifération des lymphocytes B bovins stimulés respectivement
de gauche a droite avec le milieu seul, 2000ng/ml de LPS et 3 doses (50 ng/ml, 1000 ng/ml ou 1000
ng/ml bouilli) de différents CD40L. En noir, notre GST-CD40L, en blanc le GST-CD40L humain
commercial et en damier le CD40L de souris commercial. B. Agrégation observée au microscope
optique de ces mémes lymphocytes B. C. Production de MCP-1 par les cellules endothéliales bovines
stimulées avec 5 ng/ml de LPS ou 200 ng/ml des différents CD40L natifs ou bouillis. Le code de
couleurs est identique a celui du A. D. Prolifération des PBMC bovins stimulés respectivement de
gauche a droite avec le milieu seul, 2000 ng/ml de LPS, 1000 ng/ml de GST et 5 doses (20 ng/ml, 100
ng/ml, 1000 ng/ml, 1000 ng/ml bouilli ou 5000 ng/ml) de différents CD40L. Le code de couleurs est
toujours identique a celui du A.
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Il a confirmé I’inactivité du CD40L de souris et la pollution du GST-CD40L humain par du LPS.
Enfin, figure 35 D, un test de prolifération identique a celui des lymphocytes B a éte réalisé sur
des PBMC bovins. On remarque que notre GST-CD40L a induit une trés forte prolifération de ces
cellules (plus del0 fois), complétement abrogée par 1’ébullition préalable de la protéine. Par
contre, les CD40L commerciaux ont simplement induit une prolifération légerement inférieure a

celle provoquée par 2000 ng/ml de LPS, soit entre 1,5 et 2 fois.

5 Evaluation des interactions physiques ligand-ligand et récepteur-

ligand

5.1 Interaction ligand-ligand

La figure 36 A montre I’analyse par western blot de GST-CD40L réalisée apres électrophorése
SDS-PAGE, c¢’est-a-dire en condition dénaturante. La figure 36 B montre par contre une analyse
par western blot réalisée aprés une électrophorese non dénaturante permettant de conserver les
structures tertiaires et quaternaires (respectivement les liaisons faibles intra et intermoléculaires).
La protéine GST-CD40L apparait ici sous la forme de 3 bandes de tailles différentes
correspondant, pour les 2 plus grosses au moins, a des multimeres. On ne peut en effet pas savoir
si la plus petite bande est un monomere ou un multimere, I’échelle de poids moléculaire n’étant
pas pertinente en électrophorése native. La présence de ces 3 bandes en électrophorése native
laisse penser que de petits multiméres peuvent s’associer entre eux par liaisons faibles, formant
des multi-multimeéres. Cette méme analyse (SDS et native PAGE) a également été réalisée pour
le controle GST seul qui n’a montré aucune multimérisation (figure 37), bien que la littérature
donne aux protéines GST une structure dimérique lors du fonctionnement de I’enzyme (Lim et
al., 1994). Dans notre cas, la multimérisation semble donc due aux propriétés intrinseques du
CD40L. Nous devons signaler ici que d’autres modifications post traductionnelles de la protéine,
telle la glycosylation sur le trio Asn-Val-Thr situé 20 aas en amont de 1’extrémité C-terminale

(Banchereau et al, 2000), ne sont pas possibles en E. coli.
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Figure 36: Analyse par Western blot anti-GST montrant la multimérisation du GST-CD40L.. Les fléches
en pointillé et continues représentent respectivement les formes monomériques et multimériques de la
protéine. La double fléche continue peut représenter une forme mono ou multi-mérique. A.
Electrophorése SDS-PAGE du GST-CD40L. B. Electrophorése en condition native du GST-CD40L.
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Figure 37: Western blot anti-GST évaluant la multimérisation de la protéine contrdle GST seule. A
gauche, électrophorése SDS-PAGE. A droite, électrophorese en condition native.
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5.2 Interaction ligand-récepteur

Nous avons voulu vérifier si le GST-CD40L se fixait bien sur le récepteur CD40. Pour cela nous
avons transfecté des cellules Cos-7 avec des plasmides pcDNA3.1 vides ou codant pour le
récepteur CD40 bovin (CD40) et avons incubé ces cellules avec le GST-CD40L ou le GST puis
des anticorps de détection comme expliqué dans le matériel et méthodes. Nous avons évalué par
FACS (figure 38), la présence d’anticorps de détection (couplés a un fluorochrome) fixés sur les
cellules. La figure 38 A montre la fluorescence dans les 2 premiers contrdles négatifs, c’est-a-dire
les incubations avec la GST seule des Cos transfectées avec pcDNA vide ou pcDNA codant pour
CD40. Cette fluorescence est inférieure au seuil de positivité et identique pour ces 2 contrdles. La
figure 38 B met en évidence une nette augmentation de fluorescence pour la condition incubée
avec GST-CD40L et transfectée avec le récepteur CD40 par rapport a la condition transfectée
avec le plasmide vide (3° controle). Les 3 différents contrdles négatifs nous assurent que cette
augmentation de fluorescence n’est due qu’a la liaison spécifique du ligand sur le récepteur. En
observant la figure 38, on pourrait étre tenté de dire que la fixation n’est pas trés bonne vu le faible
taux de cellules positives. Celui-ci n’était en effet que de 16 % (donnée non montrée) mais ne
peut étre interprété qu’en prenant en compte 1’efficacité de la transfection. Ainsi le taux de cellules
Cos bien transfectées et exprimant correctement le récepteur CD40 ne dépassait probablement pas
20% (donnée évaluee a partir de transfections avec GFP), ce qui explique que peu de cellules aient

été marquées.
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Figure 38. Vérification de la capacité de liaison du GST-CD40L sur son récepteur. A. Tracé montrant
Iintensité de la fluorescence des cellules Cos-7 transfectées avec un plasmide codant pour le CD40
bovin ou un plasmide vide et incubées avec le contréle GST. B. Intensité de la fluorescence des cellules
Cos-7 transfectées avec un plasmide vide ou codant pour le CD40 bovin et incubées avec GST-CD40L.

Les résultats sont représentatifs de 3 expériences

indépendantes.
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CHAPITRE 2: CLONAGE DU CD40L BOVIN EN CELLULES DE
MAMMIFERES

Comme vu dans I’introduction, la vaccination ADN présente de nombreux avantages. Pour
réaliser cette vaccination ADN, il est nécessaire de cloner le CD40L dans un vecteur permettant

I’expression dans les cellules de mammifeéres.

1 Production

1.1 Technique

Nous avons commencé par cloner les 4 mémes formes de CD40L décrites pour la production en
E. coli. Nous avons procédé comme décrit dans le matériel et méthodes pour introduire les
séquences d’intérét dans les plasmides pcDNA3.1" spécialement congus pour la production en
cellules Cos-7. Les cellules Cos ont d’abord été transfectées avec les pcDNA3.1" vides ou codant
pour ces 4 formes de CD40L selon le protocole standard et la production a été évaluée par western
blot anti-CD40L.

1.2 Problémes rencontreés

Aucune protéine d’intérét n’a pu étre détectée lors des premiers essais, ni dans les culots
cellulaires, ni dans les surnageants. L’inefficacité des anticorps de détection, la concentration trop

faible ou encore I’absence totale de production étaient trois explications potentielles a cet échec.

1.2.1 Absence de la protéine dans les culots cellulaires

1.2.1.1 Détection inefficace

Nous avons changé d’anticorps anti-CD40L, et analysé culots et surnageants par western blot en
utilisant 2 nouveaux anti-CD40L efficaces sur les productions bactériennes. Mais aucun des anti-
CD40L N-term ou anti-CD40L C-term n’a pu mettre en évidence de bandes spécifiques dans les

extraits de cellules transfectées avec les pcDNA3.1* codant pour les 4 formes de CD40L.
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Des expériences d’immuno-précipitation et de concentration des surnageants avant analyse ont
¢galement €té réalisées sans succes a cette époque (non détaillé et non montré). Nous n’avions

alors pas d’évidences en faveur d’un probleme de détection.

1.2.1.2 Production inefficace

Hypothése

Ne sachant pas par quoi commencer, nous avons décidé de calquer notre technique sur la méthode
de Chubet et Brizzard (BioTechniques, 1996) : nous avons remplacé le peptide signal de
I’hormone de croissance humaine par le peptide signal du plasminogéne puis par celui du
preprotrypsinogéne. Cela n’a eu aucun effet. Nous avons alors recherché la cause du probléme de
manicre plus systématique. Tout d’abord, nous avons voulu vérifier si la séquence était bien
transcrite. Pour cela nous avons réalisé une RT-PCR sur I’ARN extrait des cellules Cos-7
transfectées comme détaillé dans le matériel et méthodes. La figure 39 A montre le résultat de
cette expérience. On remarque que toutes les transfections a base de CD40L, quelle que soit la
forme ou le peptide signal ont permis I’apparition d’une bande dont le nombre de paires de bases
est proche de celui attendu pour le C-CD40L. Cette bande n’apparait pas pour le contrdle plasmide
vide ou le « contrdle technique » du puits sans ADN. De plus, le contréle interne GAPDH de la
figure 39 B montre que les quantités totales d’ADNCc issues de la RT étaient identiques dans la
condition plasmide vide et les conditions pcDNA3.1-CD40L. On peut alors conclure que de
I’ARNm codant pour ces différentes formes de CD40L a bien été produit suite a la transfection

par les constructions pcDNA3.1-CD40L.
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Figure 39: Electrophorése des produits PCR issus de la RT des extraits de cellules Cos transfectées. La
figure A montre le résultat obtenu lorsque la PCR est réalisée avec les primers spécifiques de la forme
C-CDA40L. De gauche a droite, les échantillons sont issus de transfections par les plasmides codant pour
L-CD40L, ZL-CD40L, C-CD40L, ZC-CD40L, pCDNA vide, L-CD40 avec peptide signal de la GH, L-
CDA40L sans petide signal et le dernier puits sans cDNA. La figure B montre le résultat obtenu lorsque
la PCR est réalisée avec les primers spécifiques de GAPDH. De gauche a droite, les échantillons sont
identiques a ceux de la figure A.
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La transcription a donc bien eu lieu et il s’agit en conséquence d’un probléme traductionnel ou
post-traductionnel. Nous avons alors pensé que la protéine était probablement produite mais

dégradée complétement.

Confirmation

Nous avons essayé d’empécher cette dégradation potentielle en inhibant le protéasome des
cellules Cos avec I’inhibiteur MG132 (voir matériel et méthodes). Le résultat a été immédiat
comme le montre, sur la figure 40 A, I’analyse par western blot d’échantillons de culot cellulaire
de Cos-7 transfectées avec le ZC-CD40L et traitées ou non avec du MG132. A droite de la figure,
I’échantillon de culot cellulaire de Cos-7 traitées avec MG132 laisse apparaitre une bande de prés
de 25 kDa. A gauche, dans 1’échantillon non traité, cette bande n’apparait pas. La bande obtenue
est donc bien la protéine CD40L produite en cellules de mammifeéres, ce qui prouve que la protéine
est habituellement traduite mais dégradée par le protéasome.

1.2.2 Absence de la protéine dans les surnageants

1.2.2.1 Détection inefficace

Méme apres avoir reussi a détecter par western blot les CD40L dans les culots de cellules Cos-7,
nous n’y parvenions toujours pas dans les surnageants. Nous avons alors décidé d’augmenter la
sensibilité du test de détection en utilisant ’ELISA anti-GST. La figure 41 montre le premier
dosage par ELISA anti-GST réalisé sur des surnageants de Cos-7 transfectées avec les plasmides
codant pour GST-CD40L ou contréles. On remarque que la densité optique (figure 41 A) ainsi
que la concentration protéique (figure 41 B) obtenue pour les conditions transfectées avec les
plasmides GST et GST-ZC-CDA40L est significativement supérieure (p<0,0006 ; test de t) a celle
obtenue avec les contrbles plasmides vides ou plasmides codant pour ZC-CD40L. La GST et le
GST-ZC-CD40L ont donc bien été produits dans le surnageant des Cos transfectées. Ce résultat
confirme aussi que cet ELISA anti-GST a une plus grande sensibilité que le western blot employé
jusque-la. Pour détecter les formes sans GST, nous avons utilisé un autre dosage ELISA, basé sur
un coating avec un anticorps anti-FLAG (voir matériel et méthodes). En effet, nous avions
préalablement couplé le peptide FLAG a I’extrémité N-Terminale de toutes les formes de CD40L,
y compris les GST-CD40L comme expliqué au point précédent. Nous avons alors pu comparer

les productions de formes avec et sans GST.
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Figure 40: analyse western blot anti-CD40L montrant 1’effet du MG132 et du peptide signal sur la
production en cellules Cos-7. La figure A montre 1’analyse d’extraits de culots de cellules Cos
transfectées avec le pcDNA codant pour ZC-CD40L avec et sans MG132. De gauche a droite,
échantillon issu de la transfection avec le protocole standard et échantillon issu du traitement avec
MG132. La figure B montre, de gauche a droite, I’analyse d’extraits de transfections réalisées sans et
avec peptide signal du preprotrypsinogéne (PR).
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Figure 41: dosage par ELISA anti-GST de surnageants de Cos-7 transfectées. De gauche a droite,
transfection réalisée avec contréle négatif pcDNA vide, puis codant pour ZC-CD40L (second contble
négatif), GST et GST-ZC-CD40L. La figure A donne les DO obtenues lors du premier dosage réalisé.
La figure B donne les concentrations en GST-CD40L évaluées, grace au dosage simultané d’un
échantillon purifié de GST-CD40L de concentration connue. Les *** représentent des DO
significativement différentes des contrdles (p<0,0006, test de t). Les données présentées sont les valeurs
moyennes + SD de 3 duplicats et sont représentatives de 3 expériences.
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La figure 42 A montre, a gauche un schéma de la technique de détection employée et a droite le
résultat du dosage des formes FLAG-GST-CD40L avec un anticorps de détection anti GST. On
remarque que tous les dosages d’échantillons issus des formes contenant le GST sont caractérisés
par une DO tres significativement supérieure (p < 0,0004 ; test de t) a celle de I’échantillon FLAG-
ZC-CDA40L, contrdle négatif ne contenant pas le GST donc non détecté par cet ELISA. Toutes ces
formes ont donc bien été produites, avec un maximum de production pour FLAG-GST-ZC-
CD40L et FLAG-GST. Lafigure 42 B rappelle de méme, a gauche, le schéma technique et montre,
a droite, le reésultat du dosage des formes FLAG-CD40L avec I’anticorps de détection anti-
CD40L-rm. On remarque que tous les dosages d’échantillons issus des formes contenant le
CDA40L sont caractérisés par une DO significativement supérieure (p < 0,002, test de t) a celle de
I’échantillon FLAG-GST, contrdle négatif ne contenant pas le CD40. Les 8 formes ont donc bien

été produites.
1.2.2.2 Production trop faible

Nous avons commence par évaluer la quantité de GST-CD40L présente dans les surnageants de
Cos-7. Pour cela, du GST-CD40L purifié produit en bactéries a été utilisé comme étalon tel que
décrit dans le matériel et méthodes. Les dosages par ELISA des surnageants de cellules Cos
transfectées ont montré des concentrations en protéines GST-CD40L d’environ 80 ng/ml (voir
figure 41 B) Nous avons alors tenté d’augmenter la concentration de la protéine produite dans le

surnageant des Cos-7.

Deux stratégies ont été utilisées : améliorer ’efficacité de la transfection et diminuer le volume
de milieu de culture par quantité de cellules. La production a été suffisamment améliorée pour
qu’une bande de GST-CD40L apparaisse pour la premicre fois a I’analyse western blot de la figure
43 A. Apres quelques essais supplémentaires, la production de protéine et la sensibilité de notre
analyse western blot est devenue suffisante pour observer des bandes de formes CD40L non
couplées au GST. La figure 43 B montre ainsi le résultat du western blot anti-CD40L-rm realisé
sur des échantillons de surnageants de Cos transfectées avec les plasmides codant pour CD40L.
On voit que les échantillons de surnageants issus des transfections par les 4 plasmides codants
pour les formes de FLAG-CD40L montrent tous une bande différente. Aucune bande n’est, par
contre, apparue pour 1’échantillon issu du contrdle plasmide vide. La figure 43 C montre I’analyse
par western blot d’un échantillon de surnageant de Cos transfectées en parallele avec un

échantillon contenant 25 ng de protéine purifiee.
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Figure 42: dosage par ELISA anti-FLAG de surnageants de Cos-7 transfectées. La figure A montre les
dosages des formes GST avec ’anticorps de détection anti-GST. De gauche a droite, transfection avec
pcDNA codant pour CD40L sans GST (contrdle négatif), puis pour la GST, la forme longue, la forme
longue avec motif de trimérisation, la forme courte et enfin la forme courte avec motif de trimerisation.
La figure B montre le dosage des formes sans GST avec I’anticorps de détection anti CD40L. La GST
sert de contdle négatif et les formes sans GST sont placées dans le méme ordre que les formes GST de
la figure A. Le ** et les *** représentent des DO significativement différentes des contéles (p= 0,002
et p<0,0004 respectivement dans le test de t). Les données présentées sont les valeurs moyennes + SD
de 3 expériences indépendantes.
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Fig 43: Analyses western blot de surnageants de cellules Cos transfectées et de protéines purifiées. La
figure A expose la premiere analyse par western blot anti-GST d’un échantillon de surnageant de cellules
Cos transfectées avec le protocole final de transfection. De gauche a droite, la protéine purifiée servant
de contrdle positif et le GST-ZC-CD40L produit en Cos. La figure B montre 1’analyse par anticorps
anti-CD40L de 5 surnageants de Cos-7 transfectées avec des plasmides vides sur la bande de gauche,
ou codant pour les 4 formes de CD40L non couplés a la GST sur le reste de I’image. La figure C compare
la bande de GST-ZC-CD40L obtenue par analyse anti-GST d’un surnageant de Cos transfectées (a
droite) a la bande obtenue avec une dose connue de protéines purifiées (a gauche).
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L’intensité similaire des 2 bandes spécifiques confirme la présence d’environ 25 ng de GST-

CD40L par 100 ul de surnageant, c’est-a-dire 250 ng/ml.

1.3 Solutions

La protéine étant dégradée par le protéasome, nous nous sommes alors demandé comment
diminuer cette dégradation. Nous avons décidé d’agir sur 2 points pour €éloigner notre protéine du

protéasome : stimuler sa sécrétion et éviter sa précipitation.

1.3.1 Stimulation de la sécrétion

Stimuler la sécrétion en améliorant 1’adressage pour dévier la protéine de sa route vers le
protéasome a été le premier point du travail. Nous avons testé a nouveau les 3 peptides signal
décrits plus haut, mais en présence d’inhibiteur du protéasome cette fois pour démasquer le
peptide le plus efficace. Les 3 peptides testés se sont montrés presque équivalents (donnée non
montrée). La figure 40 B montre la production de CD40L en présence du MG132 dans les culots
de Cos transfectées avec CD40L en absence, a gauche, ou en présence, a droite, d’un peptide
signal. Il faut donc un peptide signal pour augmenter la production, mais le choix de celui-ci ne
semble pas crucial. Nous avons gardé pour la suite le peptide signal du preprotrypsinogéne qui

semblait avoir un Iéger avantage sur les 2 autres.

1.3.2 Stabilisation de la protéine

Ce sont les protéines instables, mal repliées ou précipitées, qui sont dégradées par la voie du
protéasome. Pour améliorer cette stabilit€, nous avons produit d’autres constructions
plasmidiques : une avec la séquence du CD40L bovin entier (car forme la plus naturelle et de plus
transmembranaire), une autre avec la séquence du ligand fusionnée a celle de la protéine du
surfactant bovin et une derniere dont la sequence était fusionnée a celle de la GST. Le CD40L
entier et le CD40L fusionné avec le surfactant ne furent jamais détectés, méme en présence de
MG132, ni dans les culots ni dans les surnageants. Les formes fusionnées a la GST ont bien été
produites. Nous avons cloné les 4 mémes formes de GST-CD40L plus la GST décrites pour la
production en E. coli. Nous avons procédé comme décrit dans le matériel et méthodes pour
introduire les séquences d’intérét dans les plasmides pcDNA3.1". Les cellules Cos ont ensuite été
transfectées avec les pcDNA3.1* vides ou codant pour ces 4 formes de GST-CD40L ou GST. Les
surnageants et les culots ont enfin été récoltés comme décrit précédemment. L’analyse par western

blot anti GST de la figure 44 montre la présence des GST-CD40L et de la GST dans les culots
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des Cos transfectées sans MG132. La dégradation des CD40L semblait donc étre fortement

diminuée par la fusion avec la GST.

1.3.3 Amélioration de la détection

Avant de pouvoir conclure a la nécessité de produire des protéines de fusion GST-CD40L en
cellules de mammiferes, il restait une question : le GST-CD40L vy était-il réellement plus stable
et moins dégradé que le CD40L ou était-ce simplement que nous avions un anticorps anti-GST
beaucoup plus performant que I’anti CD40L? Le GST-CD40L et le CD40L pourraient en effet
étre produits et dégradés en quantité identique mais nous ne détecterions que le GST-CD40L gréace
a I’anti-GST de tres forte affinité. Pour répondre a cette question, nous avons ajouté un peptide
FLAG au debut de la séquence des CD40L et des GST-CD40L. Ce peptide présente le double
avantage de ne pas perturber la fonction de la protéine a laquelle il est associé, car il est de tres
petite taille (8 aa), et d’étre la cible de nombreux anticorps commerciaux tres efficaces. La figure
45 présente ’analyse western blot anti-FLAG des culots de Cos transfectées sans MG132 avec
les formes FLAG-GST-CD40L (Figure 45 A) et FLAG-CDA40L (figure 45 B). Dans la figure 45
A, les tailles attendues pour FLAG-GST-L-CD40L, FLAG-GST-ZL-CD40L, FLAG-GST-C-
CD40L et FLAG-GST-ZC-CD40L sont respectivement 54.7, 58.9, 46.7 et 50.8 kDa et
correspondent aux bandes observées de gauche a droite. Dans la partie B, les tailles attendues pour
FLAG-L-CD40L, FLAG-ZL-CD40L, FLAG-C-CD40L et FLAG-ZC-CD40L sont
respectivement 25.3, 29.5, 17.3 et 21.5 kDa et correspondent aux bandes observées de gauche a
droite. La production a donc bien lieu pour le CD40L non fusionné a la GST et il ne semble pas
y avoir de production supérieure pour les formes GST-CD40L. La dégradation de la protéine
d’intérét dans le protéasome, méme si elle demeure conséquente, n’est pas totale et c’est donc un
déficit dans notre technique de détection qui était majoritairement responsable de son absence
dans les analyses réalisées.
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Fig 44: analyses par western blot anti-GST d’extraits issus des transfections avec les pcDNA codant
pour les formes GST-CD40L. De gauche a droite, extraits correspondant au pcDNA vide, au pcDNA-
GST, au pcDNA-GST-C-CD40L et au pcDNA-GST-ZC-CDA40L.
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Figure 45: analyse par western blot anti-FLAG d’extraits de culots de cellules Cos transfectées. La figure
A montre ’analyse des extraits correspondants aux formes FLAG-GST-CD40L. De gauche a droite,
transfection avec pcDNA vide, forme longue, forme longue avec motif de trimérisation, forme courte et
forme courte avec motif de trimerisation. La figure B montre les transfections avec les mémes formes
sans GST respectivement de gauche a droite.
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Nous remarquons la présence de 2 bandes dans chaque condition FLAG-CD40L et de FLAG-
GST-CD40L. Cela correspond probablement a la glycosylation du site ASN 240 du CD40L. La
bande correspondant a la protéine glycosylée présente un poids moléculaire environ 5-7 kDa plus

haut que celle de la protéine non glycosylée.

1.3.4 Remarques
1.3.4.1 Comparaison des productions de chagque forme de ligand

La figure 46 A compare les densités optiques (DO) obtenues lors des dosages d’échantillons de
surnageants de Cos-7 transfectées avec les formes GST-CD40L ou CD40L dans I’ELISA FLAG.
La figure 46 A 1, ou I’on utilise un anticorps de détection anti-GST, montre que les quantités de
GST-CD40L produites sont similaires pour 3 des 4 formes et que la forme GST-ZC-CD40L est
la plus produite. La figure 46 A 2, ou on utilise un anti CD40L, montre quant a elle une production
identique pour les 4 formes de CD40L. On y remarque cependant un résultat inattendu. En effet,
alors que dans la figure 46 A 1, I’échantillon GST-ZC-CD40L semble bien (DO 25 x plus élevée
que le contréle négatif) concentré en proteine, dans la figure 46 A 2 en revanche, la DO détectée
pour ce méme échantillon est proche de celle du contréle négatif. Cela est inattendu car I’anti-
CD40L est normalement capable de détecter le CD40L lorsqu’il est dans la protéine de fusion
GST-ZC-CD40L (vérifié par western blot, donnée non montrée). Une explication possible est
I’encombrement stérique occasionné par la GST schématisé par la double fleche grise sur la figure
46 B. La GST pourrait ainsi géner la fixation de 1’anticorps anti CD40L-rm. Le repliement
naturellement important du CD40L sur lui-méme pourrait en effet expliquer que la partie médiane
du CD40L se retrouve contre la partie N-terminale donc contre la GST. Il est donc tres difficile,
de comparer les quantités produites avec les formes GST par rapport aux formes sans GST. Pour
résoudre ce probléme nous avons traité, dans une méme analyse western blot anti CD40L-rm, des
échantillons de CD40L et de GST-CD40L. Cette analyse, plus pertinente car les protéines
dénaturées n’induisent plus d’encombrement stérique, a révélé des quantités de protéines trés
proches (données non montrées). Des lors, la GST ne semblait donc plus nécessaire a la

production en cellules de mammiferes.
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Figure 46 : Effet perturbateur de la GST. La figure A met en paralléle le résultat du dosage par ’ELISA
anti-FLAG d’une méme protéine GST-CD40L avec anticorps de détection anti-GST (en Al) ou avec
anti-CD40L (en A2). Dans les 2 dosages, de gauche a droite, le premier échantillon sert de contrble
négatif et les 4 suivants de contrdle positif de I’expérience. Le dernier est 1’échantillon GST-CD40L
comparé par les 2 méthodes. Les *** représentent une différence trés significative (p<0,0001 dans le
test de Student). La figure B schématise I’interaction potentielle de la GST avec les anticorps anti-
CD40L ou le récepteur CD40. Les données présentées en A et B sont les valeurs moyennes + SD de 4
puits de culture analysés en duplicat et sont représentatives de 3 expériences indépendantes.
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1.3.4.2 Solubilité de la proteine du surnageant vs protéine du culot

Afin de mieux comprendre la répartition des CD40L retrouvés dans les culots et les surnageants
des cellules Cos, nous avons analysé ces 2 fractions dans un méme test. Nous avons alors réalisé
une lyse cellulaire avec le tampon non dénaturant utilisé pour 1’extraction en bactéries, mais non
complémenté en lysozyme. Le résultat exposeé a la figure 47 est une nouvelle fois interpellant. On
voit en effet qu’apres transfection avec plasmide codant pour GST ou GST-CDA40L, bien que les
2 protéines soient présentes tant dans le surnageant que dans le culot (vérifié par extraction
dénaturante avec SDS), la solubilisation dans un tampon non dénaturant du GST-CD40L contenu
dans le culot est impossible. En revanche, cela ne pose aucun probléme pour la GST seule. Le
GST-CD40L semble donc produit sous 2 formes : I’une soluble dans le surnageant et 1’autre
insoluble dans le culot. L’explication pourrait étre un mauvais repliement d’une partie des
protéines produites. Les protéines mal repliées précipiteraient alors a 1’intérieur des cellules et se
retrouveraient dans les culots. Les protéines bien repliées seraient sécrétées solubles dans le

surnageant.

2 Evaluation de la structure quaternaire

La figure 48 montre 1’analyse par western blot de surnageants de cellules transfectées avec des
plasmides pVAX codant pour CD40L. La figure 48 A compare 1’analyse western blot de ZC-
CD40L réalisée apres SDS-PAGE, a gauche, et aprés électrophorese native a droite. En SDS-
PAGE, le ZC-CD40L est représenté par une seule bande de 21 kDa (fleche simple en pointillé).
Comme déja expligqué dans la partie « production en bactéries », en électrophorese native, la
préservation des liaisons faibles intermoléculaires permet la formation de multimeres représentés
par plusieurs (au moins 4) bandes de haut poids moléculaire (fleches simples continues). Encore
une fois, la présence de ces multiméres est un présage d’efficacité du ligand produit (Stone et al.,
2006). La figure 48 B compare le surnageant controle, le ZL-CD40L et le ZC-CD40L en
électrophorese native. On remarque qu’aucune des 4 bandes (fléches simples continues) observées
dans chaque échantillon de CD40L n’apparait dans le controle, ce qui prouve que chaque bande
est composée de CD40L. De plus, chaque bande de 1’échantillon de ZL-CD40L a une masse

moléculaire supérieure a la bande correspondante du ZC-CD40L.
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Figure 47: Analyses western blot anti GST des extractions natives de GST et de GST-CD40L depuis
les culots de Cos-7. De gauche a droite, les images western blot montrent respectivement les échantillons
de surnageants de culture, d’extractions SDS et enfin d’extractions natives des culots cellulaires des Cos
transfectées avec GST (a gauche de chaque image) et GST-CD40L (a droite).
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Fig 48: Analyse par Western blot anti-CD40L montrant la multimérisation des CD40L produits en
cellules Cos-7. Les fléches pointillées et continues représentent respectivement les formes
monomériques et multimériques des CD40L. A. Comparaison entre les analyses en conditions
dénaturantes SDS-PAGE a gauche et non dénaturantes (NATIVE-PAGE) a droite du ZC-CD40L. B.
Analyse en condition non dénaturante (NATIVE-PAGE) de surnageants de Cos-7 transfectées avec des
plasmides pVAX vides (EpV), codant pour ZL-CD40L ou ZC-CD40L.
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Cette augmentation graduelle et proportionnelle a la taille théorique du monomeére correspondant
prouve que chaque bande représente une association d’un nombre déterminé de monomeéres. On
signalera enfin que la bande de plus petit poids moléculaire (double fleche continue) peut étre un
monomere ou un multimere car 1’électrophorése native ne permet pas d’estimation précise du
poids. La présence des multimeres n’a pas été retrouvée pour les formes dépourvues du motif de

trimérisation (données non montrées).

3 Sélection des formes activant le mieux les cellules bovines

Nous avons vérifié I’activité des ligands produits en cellules de mammiféres dans les 2 tests
fonctionnels décrits dans le matériel et méthodes et déja utilisés pour les productions en bactéries.
Nous remarquerons ici que le 2°™ test fonctionnel (activation des lymphocytes B bovins) n’est
pas utilisé comme test de screening mais comme moyen supplémentaire de valider les formes

présélectionnées par le test MCP-1.

3.1 Les proteines couplées au GST

3.1.1 Preuve d’une activité diminuée par la fusion avec le GST

La figure 49 A montre la production de MCP-1 dans les surnageants de cellules endothéliales
bovines aprés stimulation avec du LPS ou des surnageants de Cos-7 transfectées avec les
plasmides vides ou codant pour les 4 formes de CD40L ou les 4 formes de GST-CD40L. La
stimulation induite par le LPS sert de contrdle positif et atteste de la bonne réactivité des cellules
endothéliales de ce test, le milieu RPMI seul indique le niveau de production basal. On remarque
que si chacune des 8 formes induit une stimulation nettement supérieure a celle du contréle vide,
en revanche, les formes couplées au GST sont significativement (p<0,001) moins efficaces que

leurs homologues non couplés.
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3.1.2 Explication possible

Il est envisageable que la GST, par sa taille importante puisse diminuer la fixation du ligand sur
son récepteur. On remarque d’ailleurs sur la figure49 A que la forme GST-C-CD40L est moins
efficace que toutes les autres. Or cette forme est celle dans laquelle la proportion de la masse de
GST par rapport a la masse totale est la plus importante. En effet, il s’agit d’une part de la plus
petite séquence de CD40L testée et d’autre part de la forme ou la séquence de trimérisation est
absente. Il est donc possible que, pour cette forme, la GST encombre un nombre important de
sites nécessaires a I’activité du CD40L, du moins plus important que pour les formes plus longues
ou éloignées de la GST par la séquence de trimérisation qui sépare les 2 protéines. Sur la figure
49 A, il semble également que plus la forme couplée au GST est courte, moins elle est active, ce
qui corrobore cette hypothése. De plus, comme nous 1’avons déja vu sur la figure 46, la GST
empéchait nettement la fixation de I’anticorps de détection du CD40L. L’analyse de Singh et
collaborateurs (1998) du CD40L humain qui montre que la boucle au niveau de la lysine 143 est
cruciale dans la liaison avec le récepteur CD40 et qu’elle est proche de la partie N terminale
corrobore cette hypothése. On remarque au passage que cette boucle fait partie de la séquence
reconnue par 1’anticorps anti-CD40L utilisé, son recouvrement par la GST empécherait donc a la
fois la fixation du récepteur et de 1’anti-CD40L. 1l y a donc une grande probabilité pour que la
GST masque une partie du site actif du CD40L et empéche son fonctionnement. Les formes

couplées au GST ont donc été abandonnées.

3.2 Formes avec et sans motif de trimérisation

Si nous retournons une fois de plus a la figure 49 A, on remarque que les formes avec motif de
trimérisation semblent stimuler les cellules endothéliales plus fortement que les formes simples.
Nous avons décidé de vérifier ce phénoméne dans les 2 tests fonctionnels disponibles afin

d’éliminer les formes les moins efficaces.
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Figure 49: Mesure de la production de MCP-1 des cellules BAEC stimulées avec les protéines
recombinantes produites en cellules Cos-7. Figure A. De gauche a droite, la stimulation induite par les
contrdles milieu seul, LPS, plasmide vide, puis les 4 formes CD40L (en gris) avec leur forme jumelle
respective couplée au GST (en noir). Les $$ représentent une différence significative (p=0,001 dans le
test de student). Les $$$ représentent une différence trés significative (p<0,0001 dans le test de student).
La figure B montre I’effet des formes couplées au motif de trimérisation (Z) sur la production de MCP-
1. $ représente un effet significactif des formes avec Z par rapport aux forms sans Z. Le * est utilisé
pour comparer a I’effet du plasmide vide. Les $$ représentent une différence significative (p< 0,0042
dans le test de Student). Les *** représentent une différence trés significative (p < 0,0002 dans le test
de Student). Les données présentées sont les valeurs moyennes + SD de 4 puits de culture analysés en
duplicat et sont représentatives de 3 expériences indépendantes.
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3.2.1 Comparaison des formes par le test de stimulation des cellules endothéliales

La figure 49 B compare les productions de MCP-1 des cellules endothéliales bovines stimulées
avec les surnageants de cellules Cos7 transfectées avec les plasmides vides ou codant pour les 4
formes de CD40L associées ou non au motif de trimérisation. La stimulation induite par le LPS
sert de controle positif et atteste de la bonne réactivité des cellules endothéliales de ce test, le
milieu RPMI seul indique le niveau de production basal. On note que tous les CD40L stimulent
significativement plus les cellules que le contrdle vide. On remarque ensuite que les formes avec
motif de trimérisation induisent une production de MCP-1 significativement plus élevée (p<
0,0042 dans le test de Student) que les autres formes. Ce nouveau résultat semble confirmer

I’hypothese d’une plus grande efficacité des formes associées a 1’isoleucine.

3.2.2 Comparaison des formes par le test de prolifération-agrégation des

lymphocytes B

Les surnageants de Cos transfectées avec les plasmides codant pour CD40L ont ensuite été soumis
au test de stimulation des lymphocytes B. Les lymphocytes B bovins ont été isolés comme décrit
dans le matériel et méthodes puis cultivés pendant 72 h en présence d’IL-4 et de surnageants de
Cos-7 contenant différentes formes de CD40L puis pendant 18 h en présence de thymidine tritiée.
La figure 50 A montre la prolifération, évaluée grace a I’incorporation de thymidine tritiée, de ces
lymphocytes B ainsi cultivés. Deux doses différentes de LPS sont utilisées comme contréle positif
global de I’expérience. On remarque une fois de plus que toutes les formes induisent une
prolifération tres significativement supérieure (p<0,0001) a celle induite par le contr6le plasmide
vide. Cette fois encore, le test est significativement en faveur (p< 0,001) des formes avec motif
de trimérisation. La supériorité des CD40L fusionnés a I’isoleucine, toujours reproductible et ce
dans 3 tests d’activation différents nous a finalement incité a ne conserver que ces formes. La
figure 50 B permet quant a elle de visualiser 1’agrégation provoquée par la stimulation des
lymphocytes B avec CD40L. On voit sur ces photographies de microscopie optique que les 4
formes de CD40L induisent cette agrégation (présence de gros amas sphériques). Le LPS, méme
a trés forte dose (Spg/ml), n’induit aucune agrégation. Celle-ci n’est donc due qu’a la stimulation

spécifique du récepteur CD40.
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4 Choix du plasmide d’expression

Nous avons cloné les CD40L dans 2 vecteurs d’expression différents : le pcDNA3.1" et le pVax.
En réalité, nous avons commencé par le pcDNA3.1" puis essayé d’autres plasmides (que nous ne
détaillons pas dans ce travail) au moment ou nous n’obtenions rien ni dans les culots ni dans les
surnageants. La premiére apparition de la protéine dans le culot a été obtenue dans un de ces autres
plasmides mais nous avons immédiatement compris que ce succes n’était pas di au plasmide mais
a I’inhibiteur du protéasome utilisé pour la premiére fois. Nous avons alors continué les clonages
dans le pcDNA3.1" avec lequel nous avons amélioré la production jusqu’au niveau actuel, ¢’est-
a-dire avec suffisamment de protéines dans le surnageant pour qu’elles soient visibles en western
blot. Ces protéines étaient, de plus, actives dans les 2 tests fonctionnels. Une fois ces analyses in
vitro devenues satisfaisantes, nous avons cloné les 8 formes de ligand dans le plasmide pVAX
censé favoriser la vaccination ADN. La figure 51 compare I’efficacité des protéines produites en
pVAX par rapport a celles produite en pcDNA. Seules les formes avec motif de trimérisation et
non couplées au GST sont montrées. Comme sur les figures 46, 49 et 50, le LPS est utilisé comme
contrble positif global de 1’expérience et induit une production de MCP-1 significativement
supérieure a celle des contrbles négatifs. Les surnageants issus des transfections par les plasmides
pcDNA (en gris) ou pVAX (en noir) induisent une stimulation significativement plus forte des
cellules endothéliales que les surnageants issus des transfections par les pcDNA et pVAX vides,
controles négatifs. Par contre, lorsque 1’on compare les stimulations par les surnageants de
transfections issus des plasmides pcDNA et pVAX, on constate une efficacité identique. On a en
effet aucune différence significative entre les pVAX et pcDNA des formes courtes et une
différence tout juste significative (p=0,0468) entre les formes longues. Le plasmide pcDNA3.1*
a donc été abandonné au profit du pVAX plus prometteur pour les tests in vivo futurs. Il convient
de signaler que toutes les expériences décrites dans les figures 46, 49 et 50 ont été a nouveau
réalisée pour les CD40L clonés en pVAX et ont donné des résultats identiques. Le type de
plasmide n’a donc pas d’impact sur la fonction de notre CD40L in vitro. Une Iégére différence a
néanmoins été observée au niveau du rendement de la production en cellules Cos-7, avec un
avantage pour le pcDNA3.1* (donnée non montrée nettement observée en western blot). Ce
phénomene était néanmoins prévisible, le pcDNA contenant le promoteur précoce et 1’origine de

réplication du SV40 et les cellules Cos-7 exprimant I’antigéne T du SV40.
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Figure 50. Activation des lymphocytes B bovins par les CD40L recombinants produits en cellules Cos-
7. A. Prolifération aprés stimulation avec, de gauche a droite: milieu, 0,5 ug de LPS, 5 ug de LPS,
surnageants de cellules Cos-7 transfectées avec des plasmides vides puis codant pour L-CD40L, ZL-
CDA40L, C-CD40L, et ZC-CD40L. Les *** représentent une différence significative (p<0,0009) dans le
test de Student. Les données représentent les valeurs moyennes + SD de 6 puits de culture et sont
représentatives de 3 expériences indépendantes. B. Agrégation des lymphocytes B stimulés comme en
A. Les $$ représentent une différence significative (p=0,0018 dans le test de Student). Les *** et $$$
représentent une différence tres significative (p<0,0001 dans le test de Student). Les données présentées
sont les valeurs moyennes + SD de 6 puits de culture et sont représentatives de 3 expériences
indépendantes.
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Figure 51. Comparaison de la production de MCP-1 induite par les 2 formes de CD40L avec motif de
trimérisation en pcDNA (gris) et en pVax (noir). De gauche a droite, la stimulation induite par le milieu
seul, le LPS, le pcDNA vide, le pVax vide puis les 2 formes longues, puis enfin les 2 formes courtes en
pcDNA et pVax. Le $ représente une différence significative (p=0,0468 dans le test de student). Les ***
représentent une différence trés significative (p<0,0001 dans le test de Student). Les données
représentent les valeurs moyennes + SD de 2 puits de culture analysés chacun en duplicat et sont
représentatives de 3 expériences indépendantes.
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CHAPITRE 3: EVALUATION DE LA REPONSE INDUITE PAR
L’INJECTION SIMULTANEE DE STAPHYLOCOQUES TUES
ET DE GST-CD40L CHEZ LE BOVIN

1 Production d’une dose raisonnable d’adjuvant purifié

Nous avons choisi la dose a injecter sur base de ce qui était utilis€ notamment chez I’homme ou
0,1 a 0,3 mg de CD40L/kg est une dose moyenne lorsqu’on recherche un effet systémique
(Vonderheide et al., 2001). Ainsi, et tenant compte de la taille de la vache, des différences
métaboliques avec I’homme et de I’effet principalement local recherché, nous avons fixé la dose
totale a 30 @ 50 mg par immunisation et par génisse, divisé en 2 zones d’injection. Au moment ou
nous avons décidé de réaliser ces immunisations, le rendement optimal obtenu était de 1 mg de
GST-CD40L par colonne de purification. C’est 1a que nous avons mis au point le dernier protocole
de production-purification détaillé dans le matériel et méthode qui a permis d’obtenir 4 a 5 mg de
GST-CD40L par colonne de purification. En utilisant 10 a 12 colonnes simultanément, il était
désormais possible de produire jusqu’a 50 mg de protéine recombinante par session de

purification soit 100 mg par semaine.

2 Informations apportées par le premier test in vivo

La premiére série d’immunisations comprenait 3 injections réparties sur 6 semaines, pres du nceud
lymphatique précrural, de GST © HKSA a 2 génisses et de GST-CD40L * HKSA a 2 autres
génisses. Elle a été réalisée sur les génisses du groupe B et n’a pas démontré d’effet net du CD40L
in vivo. Le test a cependant apporté quelques informations quant aux réponses immunitaires que
pouvait induire la dose choisie de HKSA. Les informations les plus intéressantes sont détaillées

ci-dessous.
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2.1 Symétrie sagittale des nceuds lymphatiques du bovin

Les mesures de poids réalisées sur les nceuds lymphatiques précruraux et préscapulaires des 4
génisses du groupe B ont apporté une information rassurante pour la suite de 1’expérience. En
effet, comme le montre la figure 52, les ganglions droits et gauches semblent identiques a 1’état
basal. De plus, tant que le produit injecté est le méme, la réponse des 2 ganglions est la méme. Le
ganglion controlatéral pourra donc tout a fait étre utilisé comme contréle dans la seconde

expeérience sur le groupe C.
2.2 Réponse humorale

La génisse du groupe A n’a pas recu de traitement et a juste subi des prises de sang pour doser ses
anticorps contre HKSA. Pour rappel, les 2 génisses B « GST » ont recu 1 injection de la premiéere
préparation controle (2.10'° CFU de HKSA associé & 25 mg de GST, le tout re-suspendu dans 62
ml de tampon d’¢élution) dans chaque flanc au jour 1, au jour 21 et au jour 42. Les 2 génisses B
« GST-CD40L » ont recu la premiére préparation active (2.10° CFU de HKSA associé a 25 mg
de GST-CD40L, le tout re-suspendu dans 62 ml de tampon d’¢lution) selon le méme procédé. Le
sérum des génisses a été prélevé avant la premiere immunisation, 7 jours apres la deuxiéme
immunisation et 7 jours apres la troisieme. La figure 53 montre 1’augmentation de la réponse
humorale contre HKSA au cours du protocole expérimental. La figure 53 A donne les ratios des
concentrations en 1gG seriques specifiques de HKSA au J28 et au J49 par rapport au JO pour la
génisse du groupe A et les 4 génisses du groupe B. On remarque que les génisses du groupe B ont
développé une réponse humorale composée d’IgG spécifiques de HKSA contrairement a la
génisse A non immunisée. On ne constate cependant pas de différence significative entre les
génisses traitées avec GST-CD40L et celles traitées avec le contréle GST. On observe le méme

résultat pour les 1gG2 spécifiques de HKSA sur la figure 53 B.
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Figure 52: Relevé des masses, exprimées en g, des 2 NLPS contrdles et des 2 NLPC des 4 génisses du
groupe B le jour du sacrifice. De gauche a droite, le NLPS gauche, le NLPS droit, le NLPC gauche et le
NLPC droit de la premiére génisse B GST, puis ainsi de suite pour la premiere génisse B CD40L puis
la seconde génisse B GST et enfin la seconde génisse B CD40L.
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2.3 Réponse cellulaire locale

Les nceuds lymphatiques précruraux (NLPC) ainsi que les nceuds lymphatiques préscapulaires
(NLPS) non injectés (servant de contrdle négatif intra vache) des 4 génisses du groupe B ont été
récoltés au J49 et analysés. Aucune différence significative n’a été constatée entre le rapport des
poids des NLPC/ NLPS des génisses contrdles B GST et celui des génisses B CD40L (figure 54
A). De méme, les rapports NLPC/NLPS de comptes cellulaires totaux ainsi que les proportions
de LTCD4" et de LTCD8" n’étaient pas différents entre GST et CD40L (données non montrées).
Enfin, comme on le voit sur la figure 54 B, la re-stimulation in vitro avec HKSA des cellules des
NL récoltés a montré que les cellules des NLPC proliféraient 4 a 6 fois plus que les cellules des
NLPS, mais toujours sans différences entre GST et CD40L. Tous ces résultats prouvent que les
injections ont bien entrainé une réponse contre HKSA, mais que cette réponse n’a pas été plus

forte pour les génisses CD40L que pour les génisses controle GST.

3 Compréhension du probleme

Cet échec peut avoir 3 explications. Soit (1) ce CD40L n’est pas actif in vivo, soit (2) quelque
chose I’empéche d’atteindre les cellules immunitaires (biodisponibilité nulle), soit (3) il a une
efficacite legere mais des variations dans le rapport NLPC/NLPS de chaque génisse (effet génisse)
sont suffisamment fortes a 1’état basal pour masquer cette efficacité. Si I’on parvient a éliminer
les problémes (2) et (3) on peut valider ou invalider I’hypothese (1). Ce sera I’objet des 2 points

suivants.
3.1 Elimination de « I’effet génisse »

Pour se débarrasser du probléme (3) il fallait pouvoir tester le GST-CD40L et le contrle GST sur
la méme génisse. Cela était théoriquement possible puisque nous nous intéressions en priorité a
I’effet local. Il restait cependant un doute si I’on injectait d’un c6té de la génisse le contrdle et de
I’autre le CD40L : le CD40L injecté pouvait-il circuler et atteindre le nceud lymphatique
controatéral ? On comprend aisément que, dans ce cas, la réponse risquait d’étre la méme dans les

2 nceuds lymphatiques et que 1’expérience serait alors inutile.
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Figure 53: Ratio des concentrations en anticorps sériques contre HKSA au J28 et au J49 par rapport au
JO pour la génisse du groupe A et les 4 génisses du groupe B. La figure A donne les ratios pour les 1gG
spécifiques. De gauche a droite, les ratios aux jours 0, 28 et 49 pour la génisse A, les ratios aux jours 0,
28 et 49 pour les Génisses B GST et les ratios aux jours 0, 28 et 49 pour les Génisses B CD40L. La
figure B donne les mémes informations appliquées aux 1gG2 spécifiques. Les données représentent les
moyennes + SD de 2 génisses.
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Figure 54. Ratios de masse NLPC/ masse NLPS des génisses B GST et B CD40L et proliférations
cellulaires in vitro. La figure A montre les ratios masse NLPC/ masse NLPS des génisses B GST (noir)
et B CD40L (blanc). La figure B compare les proliférations apres stimulation in vitro des cellules issues
des NLPC des génisses vaccinées avec GST (noir) ou avec GST-CD40L (blanc). Les proliférations des
cellules issues de leurs NLPS respectifs sont utilisées comme contrdle interne. Les * représentent une
différence significative (p=0,045 dans le test de Student) par rapport au contréle NLPS. Les données
représentent les moyennes + SD de 2 génisses.
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Cependant, comme dans le groupe B, la prolifération apres restimulation avec HKSA in vitro des
ganglions préscapulaires controles était 4 a 6 fois plus faible que celle des ganglions précruraux
déja stimulés in vivo, nous savions que les antigenes injectés au niveau précrural n’avaient pas ou
peu atteint les ganglions préscapulaires. Nous avons alors supposé qu’il pouvait en étre de méme
pour I’adjuvant GST-CD40L et avons finalement décidé d’injecter a gauche le CD40L* HKSA et

a droite le contr6le GST* HKSA pour chacune des 3 génisses restantes (groupe C).
3.2 Hypothese de la biodisponibilité nulle

La tres grande efficacité de notre CD40L sur les cellules bovines lors des tests in vitro semblait
peu compatible avec I’absence totale d’effet observé in vivo. Nous avons alors pensé que le GST-
CD40L n’arrivait probablement pas a atteindre les cellules immunitaires cibles. Peut-étre était-il
détruit ou séquestré sur le site d’injection sans pouvoir rejoindre le flux lymphatique. Deux
hypothéses étaient alors envisageables : la destruction par le systétme immunitaire ou une

précipitation pure et simple du GST-CD40L devenu insoluble pour une raison inconnue.

3.2.1 Hypothése de la destruction par le systeme immunitaire

L’opsonisation de toutes les protéines GST-CD40L injectées par des anticorps anti-GST paraissait
peu probable car la vache ne peut logiquement pas posséder a 1’état naif une quantité d’anticorps
anti-GST suffisante. Le phénomene aurait di étre marginal et silencieux lors de la premiéere
injection et méme si cela s’était produit a la seconde injection, un effet du GST-CD40L aurait d0

persister jusqu’au sacrifice.

3.2.2 Hypothése de la précipitation au niveau du site d’injection

Cette hypothese, par contre était de loin la plus plausible, surtout si 1’on se souvient des problémes

de solubilité rencontrés tout au long du travail.
3.2.2.1 Fondements théoriques et précision de I’hypothése

Une fois injecté, le GST-CD40L est théoriquement dans le compartiment extracellulaire, plus
précisément le liquide interstitiel, maintenu a pH 7,4 par le tampon bicarbonate et contenant 150
mM de NaCl et 20g albumine /I. Nous savions déja que le rendement de production du GST-
CDA40L était diminué de plus de 50% lorsqu’on réalisait la purification sur colonnes d’affinité
pour la GST a pH 7 (figure 56 A) et que de maniére globale la protéine supportait mal les

diminutions de pH. Or, comme nous 1’avons expliqué dans le matériel et méthodes, 1a protéine
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est stockée dans un tampon Tris faiblement concentré (20 mM) a pH 8,6. Le tampon de stock
étant faiblement concentré, il est probablement supplanté par le tampon du milieu interstitiel lors
de I’injection et la protéine se retrouve trés rapidement a pH 7,4. Il faut signaler que cela est un
choix délibéré, visant a éviter de perturber ’homéostasie et le confort de la génisse lors de
I’injection. La perte de 50% de la protéine ne parait pas dramatique a priori, cependant la
dynamique des fluides dans les compartiments liquidiens impliquait la prise en compte d’un
facteur supplémentaire : la concentration du ligand. Nous avons émis 1’hypothése que la majorité
du tampon constituant le vaccin injecté était sans doute trop vite réabsorbé par le compartiment
lymphatique et sanguin. Seuls les antigenes et les protéines recombinantes, logiqguement moins
diffusibles, restaient alors sur place. Cela ne posait probablement pas de probléme pour ’antigéne
HKSA qui restait disponible dans la zone d’injection, mais était beaucoup plus génant pour le
GST-CD40L qui, depassant sa concentration maximale de solubilité, devait précipiter et devenir
inefficace.

3.2.2.2 Vérification

Un échantillon du pool de GST-CD40L, de concentration 0,4 mg/ml et de pH 8,6, prét a étre
incorporé au mélange vaccinal a subi les modifications expérimentales expliquées dans le matériel
et méthodes afin de réaliser une modélisation de la solubilité du ligand apreés injection. Le résultat
est donne par la figure 55. On remarque qu’a pH 8,6, aucune protéine ne précipite quelle que soit
la concentration ou la présence de protéine porteuse (BSA). A pH 5,6, par contre, la totalité du
GST-CD40L non dilué (0,4 mg/ml) précipite (98%). 1l faut signaler que cette valeur n’est pas
seulement relative, en effet absolument tout le GST-CD40L était précipité car le dosage par
méthode de Bradford du surnageant de cette condition donnait exactement 0,000 mg/ml. En
revanche, lorsque, tout en restant a pH 5,6, on passe aux conditions diluées ou diluées avec
protéine porteuse, on constate que la précipitation diminue : 85 % de précipitation pour la
condition diluée et 72 % pour celle diluée avec protéine porteuse. Mais les résultats les plus
intéressants pour la vaccination sont bien sir ceux obtenus au pH que le GST-CD40L doit
normalement rencontrer sur le lieu de 1’injection, c¢’est-a-dire 7,4. Dans ce cas, alors que le GST-
CD40L non dilué précipite a pres de 57%, seul 37% du GST-CD40L dilué 4 fois et surtout
seulement 16% de celui dilué avec protéine porteuse précipitent. Le résultat de ce modele semble
confirmer notre intuition en apportant la preuve qu’a la concentration de travail, la protéine déja
purifiée précipite de plus de moitié¢ lorsqu’on la place au pH physiologique. En effet, jusqu’ici
nous n’avions vérifié 1’effet délétere d’une diminution de pH que lors de 1’étape d’¢élution sur les
colonnes de purification. Il n’était pas certain que cet effet se retrouverait pour un GST-CD40L

ayant terminé le processus de purification. Comme c¢’est bien le cas, cela appuie I’hypothése faite
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plus haut selon laquelle si la concentration de GST-CD40L augmentait au site d’injection suite a
la réabsorption rapide du tampon injectg, il précipiterait d’autant plus. En effet, si la solubilité est
augmentée par la dilution, alors la diminution de la solubilité par concentration semble a priori
logique. L’efficacité nulle constatée pourrait donc s’expliquer par le fait que nous n’ayons alors
pas obtenu 43 % (i.e. 100-57) de GST-CD40L non précipité et actif au site d’injection, mais une

quantité proche de 0, a cause de la concentration par resorption du tampon.

Les preuves fournies par cette expérience combinées aux informations déduites de la tentative
d’immunisation des génisses du groupe B nous ont orientés vers I’amélioration majeure a apporter
a la formulation du vaccin. La nouvelle formule devait diminuer au maximum la précipitation de
la protéine induite par la diminution du pH et par I’augmentation de la concentration au-dela du
seuil d’insolubilité. Pour cela, elle devait étre stabilisée par une protéine porteuse telle que la BSA
et étre diluée dans un grand volume afin de rester peu concentrée méme apres réabsorption du
tampon injecté par les tissus. Plus longtemps la protéine resterait diluée, plus longtemps elle serait

soluble et active et en mesure de se déplacer et de stimuler les cellules immunitaires.

170



RESULTATS

mm GST-CDA40L & 0,4 mg/ml
m GST-CDA40L & 0,1 mg/mi
[ GST-CD40L & 0,1 mg/ml

3 1204 + BSA 1%

B

[} 100
2

a. # ok

- m-

B | i -
&')

@ w_

=

D

3 40-

&

3 20 [-|

P

° 0

pH=8,6 pH=7,4 pH=5,6

Fig 55: Pourcentage de précipitation du GST-CD40L en fonction du pH, de la concentration et de la
présence de protéines porteuses. De gauche a droite, les protéines sont concentrées a 0,4mg/ml,
0,1mg/ml ou 0,1mg/ml avec 1% de BSA. Ces 3 conditions sont testées (toujours de gauche a droite)
pour un pH de 8,6, puis pour un pH de 7,4 puis enfin 5,6. Les ** représentent une différence significative
(p=0,001 dans le test de Student). Les données présentées sont les valeurs moyennes + SD de 2 dosages
indépendants de chaque condition analysée en triplicat et sont représentatives de 2 expériences

indépendantes.
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4 Modification de la formule et du protocole vaccinal

Les conclusions du point précédent ont permis la préparation de la seconde formule vaccinale
détaillée dans le matériel et méthodes. Celle-ci contient ainsi 1% de BSA et seulement 7 mg de
GST-CD40L dans un volume de 70 ml au lieu de 25 mg dans 62 ml. Comme la concentration en
ligand a été volontairement divisée par 4 mais que nous voulions injecter une quantité totale
proche, nous avons dd multiplier les injections : au final, nous avons injecté le vaccin pendant 3

jours consécutifs lors des 2 périodes d’immunisation des génisses du groupe C.

5 Preuve de Pefficacité in vivo de I’adjuvant GST-CD40L produit

Comme expliqué précédement, nous avons finalement injecté a gauche le GST-CD40L* HKSA
et a droite le controle GST* HKSA pour les 3 génisses du groupe C. Des le 3¢ jour du protocole,
un effet du GST-CD40L semblait déja apparaitre : le nceud lymphatique GST-CD40L gauche
semblait doublé de volume alors que le contrdle GST droit restait inchangé. Cette constatation
encourageante, méme si peu précise, s’est répétée invariablement pour les 3 génisses. On a
¢galement remarqué que I’adénomégalie persistait pendant 8 jours puis disparaissait jusqu’a

I’injection suivante.
5.1 Réponse humorale

Le but de I’évaluation de la réponse humorale spécifique de HKSA tout au long du protocole des
génisses du groupe C n’était pas de mettre en évidence un effet du CD40L par rapport au contrdle
GST puisque chaque génisse avait regu les 2 traitements simultanément. Il s’agissait simplement
de vérifier que I’immunisation avait engendré une réponse, tel un contrdle positif général de
I’expérience. La figure 56 montre 1’augmentation des taux sériques d’IgG (figure A) et d’1gG2
(figure B) par rapport au taux basal mesuré avant le début du protocole pour 2 dates particulieres
de I’expérience. De maniere générale, les taux sériques ont €t¢ multipliés par 2, tout comme
I’avaient été ceux des génisses du groupe B. Une immunisation a donc bien eu lieu suite aux

injections réalisées.
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5.2 Confirmation de I’adénomégalie

Lors de la récolte au jour 30, des nceuds lymphatiques des génisses du groupe C, ’adénomégalie
suspectée du ganglion GST-CD40L a été confirmée. La figure 57 A compare les masses des NLPC
issus du site d’injection ayant regu GST (en noir) ou GST-CD40L (en blanc) pour les 3 genisses.
On constate que chaque NLPC du c6té ayant recu GST-CD40L est environ 2 fois plus lourd que
son NLPC contréle. Les différences sont significatives avec p=0,0356 dans le test pairé de
Student. Le volume nettement augmenté du ganglion GST-CD40L par rapport au ganglion GST,
montré par la figure 57 B (biopsie de la génisse C2, représentative des 3 génisses C), prouve que

les différences observées par palpation pendant le protocole étaient bien objectives et fiables.

5.3 Prolifération cellulaire in vivo

Cellules totales

Les comptes cellulaires totaux ont été réalisés comme décrit dans le matériel et méthodes et
répertoriés sur la figure 58 A. Sans grande surprise, la quantité totale de cellules est restée quasi
proportionnelle a la masse des ganglions soit 2 fois plus en moyenne pour le ganglion GST-
CD40L. Cette différence entre ganglion GST et GST-CD40L était significative avec
p<0,0001 dans I’analyse ANOVA II.

Lymphocytes T

La proportion de lymphocytes TCD4" et TCD8" parmi les cellules ganglionnaires totales a été
analysée par FACS selon la technique décrite dans le matériel et méthodes. Le nombre total de
LTCD4" et LTCD8" a ensuite été extrapolé grace au compte cellulaire total de chaque nceud
lymphatique. La figure 58 C montre une augmentation significative (p<0,0001 ; ANOVA Il) du
nombre de LTCD8" dans les NLPC GST-CD40L par rapport aux NLPC controles GST. En
moyenne, le nombre de LTCD8™ dans les ganglions GST-CD40L a augmenté 1,7 x plus que dans
les ganglions contr6les GST. La figure 58 D montre une augmentation presque identique pour les
LTCD4".
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Figure 56: Ratios des concentrations en anticorps sériques contre HKSA au J20 et au J30 par rapport
au JO pour les 3 génisses du groupe C. La figure A donne les ratios pour les IgG spécifiques. De gauche
a droite, les ratios aux jours 0, 20 et 30 pour les génisses C1, C2 et C3 respectivement. La figure B donne
les mémes informations appliquées aux 1gG2 spécifiques.
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Figure 57: Comparaison des masses des NLPC du c6té GST et des NLPC du coté GST-CD40L. La
figure A compare les masses mesurées pour les NLPC GST (noir) et GST-CD40L (blanc) pour les
génisses C1, C2 et C3 respectivement de gauche a droite. Le * représente une différence significative
(p=0,0356 dans le test pairé de Student). La figure B illustre par une photo des NLPC de la génisse C2
la grande différence de taille et de masse observée entre le NLPC GST et le NLPC GST-CD40L.
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5.4 Prolifération cellulaire apres re-stimulation in vitro

Cellules totales

Les cellules ganglionnaires totales ont été remises en culture et re-stimulées ou non avec HKSA
comme décrit dans le matériel et méthodes. Apres 3 jours, la prolifération a été évaluée grace a
I’incorporation de thymidine tritiée. La figure 58 B montre la prolifération moyenne obtenue pour
chaque type de nceud lymphatique (GST-CD40L ou contrdle GST) pour chacune des 3 génisses.
Nous remarquons que si les valeurs absolues de ces proliférations différent trés fortement en
fonction des génisses, en revanche, le rapport de la prolifération de la condition GST-CD40L sur
la condition GST est stable et toujours proche de 2. La différence entre ganglion GST et GST -
CD40L était dans ce cas également significative avec p<0,0001 dans I’analyse ANOVA II. De
plus, un controle interne a chaque expérience a éte utilisé : les NLPS non stimulés in vivo ont été
soumis au méme traitement et ont montré des proliférations toujours 5 fois moins fortes que celles
du ganglion GST (donnée non montrée). Enfin, une technique alternative d’évaluation de la
prolifération globale par marquage au CFSE a confirmé ces premiers résultats (données non
montrées). On peut donc conclure que I’expérience de re-stimulation in vitro des cellules
ganglionnaires totales a bien fonctionné et que les cellules issues des ganglions injectés avec GST-
CD40L proliferent 2 fois plus que celles issues des ganglions injectés avec le contrble GST
lorsqu’elles sont re-stimulées spécifiquement avec I’antigéne HKSA. Nous signalerons enfin que
des re-stimulations avec un autre antigéne (ovalbumine grade 3, 125ug/ml) que celui injecté in
vivo n’ont pas induit de prolifération in vitro (figure 59). La re-stimulation in vitro avec 1’antigéne
vaccinal induit donc une réponse spécifique plus importante lorsque le vaccin a été réalisé avec

I’adjuvant CD40L qu’avec I’adjuvant contrdle GST.
Lymphocytes T

La figure 60 A donne le rapport de la prolifération des LTCD8" du ganglion CD40L sur celle du
ganglion GST mesuré par ’analyse de I’intensité du CFSE des lymphocytes cultivés en présence
de HKSA pendant 4 jours comme décrit dans le matériel et méthodes. On remarque que la
multiplication des LTCD8" est 2 fois plus importante en moyenne pour les ganglions CD40L que
pour les contrdles GST des 3 génisses du groupe C. La figure 60 B montre un rapport semblable
pour les LTCDA4". Ceux-ci proliférent 2 a 3 fois plus lorsqu’ils sont issus du ganglion stimulé in
vivo avec GST-CD40L. La re-stimulation in vitro avec I’antigéne vaccinal induit donc une réponse
T plus importante lorsque le vaccin a été réalisé avec 1’adjuvant CD40L qu’avec 1’adjuvant
controle GST.
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Figure 58. Réponse cellulaire induite dans les noeuds lymphatiques aprés immunisation des génisses
avec les protéines GST-CD40L combinées a ’HKSA. Trois génisses ont été immunisées aux jours 1, 2,
3, 21, 22 et 23 par injections sous cutanées dans la région du noeud lymphatique précrural (NLPC). Les
génisses ont recu le mélange GST * HKSA (NLPC droit) ou GST-CD40L * HKSA (NLPC gauche). Sept
jours apres la derniere injection, les génisses ont été sacrifiées et les NLPCs récoltés pour analyses. Les
résultats concernant les NLPCs traités avec le contrble GST sont présentés en noir et ceux des NLPCs
traités avec GST-CD40L en blanc. A. Compte cellulaire total. B. les cellules des NLPCs ont été mises
en culture a 37°C et stimulées ou non avec 5.10¢ CFU/ml de HKSA pendant 90 heures. La thymidine
tritiée a été ajoutée lors des 18 dernieres heures et la prolifération a été évaluée par mesure de
I’incorporation de thymidine avec un compteur 3. C. le nombre total de LTCD8* et de LTCD4* des
NLPC ont été réalisés par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés comme la moyenne + SD. Les
*#* représentent une différence significative (p<0,0001) dans les tests ANOVA II.
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Figure 59. Spécificité de I’immunisation induite par le vaccin. Les cellules récoltées comme
précédemment ont été restimulées avec le milieu seul, I’ovalbumine ou I’HKSA. De gauche a droite, les
proliférations induites par ces stimulations pour les cellules issues des NLPC GST (en noir) ou CD40L
(en blanc) des génisses C1, C2 et C3 respectivement. Globalement, les résultats obtenus dans les NLPC
GST-CD40L étaient significativement différents de ceux des NLPC GST (p <0,001; type 2 ANOVA).
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Figure 60: Proportion de LTCD8* et LTCD4* ayant proliféré apres restimulation avec HKSA in vitro.
La mesure réalisée au départ est la proportion de cellules ayant proliféré (détectée par une diminution
de leur concentration en CFSE) parmi la population de lymphocytes T d’intérét (CD4* ou CD8"). Cette
proportion mesurée dans le NLPC GST-CDA40L a été divisée par la proportion trouvée pour le NLPC
GST. La figure A expose les ratios concernant les LTCD8* et la figure B ceux des LTCD4* des 3
génisses du groupe C. Les résultats représentent la moyenne £SD du rapport entre les cellules en
prolifération dans le NLPC GST-CDA40L et celles en prolifération dans le NLPC GST. Les résultats
obtenus dans les NLPC GST-CD40L étaient significativement différents de ceux des NLPC GST (p
<0,001; test t de Student).
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5.5 Effet sur la réponse cytotoxique spécifique

Des tests de dégranulation (non détaillés dans le matériel et méthodes) des lymphocytes TCD8*
triés par FACS ont été réalisés mais n’ont pas donné de résultats suffisamment répétables.
L’induction d’une réponse cytotoxique spécifique de HKSA proprement dite n’a donc pas pu étre
démontrée. Cependant, comme nous 1’avons vu sur la figure 58, la prolifération in vivo des
lymphocytes TCD8" a bien eu lieu et a été 1,7 fois plus forte dans le ganglion CD40L que dans le
ganglion GST. De plus, la re-stimulation in vitro des lymphocytes avec HKSA a été 2 fois plus
efficace sur les LTCD8" issus des génisses CD40L que sur ceux des génisses contrdles (figure
60). Par rapport a I’adjuvant contrdle, 1’adjuvant CD40L est donc plus efficace a la fois pour
augmenter la multiplication des lymphocytes TCD8" lors de la vaccination et pour induire
I’apparition de LTCD8* capables de réagir plus fortement a un second contact avec I’antigéne. Il
est, dans ces conditions, probable que le CD40L injecté ait favorisé I’apparition de LTCD8*
spécifiques de HKSA.

5.6 Diminution de la réponse immune aspécifique?

La mise au point de tests de dégranulation n’a pas permis de détecter d’augmentation de I’activité
cytotoxique, cependant elle nous a amené a stimuler les cellules ganglionnaires en culture avec
des activateurs non spécifiques tel I’anticorps anti-TCR (anti-CD3). Apres abandon des tests de
dégranulation, nous avons continué a utiliser I’anticorps anti-CD3 dans des tests de prolifération
in vitro des cellules ganglionnaires (voir matériel et méthodes). Ces stimulations aspécifiques ont
révélé un effet imprévu de la vaccination avec I’adjuvant CD40L. La figure 61 A montre la
prolifération des cellules ganglionnaires totales issues des NLPC des 3 génisses du groupe C apres
stimulation in vitro avec des anti-CD3. On voit que la moyenne de prolifération induite par
I’isotype IgGl, controle négatif de 1’expérience est quasi nulle. On remarque que la stimulation
du CD3 induit par contre une prolifération trés significative des cellules ganglionnaires totales
(p<0,0001) pour I’ensemble des NLPC des 3 génisses. On note de plus que la prolifération est
systématiquement significativement (p<0,0001 ; ANOVA II) plus faible pour les cellules issues
des ganglions GST-CD40L que pour les ganglions GST. La figure 61 B montre la prolifération
des lymphocytes T CD4*, triés par FACS, issus des NLPC des 3 génisses du groupe C apres
stimulation in vitro avec des anti-CD3. On constate que les LTCD4" issus des ganglions GST-
CDA40L proliferent également significativement (p<0,0001 ; ANOVA 11) moins que ceux issus
des ganglions GST. La figure 61 C enfin présente les mémes conditions que la figure 61 B
appliquées aux LTCD8" triés. On remarque que la prolifération des CD8 issus des ganglions GST -
CD40L est aussi significativement (p= 0,044 ; ANOVA II) plus faible que celle des LTCD8™ issus
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des ganglions GST. Il semble donc que la vaccination avec 1I’adjuvant CD40L rende les cellules
moins sensibles a une stimulation aspécifique ultérieure telle celle fournie par un activateur
général du TCR. Dans la mesure ou cela se fait parallelement & une augmentation de la réponse

spécifique, ce résultat est encourageant.
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Figure 61 : Prolifération des cellules issues des NLPC des 3 génisses du groupe C aprés stimulation in
vitro avec des anti-CD3. La figure A montre la prolifération des cellules ganglionnaires totales. A
gauche, les 2 conditions représentées par la légende « Moy IgG1l» représentent les moyennes des
proliférations induites par 1’isotype contrdle IgG1 respectivement sur 1’ensemble des cellules issues des
ganglions GST et GST-CD40L. Ensuite, de gauche a droite, sont représentées les proliférations des
cellules issues des ganglions GST puis GST-CD40L de la génisse C1, C2 et C3 respectivement. La
figure B montre la prolifération des lymphocytes TCD4 triés par FACS. De gauche a droite, les
conditions sont identiques a celles décrites pour la figure A. La figure C montre la prolifération des
LTCD8" triés par FACS et se lit comme les 2 figures précédentes. Les *** représentent une différence
significative (p<0,0001 dans ’ANOVA II). Les * représentent une différence significative (p=0,044
dans ’ANOVA 1I). Les données représentent les moyennes + SD de 6 puits de culture.
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6 Reésultats du test de protection vaccinale

Tout d’abord, comme le montre la figure 62, nous avons observé une réaction post vaccinale lors
de la 3° série d’injections au jour 44 : le groupe GST-CD40L a eu une fievre modérée, mais

significative. Cela prouve que le CD40L a bien exercé son effet pro inflammatoire.

Apres le challenge bactérien, nous avons évalué les signes de mammite clinique. Pour cela nous
avons ¢établi un score global sur base de I’inflammation visible de la mamelle, de la présence de
caillots dans le lait ainsi que du nombre de quartiers atteints. On voit sur la figure 63 A que les
symptomes des vaches vaccinées ont été trés significativement réduits mais aucune différence n’a
été constatée pour I’effet spécifique de CD40L. Aucune augmentation de température rectale n’a

été constatée dans aucun des 3 groupes (figure 63 B).

Lors de I’évaluation des parametres de mammite subclinique, 2 effets significatifs ont été
observés. Le premier est la diminution de la charge bactérienne dans la condition GST contr6le
(figure 64 A). Le second est la concentration en cellules somatiques, significativement plus faible

a partir du 6° jour suivant le challenge pour les 2 groupes vaccinés (figure 64 B).

De maniere générale, aucune amélioration n’a été apportée par 1’adjuvant GST-CD40L par

rapport a I’adjuvant contréle GST.
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Figure 62. Relevé hebdomadaire des températures rectales avant et pendant la période d’immunisation.
En gris les vaches non immunisées servant de contréle positif pour I’infection (Ctrl+). En noir les vaches
immunisées avec HKSA + adjuvant contrble GST. En blanc les vaches immunisées avec HKSA +
adjuvant actif GST-CD40L. Le * représente une différence significative entre les vaches non
immunisées et la condition HKSA + adjuvant actif GST-CD40L (p= 0,0163 ; test de Student).
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Figure 63. Signes de mammite clinique observés aprés I’inoculation intra mammaire de S. aureus aux
3 groupes de vaches. En gris les vaches non immunisées servant de contrdle positif pour I’infection
(Ctrl+). En noir les vaches immunisées avec HKSA + adjuvant contrdle GST. En blanc les vaches
immunisées avec HKSA + adjuvant actif GST-CD40L. A. Score clinique évalué 2 fois par jour. B.
Températures rectales. Les *** représentent une différence significative (p<0,0001 ; ANOVA 2)
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Figure 64. Paramétres de mammite subclinique mesurés aprés 1’inoculation intra mammaire de S.
aureus aux 3 groupes de vaches. En gris les vaches non immunisées servant de contréle positif pour
I’infection (Ctrl+). En noir les vaches immunisées avec HKSA + adjuvant contréle GST. En blanc les
vaches immunisées avec HKSA + adjuvant actif GST-CD40L. A. Charge bactérienne du lait en CFU/mL.
B. Comptes cellulaires individuels (SCC). Les *** représentent une différence significative (p=0,0003
pour la condition GST versus Ctrl+ et p=0,0006 pour la condition GST-CD40L versus Ctrl+ ;
ANOVA 2).
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DISCUSSION

1 Résumé du travail

Nous avons décidé de lutter contre les mammites bovines causees par S. aureus au moyen d’un
vaccin utilisant un adjuvant particulier : le CD40L. Cette stratégie est en effet connue pour
favoriser le développement d’une réponse CTL spécifique de I’antigéne vaccinal administré. Elle
pourrait donc permettre 1’élimination des cellules épithéliales mammaires infectées par S. aureus
et diminuer les dommages inhérents aux mammites persistantes causées par ce pathogéne. Nous
avons produit plusieurs formes moléculaires de CD40L bovins recombinants. Deux techniques
ont été utilisées : la production dans un systéme bactérien et la production par des cellules de

mammiféres.

Pour la production en bactéries, nous avons dd modifier la structure de nos protéines
recombinantes afin de les rendre solubles dans les tampons biologiques. A cet effet, nous avons
fusionné la séquence correspondant au domaine d’homologie des TNFs du CD40L a la protéine
GST. Les protéines de fusion ont alors été purifiées par chromatographie d’affinité avant d’étre
étudiées in vitro. Nous avons ainsi Vérifié leur pureté et leur capacité a lier et a stimuler le
récepteur CD40 des cellules bovines. Pour cela, nos GST-CD40L ont été incubés avec des cellules
Cos-7 transfectées avec un plasmide codant pour CD40, des cellules endothéliales bovines, des
PBMC ou des lymphocytes B bovins. Lors de cette étape, un probleme de pollution par les
endotoxines a été détecté et résolu par I’introduction du détergent Triton dans le procédé de
purification. Nous avons alors relevé un effet significatif de notre CD40L a partir de 2ng/ml. La
spécificité de l'effet a été vérifiée grace a l'utilisation de contrbles négatifs tels la protéine
dénaturée par I'ébullition ou encore la protéine contrdle GST produite et purifiée de la méme
maniere. Nous avons également confronté nos GST-CD40L aux CD40L existants dans le
commerce pour d’autres espéces. Ces derniers se sont montrés peu, voire pas du tout capables
d’activer les cellules bovines contrairement a nos protéines de fusion. Ils présentaient de surcroit
une forte pollution par les endotoxines révélatrice d’un niveau de purification médiocre. Nous
avons ensuite précisé certaines caractéristiques structurelles de nos GST-CDA40L tel I’arrangement
en multimeres ainsi que les conditions physico-chimiques nécessaires a leur stabilité. Enfin, une
fois 1’évaluation in vitro terminée avec succes, I’efficacité in vivo a été mesurée : des génisses ont

été immunisées avec les GST-CD40L en combinaison avec des S. aureus tués par la chaleur

185



DISCUSSION

(HKSA). L’immunisation s’est révélée efficace et parfaitement répétable : les ganglions
lymphatiques issus des immunisations avec GST-CD40L " HKSA présentaient une cellularité
ainsi qu’une réactivité lors des tests in vitro 2 fois supérieures a celles des ganglions contrbles
issus des immunisations avec GST * HKSA. Les mémes différences ont été observées pour les
lymphocytes TCD8" et TCD4". Enfin, suite aux résultats encourageants obtenus lors du test in
vivo sur les génisses, nous avons décidé de verifier si la stimulation immunitaire observée induisait
une protection contre I’infection expérimentale avec S. aureus. Malheureusement, si
I’immunisation avec [’adjuvant GST-CD40L associe & HKSA a permis de réduire
significativement les mammites cliniques ainsi que les comptes de cellules somatiques du lait, en

revanche, il n’a apporté aucune amélioration par rapport a I’effet de 1’adjuvant contréle GST.

Pour la production en cellules de mammiféres, nous avons suivi un procédé semblable, méme si
dans ce cas, la fusion avec la GST s’est révélée inutile et contreproductive. Les CD40L produits
de cette maniere ont montré une efficacité in vitro et des capacités de multimérisation supérieures
aux GST-CD40L produits en bactéries. La quantité produite était par contre beaucoup plus faible
et ces protéines n’ont pas pu étre testées in vivo. Cette derniére technique vise en fait une voie
vaccinale encore largement expérimentale qui consiste en 1’injection de plasmides codant pour la

protéine d’intérét directement aux animaux, ¢’est la vaccination ADN expliquée plus haut.

2 Evaluation de la stratégie thérapeutique

2.1 Stimulation des CTLs par CD40L

La persistance des infections a S. aureus étant fortement liée a sa survie intracellulaire, nous avons
naturellement orienté notre stratégie de traitement vers la stimulation des lymphocytes T
cytotoxiques. Cette stratégie avait de plus déja montré son efficacité dans la lutte contre plusieurs
pathogeénes intracellulaires chez le bovin ainsi que certaines évidences d’un effet protecteur contre

S. aureus (voir introduction).

Nous remarquerons que la réponse CTL visée n’est pas la seule voie permettant de se débarasser
des pathogénes intracellulaires. L’activation des cellules phagocytaires, principalement les

macrophages lors de la réponse Thl, est également une voie de lutte efficace contre S. aureus
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(Hultgren et al., 1998 ; Zhao et al., 1998 ; Verdrengh et Tarkowski, 2000). Elle n’élimine
cependant que les bactéries phagocytées et non les formes de résistance internalisées dans les
MECs. De plus, si les macrophages représentent la population majoritaire dans la glande
mammaire saine, en revanche, lors de mammite, leur proportion chute au profit des neutrophiles.
La réponse Thl, bien qu’importante, constitue donc probablement une défense insuffisante. Si
elle n’est pas au centre de notre étude, cette voie n’est toutefois pas oubliée, puisque, nous I’avons

vu, le CD40L en est un activateur efficace.

Connus depuis des décennies comme €eléments majeurs de la défense innée contre S. aureus
(Mandell, 1975), les neutrophiles ont récemment été impliqués dans la réponse adaptative contre
ce pathogéne. Ainsi, les patients atteints de la maladie granulomateuse chronique, présentant des
déficiences dans la voie des reactive oxygen species sont plus sensibles aux infections par S.
aureus, de méme que ceux déficients en Th17 (syndrome de Job). Or, les Th17 produisent de I’'IL-
17 nécessaire au recrutement et a I’activation des neutrophiles. Le role crucial des Th17 dans la
protection contre S. aureus a été démontré en 2010 chez la souris par Cho et collaborateurs. De
méme, les NK cells, les NKT cells et les lymphocytes Tyd sont impliqués dans la défense contre
S. aureus, notamment via la sécrétion d’IL-17 (Miller et Cho, 2011). De nombreuses autres
¢évidences laissent aujourd’hui penser que la réponse Th17 est cruciale pour 1’élimination de S.
aureus (Lin et al., 2009 ; Joshi et al., 2012 ; Spellberg et Daum, 2012 ; Bagnoli et al., 2012 ;
Archer et al., 2013 ; Gil et al., 2014). D’un autre c6té, il est maintenant démontré que le CD40L
soluble induit directement 1’activation des neutrophiles (Vanichakarn et al., 2008 ; Li et al., 2008),
ce qui peut probablement pallier le manque d’intérét accordé aux Th17 dans notre travail. Les NK
cells peuvent de plus étre activées par les cellules dendritiques stimulées avec CD40L (Gustafsson
et al., 2008).

Concernant la stimulation immunitaire attendue avec notre méthode, nous remarquerons tout de
méme que des données défavorables existent. Ainsi, comme expliqué dans 1’introduction, la
stimulation excessive du CD40 peut induire la différenciation immédiate en plasmocytes et
empécher la formation du centre germinatif et de lymphocytes B mémoires (Erickson et al., 2002).
Dans le méme ordre d’idées, il a parfois été relevé une forte réponse B associée a une absence de
réponse T suite a la stimulation iatrogene du CD40. Dans ce cas, les auteurs ont émis 1’hypothése
que le CD40L administré agissait en concurrence avec les lymphocytes T pour la stimulation des
lymphocytes B. Les lymphocytes T helper moins sollicités se développaient alors moins (Jenkins,
1994 ; Manoj et al., 2003 ; Gares et al., 2006). De plus, de nouvelles études montrant un potentiel
effet immunodépresseur du CD40L sont apparues (Huang et al., 2012 ; Jenabian et al., 2014). Il

semble cependant raisonnable de considérer le caractére marginal de ces dernieres.
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Il existe enfin d’autres moyens de stimuler la réponse CTL, tel les adjuvants a base de complexes
immunostimulants (ISCOMs) (Takahashi et al., 1990 ; Morein et Bengtsson, 1998) ou des ligands
des TLRs, surtout TLR 3, 7 et 9 (Akira et Hemmi, 2003 ; Schwarz et al, 2003 ; Schulz et al., 2005;
Johnson et al., 2009). Le domaine des nanoparticules, dont font partie les ISCOMs présente
aujourd’hui quelques nouvelles techniques capables de stimuler la réponse CTL. C’est le cas de

I’injection de microsphéres exposant des épitopes restreints au CMH | (Rubsamen et al., 2014).

2.2 Choix du CD40L soluble

Il existe 2 autres outils capables d’activer le CD40 : les anticorps anti-CD40 agonistes et les

peptides imitant un trimere de CD40L.

Les anticorps présentent généralement une meilleure solubilité que les protéines recombinantes.
Cependant, les anti-CD40 ne présentent pas systématiquement une activité agoniste et cette
caractéristique est méme difficile a obtenir. De plus, les anticorps appartiennent obligatoirement
a une espece différente de I’espéce cible et une immunisation contre ceux-ci peut survenir s’ils
sont utilisés de maniére répétée. Une bovinisation de I’anticorps serait alors nécessaire, ce qui
complique fortement la mise au point de cet adjuvant. De méme, ’utilisation de la vaccination
ADN pour administrer un anti-CD40 semble aujourd’hui peu réaliste. Enfin, méme lorsque ’anti-
CD40 est agoniste, I’effet n’est pas toujours identique a I’activation naturelle induite par un
CD40L. Par exemple, les anti-CD40 ne semblent pas capables d’induire le recrutement de TRAF6
et la production d’IL-6 (Baccam et Bishop, 1999 ; Hostager, 2007 ; Bishop et al., 2012).

Les peptides, quant a eux, ont été mis au point en 2005 par Fournel et collaborateurs. Ils ont un
poids moléculaire avoisinant 3 kDa et présentent un axe de symétrie d’ordre 3 (C3) comme le
trimére de CD40L. Leur efficacité fonctionnelle a été vérifiée in vitro par cette méme équipe. En
2007, Habib et collaborateurs testent le peptide chez la souris et observent une forte réduction de
la charge parasitaire et de I’immunosuppression suivant le challenge avec Trypanosoma cruzi
ainsi qu’une survie accrue. Cette technique récente, bien que prometteuse ne semble pas avoir été
développée par la suite. De plus, nous ne pouvions pas I’appliquer a la vaccination ADN étant
donné la présence d’étapes de synthése chimique indispensables et avons alors décidé de ne pas

[’utiliser.

2.3 Présence du GST

La protéine GST s’est avérée tres efficace pour augmenter la solubilité de notre CD40L produit

en bactéries. Sa séquence est celle du ver Shistosoma japonicum et présente donc un potentiel
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antigénique important. Cependant, lors des essais in vivo, ce potentiel antigénique ne s’est pas
manifesté ou du moins ne semble pas avoir interféré avec 1’expérience. En effet, le GST-CD40L
a induit une réponse nette, bien supérieure a celle de la GST seule. Une adénomégalie a ainsi été
systématiquement constatée 48 heures aprés chacune des 2 immunisations avec GST-CD40L *
HKSA mais jamais aprés les immunisations avec GST * HKSA. Cela montre d’une part que
I’éventuelle réponse anti-GST n’empéche pas I’action du GST-CD40L et d’autre part que son
intensité est négligeable par rapport a celle de la réponse induite par la stimulation du CD40.
Enfin, les protéines recombinantes produites en cellules Cos-7 et destinées a la vaccination ADN
sont solubles et trés efficaces sans GST. La vaccination ADN étant le but final du projet vaccinal,

cela nous libére du potentiel effet secondaire de la GST.
2.4 Antigéne HKSA

La bactérine de S. aureus est un antigéne grossier et son association avec la formule épurée de
I’adjuvant CD40L semble incohérente. L’utilisation de cet antigene est malgré tout un choix
délibéré car nous ne connaissons pas d’antigénes de S. aureus capables d’induire une
immunisation vraiment efficace. Nous avons pourtant vu que de bons résultats ont été obtenus
avec des vaccins sous unitaires, chez la souris. Cependant, c’est la multiplication des cibles
antigéniques qui semble garantir la meilleure protection chez les animaux de laboratoire et
pourrait représenter une approche vaccinale prometteuse chez I’homme (Stranger et al., 2006 ;
Holtfreter et al., 2010 ; Verkaik et al., 2011 ; Bagnoli et al., 2012). Bien qu’induisant une réponse
immune moins ciblée, la bactérine présente au moins 3 avantages par rapport aux vaccins sous-
unitaires. Tout d’abord, elle permet d’immuniser contre tous les antigénes potentiels communs de
S. aureus. Ensuite, elle apporte un adjuvant naturel : les acides teichoiques et lipoteichoiques
capables d’activer le TLR2. Or, la présentation croisée des antigenes conjugués aux agonistes de
TLR2 est facilitée (Shen et al., 2014). Enfin, elle facilite I’introduction de multiples souches dans
le vaccin puisqu’il suffit d’inactiver ces dernicres et de les mélanger. Finalement, 1’inconvénient
principal de cette technique est peut-étre 1I’impossibilité de coupler CD40L et antigéne sur une
méme molécule. En effet, plusieurs études ont montré une meilleure immunisation lors de
’utilisation d’antigenes fusionnés au CD40L par rapport a I’administration d’un mélange vaccinal
classique (Manoj et al., 2003 ; Gares et al., 2006). La fusion covalente classique peut étre
remplacée par des interactions streptavidine-biotine pour associer anticorps anti-CD40 et
antigenes (Chen et al.,, 2012). La fusion avec I’antigéne peut permettre d’augmenter
I’immunogenicité d’un vaccin atténué (Lin et al., 2009). Cependant, le bénéfice apporté par la
fusion n’est pas systématique et d’autres études montrent des résultats contradictoires (Cao et al.,

2010). Dans le méme registre, I’administration de 1’antigéne et du CD40L non fusionnés dans le
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méme plasmide ou dans 2 plasmides distincts n’a pas révél¢ de différences d’efficacité (Auten et

al., 2012).

En ce qui concerne le choix de I’antigéne par rapport au but d’induction de la réponse CTL
spécifique de S. aureus, nous n’avons pas d’informations précises. Nous signalerons qu’une
équipe travaillait sur ce projet chez la vache laitiere en 2010 (Mullarky et al., 2010). Cependant,
si cette équipe put isoler, chez la vache laitiere atteinte de mammite & S. aureus, des lymphocytes
TCD8+ mémoire spécifiques de ce pathogéne, I’antigéne précisément a I’origine de ces
lymphocytes est toujours inconnu. Nous remarquerons ici qu’une autre équipe a mis en évidence
des antigenes induisant la prolifération in vitro des LTCD4+ issus de veaux immunisés avec
HKSA. Ce travail n’était sans doute pas exhaustif mais aurait permis de découvrir 13 antigénes

intéressants (Lawrence et al., 2012). Il ne concerne cependant pas les LTCD8+.

Enfin, puisque I’utilisation de HKSA pour immuniser contre des S. aureus intracellulaires peut
sembler peu intéressante, j’apporterai, a la lumiére de 1’étude de Tuchscherr et collaborateurs de
2011 une justification précise. Cette équipe a en effet montré que le phénotype SCV de S. aureus
était un statut transitoire et reversible. Les S. aureus devenaient SCV suite a certaines conditions
ayant cours lors d’infections chroniques, puis de temps a autre retrouvaient un phénotype
classique. Ils pouvaient d’ailleurs, a cette occasion, déclencher une nouvelle phase d’infection
aigue, puis redevenaient SCV de maniére cyclique. L’immunisation avec les HKSA peut donc
tout a fait s’avérer efficace, du moins pendant les phases de sortie de S. aureus sous sa forme
classique. Il n’a par ailleurs pas été remarqué de variations antigéniques importantes entre les 2
phénotypes, excepté une expression accrue de I’adhésine fnbpA, et il reste probable que des
épitopes identiques a ceux présents sur les bactérines soient présentés par le MHCI des cellules
épithéliales infectées.

2.5 Dose

La dose de CD40L nécessaire a été évaluée principalement sur la base des essais cliniques réalisés
chez I’homme (Vonderheide et al., 2001). En effet, de maniére générale, les prédictions basées
sur les extrapolations allométriques de la clairance plasmatique a partir des doses utilisées chez
les animaux de laboratoire ne sont pas fiables pour les grands animaux (Mahmood et al.,2005 ;
Mahmood, 2007). La dose utilisée chez VVonderheide était de 0,05 a 0,15 mg/kg, soit, appliqué a
la vache, une dose de 25 a 75 mg. Cependant, dans cette étude chez I’homme, le but était
principalement la destruction directe des tumeurs, ce qui requiert une dose plus forte que pour la
stimulation immunitaire que nous recherchons. Une dose de 20 mg délivrée lors de chacune des

2 périodes d’immunisation nous semblait dés lors raisonnable. Cette dose plus faible a par ailleurs
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permis d’éviter les effets secondaires constatés dans 1’étude de Vonderheide et s’est finalement

montrée tres efficace.

La dose d’HKSA a été évaluée d’apres 1’étude de Camussone et collaborateurs en 2012, dans
laquelle les génisses regoivent 2 injections de 10° CFU de bactérines par voie sous cutanée. Nous
avons utilisé une dose légérement supérieure (7.10° CFU) en se basant également sur les
conclusions de Lawrence et collaborateurs en 2012 car ceux-ci n’avaient observé une

immunisation qu’a partir de 10'° CFU par voie sous cutanée.
2.6 Robustesse économique du vaccin

La production de protéines recombinantes actives et dépourvues d’endotoxines est un procédé
colteux. Les quantités que nous avons utilisées pour immuniser les bovins dans ce travail
représentent un budget incompatible avec la politique économique de 1’élevage laitier. De plus,
bien que notre CD40L soit parfaitement stable a -80°C et conserve une efficacité optimale aprés
plusieurs années de conservation, le maintien de la congélation semble indispensable ce qui ajoute
encore des frais. Nous avons cependant déja envisagé des solutions pour améliorer la rentabilité
de ce vaccin. La premiére est, comme nous 1’avons déja dit d’administrer le CD40L en vaccination
ADN. En effet, les plasmides sont des structures tres stables, peuvent étre facilement déshydratés
sans subir de dommages et ainsi étre stockeés a température ambiante. La purification est
également plus simple et la masse de plasmide a injecter moindre, que pour les protéines. Bien
que la technique actuelle de la vaccination ADN soit encore peu efficace pour les animaux de
grande taille, elle devrait vraisemblablement le devenir dans les prochaines années. De plus, hous
avons déja produit plusieurs plasmides codant pour différentes formes de CD40L destinés a la
vaccination ADN et ceux-ci ont montré une efficacité redoutable in vitro. Ainsi, dés qu’une
technique efficace d’administration des vaccins ADN sera disponible, nous réconcilierons notre
vaccin avec les impératifs économiques. La seconde stratégie pour réduire le colt par vache serait
une utilisation ciblée voire curative plutdt que la vaccination préventive de 1’ensemble du
troupeau. Le surco(t se répercuterait alors seulement sur les animaux a risque ou malades. Enfin,
une administration localisée au niveau de la mamelle pourrait également permettre de réduire la

dose efficace.
2.7 Choix du plasmide pVAX pour la vaccination ADN

Comme nous I’avons vu in vitro, les CD40L produits a partir de pVAX activent aussi efficacement
les cellules bovines que ceux issus des plasmides pcDNA3.1". Le rendement de production reste

cependant inférieur lors de la production en cellules Cos-7. Le pVAX semble donc désavantagé.
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En réalité, cette différence devrait disparaitre lors de I’utilisation in vivo et le pVAX manifestera
(théoriquement) sa supériorité lors de la vaccination ADN. En effet, en dehors des cellules Cos
qui expriment ’antigéne T du SV40 et facilitent la réplication épisomale des pcDNA3.1* (grace
a I’origine de réplication du SV40), les 2 plasmides ont le méme rendement. De plus, si pVAX et
pcDNA3.1* possedent tous 2 le promoteur inoffensif du CMV, en revanche, le pcDNA3.1*
contient également le promoteur précoce du SV40. Celui-ci ayant un fort pouvoir oncogene, il est
préférable de ne pas I’utiliser in vivo (Flingai et al., 2013). Enfin, le pVAX est presque 2 fois plus
petit que le pcDNA3.1". Cette faible taille devrait faciliter la transfection et conférer un avantage
au pVAX.

3 Evaluation de la technigue expérimentale

3.1 Qualité de I’adjuvant vaccinal produit
3.1.1 Faiblesses

Notre GST-CD40L est sensible aux variations de pH. Le pH a en effet un impact majeur sur sa
solubilité. Le GST-CD40L est stable avec une solubilité maximale au-dessus de pH 8,5. En
dessous, la solubilit¢ diminue et n’est plus que de 50% a pH 7.4. Comme nous ’avons vu, la
précipitation de la protéine au pH physiologique peut étre diminuée par dilution, mais cela

augmente le volume a injecter.

Nous n’avons pas tenté de déshydrater notre GST-CD40L qui reste donc pour I’instant plus

difficile a transporter que les protéines commerciales.
3.1.2 Points forts

Les principales qualités de notre CD40L sont une activité fonctionnelle bien supérieure aux
CD40L commerciaux et de la littérature, une absence totale d’endotoxines et une conservation

optimale par congélation.
3.1.2.1 Efficacité supérieure aux autres CD40L existants

Les CD40L commerciaux prédisent un effet autour de 100 ng/ml alors que nous avons une

activation significative des cellules endothéliales bovines dés 2 ng/ml. De plus, lors des tests de
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prolifération des lymphocytes B, les CD40L de la littérature montrent respectivement (Mazzei et
al., 1995 ; McGrew et al., 1997; Morris et al., 1999; Haswell et al., 2001 ; Boeglin et al., 2011)
une augmentation de 1’incorporation de thymidine tritiée de 3,5, 15, 20, 6 et 5 fois le niveau basal
pour la plus forte dose testée (10 000 ng/ml) alors que nous obtenons cette activation dés 200
ng/ml. De plus, a 5000 ng/ml nous atteignons 100 fois le niveau basal. De méme, des études plus
récentes n’utilisant pas la thymidine tritiée mais le compte cellulaire ne montrent qu’une tres faible
prolifération aprées 3 jours de stimulation des lymphocytes B avec CD40L (Naito et al., 2013).
Nous remarquerons que les études qui comparent I’activation des lymphocytes B par CD40L a
celle induite par le LPS montrent une prolifération plus forte avec le LPS qu’avec CD40L
(Zamorano et al., 2001). A I’inverse la prolifération induite par notre CD40L est 5 fois supérieure
au maximum atteint avec le LPS quelle que soit la dose de ce dernier. Certaines études montrent
des niveaux de prolifération proches des nétres, mais il s’agit generalement de stimulations
réalisées avec des CD40L membranaires au moyen de fragments de cellules et de cocultures
cellulaires (O’Nions et al., 2004 ; Good et al., 2006 ) ou sans évaluation de la quantité de CD40L
utilisee (Wortis et al., 1995).

De plus, certaines molécules commerciales tels les CD40L de souris ou humain d’Enzo
lifesciences sont, d’aprés cette méme firme, trés faiblement activateurs des lymphocytes B et ne
fonctionnent qu’en ajoutant un cross-linker. Nous avons également remarqué que les
proliférations inférieures a 20 fois le niveau basal pouvaient étre obtenues simplement avec des
doses de 1000 a 5000 ng/ml de LPS. Les activations médiocres constatées pour certains CD40L

pourraient ainsi signifier que leurs effets ne sont dus qu’aux endotoxines.

Enfin, notre CD40L est également tres efficace sur les lymphocytes B en 1’absence de toute co-
stimulation (notamment dans les cultures sans IL-4). Dans la littérature en revanche, 1’efficacité

du CD40L seul est généralement tres faible.

Nous remarquerons cependant qu’il existe depuis peu un CD40L hexameérique commercialisé par
Enzo lifescience qui semble activer efficacement le CD40 humain, sans ajout du cross-linker
(Zaccard et al., 2015).

3.1.2.2 Absence d’endotoxines

La présence d’endotoxines n’a pas pu étre détectée dans notre CD40L purifie, méme pour de trés
fortes concentrations de protéines. Nous devons ce résultat a la captation du LPS par le détergent
Triton tout au long du processus de purification. Nous avons par contre relevé des taux de LPS de

I’ordre d’un pg /ml dans le CD40L humain de Santa cruz biotechnologies.
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Le nouveau CD40L hexameérique humain d’Enzo lifescience en revanche, contiendrait trés peu

d’endotoxines puisqu’il s’agit d’une production en cellules de mammiferes.
3.1.2.3 Conservation par congélation

Le GST-CD40L supporte sans dommages de nombreux cycles de congélation-décongélation et
garde 100 % d’efficacité apres 2 ans (nous n’avons pas plus de recul) a -80 °C. L’ajout de
cryoprotecteurs n’est absolument pas utile, contrairement aux recommandations concernant les

CD40L commerciaux.

3.2 Qualité du protocole expéerimental

3.2.1 Vérification de ’activité in vitro

L’ensemble des tests fonctionnels a été réalisé aprés une mise au point méticuleuse et en utilisant
tous les controles négatifs et positifs possibles. En comparaison, dans la littérature, la plupart des
essais fonctionnels avec CD40L n’utilisent pas de controles négatifs adéquats. Aucune étude par
exemple, n’utilise une protéine contrdle purifiée dans les mémes conditions (pour nous le GST)
ou la protéine active bouillie et se contentent d’un tampon de purification. Il n’y a en fait guére
que les études utilisant des plasmides destinés a la vaccination ADN qui testent éventuellement

in vitro le plasmide vide.

3.2.2 Vérification de ’activité in vivo
3.2.2.1 Faiblesses

La principale faiblesse de nos tests réalisés sur génisses est bien évidement le trés faible nombre
d’animaux. Au final, seules 3 génisses ont pu recevoir une administration efficace de 1’adjuvant.
La présence d’une activité cytotoxique accrue chez les lymphocytes issus du NLPC ayant recu
I’adjuvant actif n’a pas ét¢ mise en évidence car le test de mesure de la dégranulation s’est révélé

particulierement peu fiable.

Remarque :

Nous signalerons ici un phénomeéne particulier qui s’est produit lors du dosage des IgG spécifiques
de HKSA. Comme montré dans les résultats, nous avons observé une augmentation nette du titre
en anticorps spécifiques de HKSA apres I’immunisation et cette augmentation n’a pas eu lieu chez
les génisses non immunisées. Cependant, par rapport aux différents protocoles de la littérature

utilises pour ce dosage, nous avions ajouté un contréle négatif supplémentaire : des puits coatés
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avec des extraits d’E. coli (voir matériel et méthodes). Contre toute attente, ce contréle négatif a
montré la méme évolution de DO que les puits coatés avec HKSA. Cela montre que ’ELISA
développé et utilisé dans les études antérieures immunisant avec des bactérines et évaluant les
titres en anticorps anti-S. aureus (Leitner et al., 2000b, 2003 ; Camussone et al., 2012) n’est pas
spécifique. Au mieux il existe des anticorps reconnaissant des structures présentes a la fois sur E.
coli et sur S. aureus, et au pire, cet ELISA ne montre qu’une augmentation de n’importe quels
anticorps du sérum. Cela ne remet pas a priori en cause I’immunisation, et d’autres études ont par
ailleurs montré des élévations du titre sérique en utilisant des ELISA coatés avec des protéines
recombinantes de S. aureus (Shkreta et al., 2004 ; Chang et al., 2008), mais montre a quel point
le choix des controles négatifs est crucial. Nous devons tout de méme évoquer une autre
explication : la réaction du sérum avec les bactérines E. coli pourrait &tre causée par une
immunisation contre certains antigénes des BL21 qui auraient persisté jusqu’a la fin du processus
de purification et été injectés avec le GST et avec le GST-CD40L. Cela nous semble cependant
peu probable étant donné I’absence totale d’endotoxines dans les protéines purifiées, et I’absence
de protéines dans les purifications réalisées a partir d’extraits de BL21 non transformées. Nous ne
pouvons pourtant pas exclure que d’autres macromolécules polluantes issues des BL21 aient
adhéré aux CD40L. Nous citerons a ce propos 1’étude de Lawrence et collaborateurs de 2012 qui
réalisent une déplétion des anticorps sériques anti-E. coli avant d’incuber les séra d’animaux
immunisés avec des bactérines de S. aureus dans des tests biochimiques utilisant des protéines
recombinantes adsorbées produites en E. coli. lls considérent donc que des anticorps anti-E. coli
sont naturellement présents, mais cela n’explique pas l’augmentation observée dans notre

expérience apres I’immunisation.

3.2.2.2 Points forts

Tout d’abord, la réponse immune a été 2 fois plus forte pour le GST-CD40L que pour le GST
seul, ce qui est un effet tres net. De plus, ce résultat a été systématiquement répétable chez les 3
génisses. Enfin, dans tous les cas, la génisse a recu les 2 traitements (adjuvant contréle dans le
flanc gauche et adjuvant actif dans le flanc droit) en méme temps, ce qui a éliminé le biais

expérimental di a I’animal.

Nous remarquerons également qu’un soin extréme a été accordé a 1’équité des doses de produits
actifs ou contréles administres et au fait de traiter de maniére identique les cellules ganglionnaires
récoltées issues des 2 conditions. A titre d’exemple, le nombre de cellules utilisées dans chaque
expérience a eté comparé dans chaque condition en utilisant a la fois un comptage manuel, la

cytométrie en flux et le dosage de la masse protéique par millilitre de suspension cellulaire. La
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taille des culots cellulaires a également été vérifiée dans les puits de culture par microscopie

optique.

Remarque:

Il semble que la vaccination avec 1’adjuvant CD40L rende les cellules moins sensibles a une
stimulation aspécifique ultérieure telle celle fournie par un activateur général du TCR. Dans la
mesure ou cela se fait paralléelement a une augmentation de la réponse spécifique, ce résultat est

egncourageant.

4 Evaluation du test de protection vaccinale

4.1 Choix des groupes controles et du nombre d’animaux

Le nombre minimal d’animaux a été évalué a partir de plusieurs études dont celle de Leitner et
collaborateurs en 2003. En utilisant leurs résultats et en choisissant une puissance statistique de
0,8 et une erreur alpha de 0,05, le « two-sample normal test » d’Excel donne un minimum de 13
échantillons (quartiers) nécessaires par groupe soit 3,25 vaches. Le lot 1 servira de controle positif
pour I’infection expérimentale et permettra de vérifier si I’infection a bien eu lieu. Le lot 2
permettra de mesurer 1’effet du HKSA seul. Cet effet pourra alors étre soustrait a 1’effet protecteur
total observé dans le lot 3 pour en déduire celui du CD40L. Nous remarquerons ici qu’il existe
d’autres possibilités pour le choix du lot contrdle 2. Par exemple, 1’utilisation de 1’hydroxyde
d’aluminium présent dans le vaccin Lysigin ou Startvac permettrait de confronter 1’efficacité de
notre technique a celle d’un vaccin existant. Nous considérons cependant que ce premier test
d’évaluation de la protection vaccinale doit d’abord vérifier si I’effet du CD40L est significatif
avant de le comparer aux produits commerciaux. L’administration de 1’adjuvant controle GST,
produit et purifié de la méme maniere que le GST-CD40L permet de vérifier que le tampon de
purification ainsi qu’une éventuelle réponse contre la GST ne sont pas responsables de 1’effet
observé. Si nous avions comparé a I’effet de I’adjuvant présent dans la formule commerciale
existante, ¢’est-a-dire I’hydroxyde d’aluminium présent dans Lysigin et Startvac, nous n’aurions
pas pu déduire I’effet propre du CD40L. De plus, si nous avions utilisé comme adjuvant contrdle
I’hydroxyde d’aluminium et comme adjuvant efficace le CD40L associ¢é a I’hydroxyde
d’aluminium, des effets antagonistes étaient envisageables. L’utilisation de 1’hydroxyde

d’aluminium est en effet limitée par son fort profile Th2 (Lindblad, 2004). Il pourrait donc
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contrecarrer les réponses Thl et CTL que le CD40L est cense favoriser. La comparaison de notre
vaccin a un vaccin commercial pourrait, en revanche, se faire lors d’une seconde étape, mais

seulement apres que I’effet propre du CD40L ait été mis en évidence.

4.2 Choix de la voie d’immunisation

Le choix de la zone d’injection prend en compte le résultat de I’expérience d’immunisation des
génisses ainsi que la nécessité de trouver une région facilement accessible et pouvant accueillir
un volume important (70 ml). La région du nceud lymphatique rétro-mammaire serait préférable
et permettrait probablement une réponse plus rapide a I’infection de la glande. L’injection rétro-
mammaire serait d’autant plus intéressante que, nous 1’avons constaté dans les NLPS, les
antigénes injectés ne semblent pas diffuser facilement vers des nceuds lymphatiques éloignés.
Cependant, cette zone est peu accessible et fortement sensible et pourrait demander une contention
par anesthésie des vaches lors d’injections répétées. Dans la littérature, on retrouve des
immunisations au niveau rétro-mammaire (Camussone et al., 2012) mais elles ne concernent
parfois qu’une partie du protocole d’immunisation, telle 1’injection de 1’antigéne sans adjuvant
(Leitner et al., 2003). Les immunisations intramusculaires semblent étre majoritaires : base de la
queue pour Leitner et collaborateurs en 2003, muscle semi membraneux pour Nickerson et
collaborateurs en 2005, muscle glutéal pour Shkreta et collaborateurs en 2004. Amorena et
collaborateurs en 1994, Perez et collaborateurs en 2009 ainsi que Chang et collaborateurs en
2008 ont également utilisé la voie intramusculaire. La voie d’immunisation préconisée pour le
vaccin commercial Lysigin est intramusculaire. Les immunisations sous-cutanées sont également
bien représentées (Middleton et al., 2006 ; Lawrence et al., 2012 ; Camussone et al., 2012). Le

volume que nous devons injecter ne permet pas la voie intramusculaire.

4.3 Choix de la souche bactérienne

Peu de souches bovines de S. aureus ont été séquencées jusqu’ici. La souche Newbould 305,
induisant des mammites chroniques, a été séquencée en 2012 par Bouchard et collaborateurs. Elle
est caractérisée par une survie intracellulaire facilitée. Par rapport a la souche RF 122, responsable
de mammites plus séveres, Newbould 305 posséde plus d’adhésines (Peton et al., 2014a).
Newbould posséde ainsi plus de fibronectin binding protein (fnbp) et sa fnbpA présente des
domaines de liaison a la fibronectine supplémentaires (Peton et al., 2014a). Or, les fnbp sont les
protéines les plus impliquées dans I’internalisation des S. aureus (Edwards et al., 2011; Fraunholz
et Shina, 2012). Enfin, le systeme de régulation de géne agr est de type I chez newbould 305,
caractére associé a de bonnes capacités de persistance intracellulaire (Bardiau et al., 2014).
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4.4 Choix de la dose inoculée

Nous avons calculé une dose moyenne permettant théoriquement d’induire des mammites de
faible intensité. Nous nous sommes basés sur les essais vaccinaux suivis de challenge infectieux
avec la souche Newbould 305 (Schukken et al., 1999 ; Shkreta et al., 2004; Middleton et al., 2006)
ou d’autres souches (Leitner et al., 2003 ; Nickerson et al., 2005 ; Perez et al., 2009) décrits dans
la littérature. Tous ces protocoles sont semblables au niveau de la dose administrée et utilisent
environ 1000 CFU de S. aureus par quartier pour induire des mammites. Cependant, 1’inoculation
unique n’est pas trés efficace pour induire une mammite: Schukken et collaborateurs rapportent
en 1999, une reussite de 49 % sur 145 vaches inoculées une fois avec 300 a 600 CFU de Newbould
305 par quartier. Nous nous sommes alors reposés sur la solution de Middleton et collaborateurs
en 2006 qui ont observé une réussite de 100 % pour 3 inoculations par quartier avec 250 CFU
dans un volume de 10 ml. Nous avons alors décidé de réaliser 2 inoculations espacées de 24 h en
utilisant une dose de 400 CFU/inoculation/quartier, en suspension dans 10 ml. Chez nos vaches
non vaccinées, nous avons obtenu 81 % de quartiers infectés 24 h aprés la 2° inoculation (donc 48
h aprés la 1% inoculation) puis ce chiffre est descendu a 75 % aprés 4 jours. L’ensemble des 4
vaches contrbles a montré des signes cliniques au niveau de la mamelle (mais aucun signe
systémique). Nous avons donc utilisé une « force » infectieuse capable d’induire des mammites
cliniques chez les vaches non vaccinées. Nous remarquerons ici qu’il est important de ne pas faire
de raccourci entre la prévalence élevée des mammites subcliniques a S. aureus de 1’élevage laitier
(comparée a celle des mammites cliniques) et la nécessité de cibler exclusivement ces formes
subcliniques. En effet, les mammites cliniques causées par S. aureus sont loin d’étre négligeables
(Hussain et al., 2007). De plus, la distinction entre mammite clinique et subclinique, en pratique,
dépendrait parfois de I’attention avec laquelle la vache est examinée au cours du processus
infectieux (International dairy federation, 1987). Nous pouvons tout de méme nous demander si
le modéle que nous avons utilisé n’était pas trop fort pour que 1’effet du GST-CD40L puisse étre
observé. Nous remarquerons a ce propos, que, lorsque 1’on analyse individuellement les vaches,
toutes les vaches non vaccinées ont développé des mammites cliniques, alors que seulement 50%
des vaches vaccinées avec HKSA (associé 1’adjuvant controle GST ou actif GST-CD40L) ont
montré des signes de mammites cliniques (données non montrées). Les 50 % restant, (soit 4) de
ces vaches vaccinées, ont bien été infectées, mais aucun signe clinique n’a été relevé chez elles
(données non montrées). Deux d’entre elles ont eu des charges bactériennes tres élevées, proches
du maximum de I’¢tude (5000 CFU/ml) et des CCI allant jusqu‘a 10 000 000 mais ces parametres
ont rapidement diminué. De plus, les 2 autres se sont complétement débarrassées des S. aureus et

ont retrouvé des CCI inférieurs a 300 000 pour I'une et a 150 000 pour ’autre dans chaque
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quartier. La moitié des vaches vaccinées a donc développé des mammites subcliniques et un quart
a méme gueéri. Notre modele n’était donc pas déraisonnablement fort, mais on ne peut exclure
qu’il ait masqué d’éventuelles différences entre 1’adjuvant contréle GST et I’adjuvant actif GST-
CD40L. Cependant, il était difficile de réaliser du premier coup le modéle idéal. Des mises au
point sur d’autres vaches auraient été nécessaires (car nous n’avons pas trouvé de protocole
valable dans la littérature), mais cela posait des problemes éthiques et financiers. Nous n’avons
pas suivi le protocole de Chang et collaborateurs en 2008 qui induisent un modele subclinique
grace a une faible dose (50 CFU de S. aureus par quartier) car 1’étude ne semblait pas fiable. En
effet, dans cette étude, la souche choisie parait tellement faible qu’elle n’est jamais létale pour la
souris, méme avec 250. 108 CFU injectés / souris. De méme, lors du test sur vaches, elle n’induit
pas d’augmentation du CCI qui reste a 150 000 de moyenne alors que le seuil « CCl <200 000 »
est le critére de sélection des vaches pour cette étude. De plus, cette étude est entierement financée
par LG lifescience qui teste son enterotoxine recombinante dans son vaccin Mastavac. L’étude est
enfin vivement critiquée par Middleton en 2008 qui, sans oser évoquer le conflit d’intérét, pense
que des S. aureus pouvaient étre présents dans le lait des vaches vaccinées mais ont pu passer

inapercus car leur concentration était inférieure au seuil de détection.
4.5 Reésultats obtenus

Les vaches vaccinées ont développé tres significativement moins de mammites cliniques, ont eu
des signes cliniques d’intensité et de durée plus faible. De plus, une réduction significative du
CCl a été observée. Ces résultats positifs, qui ont déja été observés dans certains essais vaccinaux
antérieurs (autres études) chez la vache sont cependant noircis par une conclusion majeure de
I’étude : I’adjuvant actif GST-CD4O0L testé n’a pas apporté d’améliorations. Pire, ¢’est I’adjuvant
contrdle GST qui semble avoir eu un effet significatif sur la réduction de charge bactérienne, et
les 2 vaches qui ont guéri faisaient partie de ce groupe contréle GST. Nous sommes pourtant
presque certains que 1’activation du CD40 des vaches de 1’étude a bien eu lieu. Nous I’avons en
effet vérifié par I’augmentation de la température rectale post vaccinale dans cette expérience et
nous 1’avions déja montré dans I’expérience sur les génisses. Cette activation n’a donc pas
amélioré la protection vaccinale, contrairement a ce qu’avait montré 1’étude préliminaire réalisée
chez la souris dans notre laboratoire (Wallemacq et al., 2012). Cette incohérence n’est cependant
pas tres surprenante, en attestent les nombreux vaccins contre S. aureus qui se sont révélés
protecteurs chez la souris mais n’ont jamais marché chez I’homme ou la vache (Middleton, 2008 ;
Holtfreter et al., 2010 ; Verkaik et al., 2011 ; Broker et al., 2014 ; Salgado-Pabdn et Schlievert,
2014). Le probléme n’est pas propre aux mammites et a S. aureus mais semble plutét inhérent a

I’échec prédictif des modeles de recherche appliquée mettant en jeux une espéce différente de
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I’espece cible. En 2014, Salgado-Pabon et Schlievert présentent méme [’attachement des
chercheurs au modele vaccinal murin contre S. aureus comme le principal responsable de 1’échec
de ces vaccins chez I’homme. Enfin, ceux qui défendent ce modele vaccinal murin s’accordent
également a dire que celui-ci est généralement mal congu, trop ¢loigné de I’infection naturelle et

que les bons résultats qu’il semble souvent montrer sont surévalués (Bagnoli et al., 2012).

Nous remarquerons aussi que certains auteurs concluent actuellement a 1’impossibilité d’obtenir
une prévention absolue ou une élimination compléte de S. aureus par la vaccination et proposent
de viser une simple réduction de la sévérité des infections (Broker et al., 2014 ; Fowler et Proctor,
2014). Cette approche, basée sur 1’étude de la protection conférée aux porteurs de S. aureus chez
I’homme (Verkaik et al., 2009), n’est cependant pas intéressante dans le cas des mammites

bovines.

5 Perspectives

5.1 Vacciner contre d’autres maladies bovines

Le test de protection vaccinale nous a montré que 1’adjuvant GST-CD40L mis au point ne
protégeait pas les vaches laitieres des mammites a S. aureus. Mais cet outil ne doit pas étre
abandonné pour autant. Il est en effet capable, comme 1’a prouvé 1’étude sur les génisses,
d’augmenter la réponse immune cellulaire spécifique de I’antigéne vaccinal HKSA, ce qui
constitue un résultat intéressant. Ainsi, si les mammites a S. aureus représentent un probléme
majeur auquel il était opportun de s’attaquer avec un principe vaccinal nouveau, d’autres maladies
bovines pourraient aussi en bénéficier. 11 n’est pas nécessaire de rappeler que S. aureus, qui plus
est dans la glande mammaire, présente des capacités de résistance exceptionnelles, jusqu’ici
infaillibles. Nous pouvons donc raisonnablement penser que 1’échec de 1’adjuvant CD40L bovin
dans cette situation ne présume pas d’un échec contre d’autres pathogénes bovins, ni contre
d’autres infections par S. aureus. Il existe en effet plusieurs maladies causeées par des pathogénes
intracellulaires contre lesquels la réponse cellulaire cytotoxique spécifique que nous recherchons
serait utile. On peut ainsi citer les infections par le bovine herpes virus, Mycobacterium bovis, le
respiratory syncytial virus et Theileria parva (voir introduction), dont la prévalence et les

conséquences economiques sont loin d’étre négligeables et contre lesquelles on pourrait produire
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un vaccin plus efficace ou plus str (I’adjuvant CD40L faciliterait 1’utilisation de pathogeénes

inactivés).

Enfin, le principe pourrait étre testé dans la prévention des mammites causées par Streptococcus
uberis dont la prévalence est trés forte. S. uberis est en effet également connu pour survivre dans
les cellules épithéliales mammaires et causer des infections persistantes (Matthews et al., 1994 ;

Tamilselvam et al., 2006).

5.2 Améliorer la voie d’administration du vaccin

Nous pourrions tout d’abord utiliser la technique de vaccination ADN. Bien s0r, nous I’avons déja
dit, la vaccination ADN souffre de son manque d’efficacité chez les grands animaux. Elle
constitue pourtant un mode de vaccination économiquement avantageux, présente une innocuité
supérieure a celle des vecteurs viraux et favorise naturellement les réponses cellulaires
cytotoxiques (Flingai et al., 2013). De plus, I’injection locale au niveau de la mamelle deviendrait
possible car de petits volumes pourraient étre utilisés, par voie intradermique. On peut en effet
penser, comme nous 1’avons déja dit plus haut, qu’une réponse vaccinale accrue se développerait
au niveau du nceud lymphatique rétro mammaire et que cette défense pourrait &tre mobilisée plus
rapidement en cas d’infection de la glande. Le probléme majeur de la vaccination ADN est
certainement la faible quantité de plasmides qui parvient a pénétrer dans les cellules.
L’électroporation in vivo pourrait y remédier. Elle permet en effet I’entrée de 10 & 1000 fois plus
de plasmides dans les cellules du site d’injection (Sardesai et Weiner, 2011). La faible efficacité
de la vaccination ADN serait également en partie expliquée par un recrutement trop faible d’APC
sur le site d’injection. L’utilisation de plasmides codant pour des chimiokines pro-inflammatoires
telles IL-8, MIP ou RANTES semble une bonne solution (Flingai et al., 2013). Nous remarquerons
que dans notre cas, I’utilisation d’un vaccin mixte (fragments bactériens et ADN) augmenterait

naturellement le recrutement des cellules immunitaires en apportant des signaux de danger.

En cas d’échec de la vaccination ADN, nous pourrions utiliser un vecteur viral. En effet, de par
leur capacité a infecter les cellules, les vecteurs viraux sont plus efficaces que les plasmides pour
introduire du matériel génétique dans les cellules de I’hote. La séquence codant pour la protéine
vaccinale est alors fortement exprimeée et une réponse immunitaire solide se développe. De plus,
la réponse cellulaire cytotoxique est facilitée. Cette voie constitue donc une alternative a notre
stratégie vaccinale. Quelques inconvénients, telle I’'immunité préexistant contre le vecteur ou
I’intégration dans le génome (source de cancers) ne doivent cependant pas étre négligés (Ura et

al., 2014).
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Il serait enfin intéressant de favoriser I’afflux de cellules immunitaires dans la glande immunisée,
de maniére préventive, en ’absence d’infections. Cet afflux est en effet entravé, dans les
conditions physiologiques de la lactation, par les jonctions serrées (Stelwagen et Singh, 2014).
Une immunisation par voie muqueuse pourrait permettre cette stratégie (Rainard et al., 2015).
Cette méthode couplée a une immunisation systémique semble, de plus, accroitre 1’efficacité des
immunisations (Hodgkinson et al., 2009). L’immunisation par voie muqueuse semble d’ailleurs

augmenter 1’efficacité de la réponse CTL au niveau de la muqueuse (Belyakov et al., 2006).
5.3 Soutenir action des neutrophiles

Les neutrophiles restent des éléments primordiaux dans la lutte contre S. aureus (Broker et al.,
2014). 1l est démontré que le CD40L soluble induit directement 1’activation des neutrophiles
(Vanichakarn et al., 2008 ; Li et al., 2008). Cependant, cette activation constitue un phénomeéne
de courte durée, probablement efficace dans les jours suivant I’injection du CD40L, et ne peut
donc pas étre utilisé lors d’une vaccination préventive. Il est donc nécessaire de trouver d’autres
moyens de faciliter I’action des neutrophiles. La méthode la plus employée actuellement semble,
nous en avons déja parlé au debut de la discussion, de favoriser la réponse Thl7. Il parait
également raisonnable d’immuniser contre des facteurs de virulence spécialement congus pour
entraver 1’action de ces neutrophiles. On pourrait ainsi immuniser contre les facteurs inhibant la
chimiotaxie des neutrophiles ou contre la superoxyde dismutase. Cette idée est évoquée par
Fowler et Proctor en 2014, mais, a part I’immunisation contre le SpA, dont I’élimination
faciliterait le travail des anticorps et par voie de conséquence la phagocytose des S. aureus
opsonisés par les neutrophiles (Kim et al., 2012), ne semble curieusement jamais avoir été testée.
Rappelons tout de méme qu’un essai ciblant la protéine target of RNAIII activating protein
(TRAP), dont I’inactivation induit des mutations du locus agr, a déja été réalisé (Leitner et al.,
2011). Il n’était cependant pas spécifique de la virulence contre les neutrophiles. L’élimination
d’un facteur de virulence plus récemment identifié pourrait également s’avérer utile : la nucléase
de S. aureus. En effet, les neutrophiles peuvent projeter des filaments de chromatine associés aux
protéines des granules azurophiles telles 1’¢lastase et la myeloperoxydase. Cela forme les
neutrophil extracellular trap (NET). Ces NETSs bloguent et tuent les bactéries (Brinkmann et al.,
2004). S. aureus échappe aux NETSs grace a une nucléase (Berends et al., 2010). Il a de plus été
montré que l’adénosine produite lors de la dégradation des NETs par S. aureus induisait
I’apoptose des macrophages (Thammavongsa et al., 2013). Le lait n’empéche nullement 1’action
des NETs (Lippolis et al., 2006), ce qui fait de ceux-ci une défense particulierement importante.
Enfin, en 2015, Pisanu et collaborateurs démontrent la formation de NETSs lors d’infections

bactériennes de la glande mammaire chez le mouton. La lutte contre les NETs pourrait donc tout
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a fait représenter une voie de résistance majeure des Staphylococcus aureus du lait. Immuniser

contre la nucléase de S. aureus semble alors une voie thérapeutique potentiellement efficace.
5.4 Combiner a d’autres adjuvants

Les ISCOMs ou les ligands des TLRs, capables de faciliter les réponses CTL pourraient étre
utiliseés en combinaison avec notre vaccin actuel. Si un effet synergique était observé, cela
permettrait peut-étre de diminuer les doses de chaque composant et donc leurs effets secondaires
propres. Cela permettrait peut-étre aussi d’atteindre le niveau d’immunisation nécessaire a une

protection efficace.

Nous pourrions également utiliser des adjuvants augmentant la réponse TH17. La technique de
nano émulsion avec I’huile de soja a permis d’induire cette réponse envers plusieurs antigeénes
différents chez la souris (Bielinska et al., 2010). D’autres adjuvants, tels la toxine cholérique, les
B-glucanes et 1’adjuvant complet de Freund ainsi que les cytokines IL-1p, IL-6, IL-21, IL-23 et
TGFp favorisent également cette réponse (Lin et al., 2010 ; Miller et Cho, 2011). La voie
d’immunisation intranasale semble elle aussi faciliter la réponse Th17 (Zygmunt et al., 2009).

Nous pouvons espérer que la voie mucosale intramammaire présente un mécanisme semblable.
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CONCLUSION

Nous avons orienté notre travail vers la mise au point d'un outil biologique capable de stimuler la
réponse immune cytotoxique chez le bovin. Une protéine activant la voie du CD40, le CD40L, a
alors été choisie a cet effet. Plusieurs étapes ont été franchies. Nous avons tout d’abord produit un
CD40L recombinant bovin. Nous avons plus précisément produit la partie correspondant au
domaine d'homologie des TNFs, associée a une séquence d'acides aminés favorisant la
trimérisation et fusionnée a la protéine GST et I’avons purifiée. Ensuite, la structure et l'activité
de la protéine ont été évaluées dans plusieurs tests biochimiques et biologiques in vitro. Nous
avons ainsi verifié le poids moléculaire, la capacité a former des multimeres et a lier physiquement
le récepteur CD40 bovin. L'activité biologique de notre CD40L a été validée in vitro sur 3 types
cellulaires différents et s'est par ailleurs révélée tres supérieure a celle des CD40L commerciaux
humains et de souris. Nous avons également Vérifié I'absence d'endotoxines dans les protéines
purifiées. Enfin, les protéines ont été utilisées comme adjuvant dans un test d'immunisation avec
des bactérines de S. aureus. Chez les génisses ainsi vaccinées, la réponse cellulaire spécifique de
S. aureus a été 2 fois plus forte que chez les génisses vaccinées avec les bactérines et l'adjuvant
GST controle. Nous avons également vérifié que les LTCD8" et LTCD4" issus des nceuds
lymphatiques vaccinés avec 1’adjuvant CD40L avaient bien proliféré et pouvaient étre stimulés
par un nouveau contact avec des bactérines de S. aureus. La prolifération des LTCD8" et LTCD4*
issus des nceuds lymphatiques controles (GST bactérines) était 2 fois plus faible. Nous avons par
ailleurs constaté une diminution de la réponse aspécifique au profit de cette réponse contre les
bactérines pour les différentes cellules immunitaires testées lors des restimulations in vitro. Bien
que nous n’ayons pas prouvé 1’augmentation de la réponse CTL, nos résultats montrent, in vivo
comme in vitro, le solide pouvoir activateur du CD40L produit et laissent penser que cet outil
pourrait adjuvanter efficacement un vaccin bovin. L’expérience de protection vaccinale a
malheureusement montré son incapacité a prévenir les mammites bovines a S. aureus et d’autres
applications moins ambitieuses devraient maintenant étre considérées. D’éventuelles synergies
avec d’autres adjuvants devraient également étre testées. Enfin, en cas de succes dans une
éventuelle autre étude, 1’utilisation de notre adjuvant pourrait par la suite satisfaire les contraintes
économiques de 1’élevage grace a la technique de vaccination ADN, pour laquelle nous avons

déja produit des outils efficaces in vitro.
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Annexe n°l : D’ou viennent les coiits des mammites ?

Les codts sont lies au prix des traitements médicaux, a la mortalité éventuelle ou réforme de la
vache, au lait jeté, aux pénalités sur la qualité du lait et enfin a la baisse de production. Ces codts
ne sont pas percus de la méme maniére par les éleveurs.

Les colts des traitements médicaux administrés, de la mort ou de 1’euthanasie de la vache malade
sont immédiatement ressentis. De fait, ils ont longtemps été les seuls a pouvoir étre clairement
évalués (Huijps et al., 2008). Ces colts sont imputables aux seules mammites cliniques, qui, en
conséquence, ont été identifiées et prises en charge précocement dans 1’histoire de 1’¢levage
laitier. Pourtant, en réalité, ils ne constituent qu’une faible proportion du colt global des
mammites (Kossaibati et Esslemont, 1997).

Inversement, la perte de revenu induite par la diminution de la production laitiere de la vache
atteinte, et dans une moindre mesure, par les pénalités a la vente du lait chargé en cellules
somatiques, est plus difficile a évaluer. Elle est majoritairement la conséquence du second type
de mammites décrit brievement dans 1’introduction : les mammites subcliniques. Pour illustrer le
cout de I’altération du lait induite par ces derniéres, on peut prendre 1’exemple du prix de vente
en France d’une tonne de lait a haut taux cellulaire, qui est actuellement amputé de 3 euros entre
250 000 et 300 000 cellules par ml et de 15 euros au-dessus de 400 000 (Modalités de paiement
du lait, laboratoire interprofessionnel laitier du centre-ouest). Il existe aussi des pénalités pour la
pression bactérienne dans le lait et pour I’indice de lipolyse augmenté. La perte de rendement de
production, 1’autre conséquence majeure, peut parfois étre supérieure a 1000 litres par lactation
(Hortet et al., 1999 ; Seeger et al., 2003). Le codt de cette derniére représente a lui seul au moins
70% du total (DeGraves et Fetrow, 1993; Seegers et al., 2003).

I convient de remarquer qu’une mammite clinique induira aussi, bien évidemment, cette baisse
de production qui n’est donc pas 1’apanage des infections subcliniques. En réalité, si la perte de
production dans le cheptel laitier est majoritairement imputable aux mammites subcliniques, c’est
uniquement parce qu’elles sont de trés loin les plus fréquentes (Seeger et al., 2003). Nous devons
de méme signaler que les mammites subcliniques persistantes entrainent la réforme des vaches et
que, de fait, la perte de la vache atteinte n’est pas la conséquence des seules mammites cliniques.

Annexe n°2 : le vaccin

Un vaccin peut étre défini comme une préparation biologique qui augmente 1’immunité contre
une maladie particuliére. Il contient 2 groupes de composants : les antigénes et les adjuvants.
L’antigéne est défini comme un élément reconnu par les récepteurs du systeme immunitaire
adaptatif. L’adjuvant est une substance qui augmente la stimulation du systéme immunitaire en

favorisant la présentation de I’antigéne et/ou en délivrant des signaux immunomodulateurs
(Siegrist, 2008).
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Annexe n°3 : Découverte des résidus impliqués dans la liaison CD40-CD40L

Résidus du CD40

En 1995, Bajorath et collaborateurs réalisent un premier modeéle pour prédire la structure du CD40
et la composition de son site de liaison. Il est basé sur 1’étude en cristallographie du TNF-f et de
son récepteur (Banner et al., 1993) et met déja en évidence I’implication des acides aminés E74,
Y82, D84, N86 et E117 du récepteur. En 1997, Bajorath et collaborateurs réalisent un second
modele plus précis du CD40 a partir de la nouvelle cristallographie du TNFR de Naismith et
collaborateurs de 1995. Ce mod¢le prédit I’intervention des acides aminés E74, Y82, D84, N86
et E117 du CD40 dans la liaison avec le CD40L. Sur base de leur proximité avec ces derniers, les
acides T75, H76, H78, L87 et S118 sont egalement présumés importants. En 1998, Singh et
collaborateurs étudient également le récepteur CD40 et les acides aminés impliqués dans son site
de liaison. lls remarquent que la distance entre les aas S65, E66, T70, R73, E74, H76, C77, H78,
479, K81, Y82, D84, N86, T112, E114, A115, E117 et le CD40L est suffisamment courte pour
les impliquer dans la liaison. Ils remarquent de plus que ce site du CD40 comporte 3 aas acides
(D84, E114 et E117) qui semblent correspondre avec les 3 aas basiques (K143, R203 et R207) du
CDA40L. Enfin, en 2011, I’étude d’An et collaborateurs apportent la liste définitive.

Résidus du CD40L

Comme pour le CD40, les premiers acides aminés du CD40L présumés impliqués dans le site de
liaison ont été présentés par Bajorath et collaborateurs en 1995 sur base du modéle issu de la
cristallographie du TNF. lls identifient K143, Y145, Y146, R203 et Q220. En 1998, Singh et
collaborateurs allongent la liste en décrivant 1127, S128, E129, E142, K143, G144, Y145, Y146,
C178, S185, Q186, A187, R200, F201, R203, R207, C218, Q220, S248, H249, G250, T251 et
G252 comme participant a la liaison avec CD40. Enfin, la liste définitive est donnée en 2011 par
An et collaborateurs
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Annexe n°4 : Découvertes des voies de transduction associées au CD40

En 1986, Clark et Ledbetter activent le CD40 avec des anticorps monoclonaux et démontrent
qu’il permet la prolifération des lymphocytes B. Peu de temps aprées, des informations sur la
voie de signalisation conséquente a 1’activation arrivent. Ainsi, en 1988, Einfeld et
collaborateurs montrent que la stimulation des lymphocytes B avec anti-CD40 induit la
phosphorylation des sérines et thréonines du CD20. La phosphorylation des sérines et thréonines
du CD40 suite a sa stimulation est montrée en 1990 par Clark et Shu. De plus, elle implique une
molécule intermédiaire, une kinase, puisque le CD40 ne posseéde pas d’activité kinase (Paulie et
al., 1989). En 1988, Gordon et collaborateurs montrent que la stimulation du CD40 des
lymphocytes B induit leur agrégation appelée adhésion homotypique. Il est ensuite démontré
qu’une voie dépendante des tyrosines kinases permet I’adhésion homotypique (Kansas et
Tedder, 1991). Ce résultat implique la présence de 2 molécules intermédiaires supplémentaires :
la tyrosine kinase et son substrat qui n’est pas le CD40 puisque celui-Ci ne possede pas de
tyrosines sur son extrémité cytoplasmique (Stamenkovic et al., 1989). La production d’IgE donc
la commutation isotypique, induite par les anti-CD40 en présence d’IL-4 est mise en évidence
dés 1990 par Jabara et collaborateurs. En 1990, Inui et collaborateurs remarquent que
I’activation de la prolifération des lymphocytes B via les anticorps anti-CD40 est inhibée par la
délétion ou substitution de la thréonine 234 de I’extrémité cytoplasmique du CD40. En 1991,
Uckun et collaborateurs montrent que la stimulation de CD40 induit I’augmentation de la
phosphorylation des sérines / thréonines et de la tyrosine de nombreux substrats cellulaires. Au
début de I’année 1994, Ren et collaborateurs confirment que les protéines tyrosine kinase
(PTK), jouent un réle majeur dans I’adhésion homotypique et la commutation isotypique
induites par I’engagement du CD40 et montrent que celui-Ci active aussi la phosphatidylinositol
3-kinase (Pi3K). IIs constatent en effet que I’engagement du CD40 active lyn, une src kinase, et
augmente la phosphorylation de la Pi3K ainsi que la production d’IP3. La phospholipase Cy2
permettant la synthése d’IP3, ils suspectent €galement son activation par CD40. Toujours en
1994, Hu et collaborateurs mettent en évidence, par la technique du Yeast two hybrid system, la
présence d’une protéine capable de lier la partie cytoplasmique du CD40. Ils découvrent que
cette protéine, qui sera plus tard identifiée comme TRAF3, possede sur sa partie C terminale,
une séquence similaire au TNF receptor associated factor (TRAF) découvert 1 mois plus tot par
Rothe et collaborateurs et qui permet la transduction du signal du TNFR2. Cette derniere équipe
démontre en 1995 I’association CD40-TRAF?2 suite a I’engagement du CD40 (ainsi que
I’association TNFR2-TRAF2 suite a I’engagement du TNFR2) et qu’elle induit ’activation de
NF-kB. En 1996, les associations CD40-TRAF5 puis CD40-TRAF6 sont démontrées par Ishida
et collaborateurs. Ce n’est qu’en 1998 que la derniére association, CD40-TRAF1 est découverte
(Pullen et al., 1998).
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Annexe n° 5: détail des voies de transduction du CD40

Les voies dépendantes des TRAFs

Description des TRAFs

Les TRAFs sont des protéines cytoplasmiques composées d’un domaine d’homologie de la
famille des TRAFs long de 180 acides aminés a I’extrémité C-terminale appelé TRAF-C, d’une
séquence TRAF-N plus variable de structure coiled coil, de doigts de zinc et d’une sequence RING
(Really Interesting New Gene) N-Terminal (Figure C1 A). Le RING N-terminal est considéré
comme indispensable au fonctionnement des TRAFs (Bishop et al., 2002 ; Chung et al., 2002).
TRAF 1 est dépourvu de RING et les zinc fingers ne sont pas arrangés en Cysteine rich associated
with ring and TRAF (Bradley et Pober, 2001). Le domaine C terminal a la capacité de lier
I’extrémité cytoplasmique des TNFRs. Suite a la liaison du CD40L, le CD40, probablement
trimérisé recrute des triméres de TRAF (Figure C1 B). Il interagit par I’intermédiaire de 3 motifs
distincts de sa queue cytoplasmique, avec plusieurs TRAFs différents : TRAF 1, 2, 3, 5 et 6.
Jusqu’au début des années 2000, les TRAFs sont considérés comme de simples adaptateurs sans
activité enzymatique propre, qui induisent 1’ubiquination et la phosphorylation de protéines par
recrutement d’enzymes sur le complexe CD40-TRAF. Cependant, dés 2000, Deng et
collaborateurs suspectent une activité E3 ubiquitine ligase. Il est aujourd’hui admis que si les
doigts de zinc permettent de lier différentes protéines intracellulaires, le RING de la partie N
terminale est capable de les modifier par ubiquitination (Bishop et al., 2007 ; Karin et Gallagher,
2009 ; Yin et al., 2009 ; Graham et al., 2010). La phosphorylation par contre n’est réalisée que
par les Kinases associées au complexe. Chaque TRAF, a I’exception de TRAF2 reconnait un site

particulier de I’extrémité cytoplasmique de CD40. Les 3 sites connus sont exposés sur la figure
CicC.

A B
TRAF 1 — TRAF-N — TRAF-C —
C-term
TRAF2, -3, —ha— Znc fngers — TRAF-N — TRAFC —
4,-5and -6 Zinc RING
C
231-236 250-254 273-276
" cpa0 1 1 EE P C-term
TRAF1

Figure C1. Description des TRAFs et de leurs sites de liaison sur CD40. La figure C1 A schématise les
TRAFs 1 a6 et leurs principaux domaines fonctionnels (D’aprés Bishop, 2004). La figure C1 B illustre
la structure tridimentionnelle de I’interaction entre un trimére de TRAF3 et un trimére de CD40 (Ni et
al, 2000). L’extrémité cytoplasmique de CD40 est représentée en balls and sticks bleus. La figure C1 C
répertorie les 3 sites de liaison TRAF-CD40, d’aprés van Kooten et Banchereau en 2000 et Lu et
collaborateurs en 2003.
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Nous remarquerons que les mécanismes détaillés dans cette partie ont principalement été validés
dans les lymphocytes B. Ils sont cependant présents dans beaucoup d’autres cellules.

La voie JNK/ p38

Selon Matzuwa et collaborateurs en 2008 (figure C2), I’activation du CD40 induit le recrutement
de TRAF2, TRAF3, I'ubiquitin ligase E3 K48 spécifique, cellular inhibitor of apoptosis (c-1AP)
et ’E2 K63 spécifique Ubc13. Le complexe membranaire ainsi formé recrute alors IkK-y et la
mitogen-activated protein kinase kinase kinase (MAP3K) MEKK1 et le stabilisent par la fixation
d’une chaine de polyubiquitine K63 sur IkK-y. C-IAP ajoute une chaine d’ubiquitine K48 sur
TRAF3 qui est en conséquence dégradé. Le complexe est alors libéré dans le cytosol ou MEKK1
est activé par phosphorylation. MKK4 est également retrouvé dans ce complexe. P38 est activée
par plusieurs MAP kinases notamment des MAP3k qui sont également activatrices des c-Jun N-
terminal Kinases (JNKSs) tout comme les MKK4 ce qui explique la co activation (Zarubin et Han,
2005 ; Gallagher et al., 2007). Une fois activé, p38 active d’autres kinases et de trés nombreux
facteurs de transcription tels NF-AT, p53 et ATF2. ATF2 est connu pour s’associer avec les
facteurs de transcription de la famille JNK et activer ainsi AP-1 (Zhao et al., 2001). JNK active
également AP-1 via le facteur de transcription c-jun. P38 induit de plus la production de cytokines
pro-inflammatoires et 1’apoptose (Kummer et al., 1997). En 2009, Karin et Gallagher ont confirmé
que I’E2 ubiquitine Ubc 13 était nécessaire a ’activation de JNK et de p38 par CD40.

La voie canonique d’activation de NF-«B

Cette voie classique d’activation de NF-kB est déclenchée par I’activation d’une large gamme de
récepteurs tels les TLRs, les récepteurs antigéniques BCR et TCR des lymphocytes et I’ensemble
des TNFRs. Elle a pour élément central la dégradation de I’inhibiteur alpha de NF-xB (IkBa)
découvert en 1990 par Zabel et Baeuerle et qui agit par neutralisation des sous unités p65 et p50
de NF-kB L’activation de CD40 induit 1’ubiquitination de RIP1 (Zhang et al., 2000 ; Habelah et
al., 2010) et de TRAF2 dans le complexe CD40- TRAF2- TRAF1. La conséquence est 1’activation
de TGFp-activated kinase 1 (TAK 1) qui active a son tour /’IxB kinase (IckK). IkK, composé des
sous-unités catalytiques IxKa et IkKP et de I’unité régulatrice IkKy, phosphoryle alors IkBa ce
qui induit son ubiquitination et sa dégradation. Cela libére les sous-unités p65/p50 de NF-kB qui
peuvent alors migrer dans le noyau et activer le géne cible. Chez les lymphocytes B, 1’activation
de la voie canonique de NF-kB (sous-unité p50) par CD40 induit 1’expression de CD80, la
sécrétion d’IgM, I’activation de Pim-1 kinase (kinase du proto oncogéne pim-1) et lacommutation
isotypique vers les IgE (Bishop et Hostager, 2001). Une régulation positive de CD23, CD95 et
CD54 y est également partiellement liée.

La voie non canonique d’activation de NF-xB

Cette voie, illustrée par la figure C3 (Habelhah et al, 2010) suit I’activation d’un nombre restreint
de TNFR et posséde une cinétique plus lente que la précedente (Bishop et Hostager, 2001). Elle
a eté décrite pour la premiére fois en 2001 par Senftleben et collaborateurs. Comme dans la voie
JNK/p38, elle débute avec le recrutement de TRAF2, TRAF3, clAP1/2 et Ubcl3 sur CD40.
L’étape cruciale est la dégradation de TRAF3 permettant la libération de NF-xB inducing kinase
(NIK) (Habelhah et al., 2010 ; Sun et al., 2011). NIK active IkKa qui phosphoryle la protéine
inhibitrice « IxB like » p100, liée a I’unité RelB de NF-xB . Une fois phosphorylée, p100 est
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incomplétement dégradée via le protéasome ce qui génére I’unité p52 et libére RelB. P52 et RelB
s’associent alors et migrent dans le noyau pour activer le géne cible (Coope et al., 2002).

La voie Pi3K/Akt

Enfin, le recrutement de TRAF 6 par CD40 induit ’activation de la protéine kinase B (PKB),
également appelée akt. En effet, comme nous 1’avons évoqué plus haut, ’engagement du CD40
active la src kinase lyn (une tyrosine kinase), et augmente la phosphorylation de la Pi3Kinase ainsi
que la production d’IP3 (Ren et al., 1994). Les c-Cbl (casitas B-lineage lymphoma-c) sont des
protéines adaptatrices qui regulent négativement les kinases, notamment tyrosines kinases src et
les PI3K par ubiquitination (Hartley et al., 1995 ; Levkowitz et al., 1999). Cependant, en 2001,
Arron et collaborateurs montrent que la stimulation du CD40 des DCs et des lymphocytes B induit
le recrutement d’un complexe TRAF6- src- ¢c-Cbl- PI3K dans lequel c-Cbl est indispensable a
I’activation de PKB. En 2003, Deregibus et collaborateurs montrent, dans les cellules
endothéliales stimulées par CD40L, la formation d’un complexe CD40- TRAF2- TRAF6- c-Cbl-
P13k, en corrélation avec une augmentation de I’activité de PKB et un effet anti apoptotique. On
sait en effet que PKB induit la survie cellulaire par phosphorylation de différents facteurs
impliqués dans I’apoptose ou la transcription de genes. On remarquera qu’en fonction du type

cellulaire, I’activation du CD40 peut aussi inhiber cette voie et avoir un effet pro apoptotique
(Davies et al., 2004).

rocrgitment to CD40

:
:
:
:
:
s signal transduction
: o " (INK, p38 activation)
:

Figure C2. Activation de la voie JNK/p38 par CD40 d’aprés Matsuzawa et collaborateurs en 2008. En a,
le CD40 non stimulé est seul dans la membrane. En b, CD40 activé recrute TRAF2, TRAF3, clAP et
Ubcl3. En c, le complexe membranaire recrute MEKK1 et IkK-y et les stabilise. Enfin, en d, clAP1/2
ubiquitine TRAF3 avec une chaine K48 induisant sa dégradation. Sans TRAF3, le complexe est libéré
ce qui induit la phosphorylation de MEKK1 et MKK4. Ceux-ci activent a leur tour INK et p38.
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Figure C3. Activation de la voie non canonique de NF-kB par CD40 (D’apres Habelhah et al., 2010). A.
Sans stimulation, TRAF3 recrute NIK dans le complexe TRAF3-TRAF2-clAP1/2 ou il est dégradé. B.
I’activation du CD40 induit I’ubiquitation K63 de cIAP1/2 par TRAF2. Cette ubiquitination stimule I’activité
E3 ligase K48 de cIAP1/2 sur TRAF3 qui est dégradé. NIK est alors libéré et peut phosphoryler IkKa, ce qui
active NF-kB.

La voie indépendante des TRAFs

Il existe une voie mettant en jeu la Janus kinase 3 (JAK3) et qui permet I’activation de STATS.
D’apres Hubbard et Till, en 2000, les JAKs sont des protéines cytoplasmiques qui font partie des
non receptor tyrosine kinase. Elles s’associent de maniére non covalente a I’extrémité
cytoplasmique d’un récepteur de cytokines suite a la multimérisation induite par la fixation du
ligand de ce dernier. Ainsi activée, JAK3 phosphoryle le récepteur, ce qui crée un site de liaison
pour STAT5. STATS est alors phosphorylé par JAK3 et se dimérise. Le dimére est ensuite
activement transféré dans le noyau ou il induit la transcription. La présence d’un site de liaison
pour JAK3 sur I’extrémité cytoplasmique du CD40 a été montrée par Hanissian et Geha en 1997.
11 faut signaler que ce recrutement de JAK3 suite a I’engagement de CD40 n’aurait pas lieu chez
les Lymphocytes B mais serait fonctionnel sur les APC (Revy et al., 1999).
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Annexe n°6 : évidences historiques du role de CD40 dans I’'immunité humorale

Jusqu’a la fin des années 1980, toutes les études visant a induire la production d’IgE par des
lymphocytes B purifiés et cultivés in vitro ménent a la méme conclusion : la commutation
isotypique vers les IgE n’est réalisée qu’en combinant les cytokines I1-4, IL-6 et une stimulation
par les lymphocytes T (Vercelli et al., 1989). 1l en fut de méme pour toutes autres tentatives
d’activation des lymphocytes B, telle I’induction de la prolifération et de la différenciation, qui
semblait également requérir le contact avec les lymphocytes T activés ou des portions de
membrane de ces lymphocytes T et des cytokines (Brian, 1988 ; Noelle et al., 1989 ; Bartlett et
al., 1989 ; Hodgkin et al., 1990). Bartlett et collaborateurs étaient cependant parvenus a mieux
détailler les stimulations requises pour les différentes étapes de la prolifération des lymphocytes
B en montrant en 1989 que I’interaction avec des membranes de lymphocytes T activés méne les
lymphocytes B en phase G1 et que les cytokines sont nécessaires pour atteindre la phase S du
cycle cellulaire. Ils le confirment en 1990 en observant le méme phénomene lorsque les
lymphocytes T activés sont remplacés par des portions de leur membrane. La commutation
isotypique « T-indépendante » vers les IgE est enfin réussie, a la fin de ’année 1990, par Jabara
et collaborateurs, grace a la stimulation des lymphocytes B purifiés avec un anti-CD40 agoniste
et de I’[L-4. Par la suite, des études in vivo montrent, via la neutralisation du CD40L avec des
anticorps que l’activation du récepteur CD40 est indispensable & la formation des centres
germinatifs, au développement de 1’immunité T-dépendante et a la production de cellules B
mémoires (Foy et al., 1993 et 1994 ; Banchereau et al., 1994).
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Annexe n°7 : Découverte de I’interaction APC-LThelper-CTL

Dés 1970, Brestcher et Cohn démontrent 1'implication d’une cellule présentatrice d'antigéne
(APC) dans I'activation des lymphocytes T. En 1978, 3 ans apres avoir démontré la restriction au
CMH des lymphocytes T, Zinkernagel et collaborateurs proposent I’intervention d’un lymphocyte
T ‘helper’ pour expliquer I’induction de CTLs. L’implication de ce T helper sera confirmée en
1982 par Keene et Forman. lls proposent ainsi un modéle dans lequel, le lymphocyte Th doit
interagir avec la méme cellule présentatrice d’antigénes et au méme instant que le futur CTL pour
fournir un co-signal capable d’activer efficacement ce dernier. Une alternative a ce mécanisme
apparait en 1992, lorsqu’une étude de Guerder et Matzinger montre que le LTCD4* modifie 'APC
qui devient une cellule stimulatrice potentielle pour le LTCD8™. Cette théorie est soutenue par la
mise en évidence de I'importance du CD86 dans la stimulation des CTLs et dont 1’expression sur
I’ APC est induite a la fois par les virus et par les LTCD4" (Townsend et Allison, 1993 ; Wu et
Liu, 1994). Elle devient absolument convaincante lorsque la déplétion des LTCD4" et leur
remplacement par des anti-CD40 induit des CTLs in vivo (Ridge et al., 1998). Ils montrent
¢galement que I’APC stimulant les CTLs est la DC. La disparition de la nécessité de contact
LTCD8"-LTCD4" explique également le fait que les réponses CTL aux infections virales soient,
en fonction du type de virus, parfois dépendantes et parfois indépendantes des LTCD4" (Buller et
al., 1987 ; Mackey et al., 1998). Il suffit en effet que certains virus stimulent suffisamment la DC
pour qu’elle puisse se passer du signal fourni par le LTCD4". L’existence de ces 2 cas de figure
s’explique par le fait qu’ils ménent tous 2 au seul événement crucial pour I’activation des CTLs :
la présentation d’antigenes sur le CMH I de I’APC. La présentation sur le CMH I est la voie
classique de présentation des antigénes synthétisés au sein de la cellule. 11 s’agit donc
généralement d’antigenes issus de virus infectant la cellule. Dans la mesure ou I’élimination des
cellules infectées est I’arme la plus efficace contre les virus, il est logique que la présentation sur
le CMH I méne a I’activation des CTL.
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ABSTRACT

Vaccination is the most cost-effective way to control infectious diseases in cattle. However, many infec-
tious diseases leading to severe economical losses worldwide still remain for which a really effective and
safe vaccine is not available. These diseases are most often due to intracellular pathogens such as bacte-
ria or viruses, which are, by their localization, protected from antibiotics and/or CD4* T cell-dependent
humoral responses. We therefore postulated that strategies leading to induction of not only CD4* T
cell responses but also CD8* cytotoxic T lymphocyte (CTL) responses against infected cells should be
privileged in the development of new vaccines against problematic intracellular pathogens in bovines.
CD40 signaling in antigen-presenting cells may lead to the induction of robust CD4-independent CTL
responses and several studies, especially in mice, have used CD40 stimulation to promote CD8* T cell-
mediated immunity. For example, we have recently shown that immunization of mice with heat-killed
Staphylococcus aureus (HKSA) and agonistic anti-CD40 monoclonal antibodies elicits strong CTL responses
capable of protecting mice from subsequent staphylococcal mastitis. Unfortunately, there is at present
no tool available to efficiently stimulate CD40 in cattle. In this study, we therefore first produced a sol-
uble recombinant trimeric form of the natural bovine CD40 ligand (sboCD40LT). We then observed that
sboCD40LT was able to potently stimulate bovine cells in vitro. Finally, we provide evidence that immu-
nization of cows with sboCD40LT combined with HKSA was able to significantly increase the number of
both HKSA-specific CD4* and CD8"* T cells in the draining lymph nodes. In conclusion, we suggest that this
new molecular tool could help in the development of vaccine strategies against bovine diseases caused
by intracellular pathogens.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

viral diarrhea virus, foot-and-mouth disease virus, respiratory syn-
cytial virus) lead to severe economical losses worldwide (Halasa

In cattle, numerous infections due to intracellular pathogens
such as bacteria (e.g., Staphylococcus (S.) aureus, Brucella abortus,
Mycobacterium bovis) or viruses (e.g., bovine herpes virus, bovine
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et al.,, 2007; Middleton, 2008; Buddle et al., 2013; Jamal and
Belsham, 2013; Olsen, 2013; Ridpath, 2013; Raaperi et al., 2014;
Sacco et al., 2014). These diseases remain difficult to control effi-
ciently with current prophylactic and curative treatments due to
the intracellular localization of the pathogens, which makes them
inaccessible to most natural or induced CD4* T cell-dependent
humoral immune responses and/or antibiotics. Indeed, commonly
used vaccinal adjuvants, such as alum and incomplete Freund’s
adjuvant, predominantly enhance humoral responses (Billiau and
Matthys, 2001; Leroux-Roels, 2010). There is currently a lack of safe
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adjuvants able to efficiently elicit not only CD4* T cell responses but
also strong CD8 cytotoxic T lymphocyte responses against infected
cells in cattle.

CDA40 is a member of the tumor necrosis factor receptor family
and was initially characterized as a B cell surface antigen critically
involved in T cell-dependent humoral immune responses (Jabara
etal., 1990; Banchereauetal., 1991).Itis also known to be expressed
on a wide range of cell types, including antigen-presenting
cells (APCs), such as dendritic cells (DCs) and macrophages, and
non-hematopoietic cells such as endothelial cells, fibroblast and
epithelial cells (van Kooten and Banchereau, 2000). CD40 signal-
ing in APCs may lead to the induction of robust CD4-independent
CTL responses (Bennett et al,, 1998; Schoenberger et al., 1998).
CD40 stimulation was therefore used in mice and human to
promote CD8" T cell-mediated immunity against tumor cells,
viruses and some other intracellular pathogens. Different forms
of CD40 receptor activators have been used as vaccinal adju-
vants and have been shown to have protective effects in several
cases. In this regard, immunization of mice with agonistic anti-
CD40 antibodies combined to heat-killed Listeria monocytogenes
or Salmonella typhimurium has been shown to strongly increase
pathogen-specific IFN-y-producing CD8* T cells as well as host sur-
vival following bacterial challenge (Rolph and Kaufmann, 2001).
A protective anti-tumoral CTL response was also obtained using
these agonistic antibodies (Diehl et al., 1999; French et al., 1999;
van Mierlo et al., 2002). Purified recombinant CD40L was success-
fully used in vaccinal tests against herpes simplex virus type 1
(Beland et al., 1998) and HIV (Gémez et al., 2009). Recombinant
CD40L is also able to activate CTLs and DCs in vitro (Wiirtzen
et al,, 2001; Yi et al., 2010). Finally, plasmids coding for CD40L
were shown to induce a CTL response against intracellular par-
asites (Gurunathan et al.,, 1998) and several viruses such as HIV
(Stone et al., 2006; Liu et al., 2008; Gémez et al., 2009; Gupta
et al.,, 2014), respiratory syncytial virus (RSV; Tripp et al., 2000;
Harcourt et al., 2003), herpes simplex virus (HSV) type 2 (Sin et al.,
2001), porcine reproductive and respiratory syndrome virus (Cao
etal., 2010) or ectromelia virus (Lauterbach et al., 2013). In most of
these instances, an efficient protection against the infectious chal-
lenge was observed. We have recently shown that immunization of
mice with heat-killed S. aureus (HKSA) together with agonistic anti-
CD40 monoclonal antibodies (mAbs) elicits strong CTL responses
capable of protecting mice from subsequent staphylococcal mas-
titis (Wallemacq et al.,, 2012). We thus hypothesized that such
a vaccine strategy could also be helpful in the control of intra-
cellular infections in cattle. The safest way to fully activate the
CD40 receptor and the downstream intracellular signaling is to
use its natural ligand CD40L (Armitage et al., 1992; Hollenbaugh
et al., 1992; Baccam and Bishop, 1999). However, no recombi-
nant bovine CD40L is available to date. In the present study, we
thus first produced a soluble recombinant form of bovine CD40L
(sboCD40LT), which included a trimerization motif. Indeed, while
soluble forms of CD40L consisting only of the TNF homologous
region of the protein spontaneously associate as trimers (Karpusas
et al., 1995), the trimerization motif improves conformational sta-
bility of soluble CD40L thereby increasing its biological activity
(Morris et al., 1999). Furthermore, since CD40 receptor cluster-
ing is required to activate downstream signal transduction (Paulie
et al., 1989), CD40L multimers are typically more efficient than
monomers and receptor activation increases with the level of mul-
timerization (Morris et al., 1999; Haswell et al., 2001; Stone et al.,
2006). Validating the activity of this new tool, we could show
that sboCD40L was able to activate bovine endothelial cells and
to induce aggregation and proliferation of bovine B cells. We next
demonstrate that immunization of cows with HKSA combined with
sboCD40LT was able to induce significant antigen-specific CD4* and
CD8* T cell responses, reinforcing the idea that sboCD40LT could

be used in new vaccine strategies aimed at combating intracellular
pathogens.

2. Materials and methods

2.1. Cloning of a soluble recombinant trimeric form of bovine
CD40L

RNA was extracted from bovine blood mononuclear cells using
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, Cat. N° 15596018) and
retrotranscribed into cDNA using a commercial kit (Roche Diag-
nostics, Mannheim, Germany, Cat. N° 04896866001 ). Primers were
designed based on the bovine CD40L cDNA sequence [GenBank
accession number Z48469; National Center for Biotechnology Infor-
mation (NCBI) Bethesda, MD, USA] to amplify by polymerase chain
reaction (PCR) a fragment corresponding to the tumor necrosis
factor (TNF) homologous region of bovine CD40L (natural soluble
form; amino acids 113-261) preceded by an isoleucine zipper motif
encouraging trimerization, the sequence of which was incorpo-
rated into the forward primer (the soluble trimeric form of bovine
CDA40L, as well as the sequence encoding this protein, are hereafter
referred to as sboCD40LT) (O’Shea et al., 1989; Harbury et al., 1993;
Stone et al., 2006). The sequences of the primers used were 5’'-
CACCAGAATGAAGCAGATCGAGGACAAGATCGAGGAGATCCTGAGC-
AAGATCTACCACATCGAGAACGAGATCGCCAGAATCAAGAAGCTGA-
TCGGCGAGAGAACCAGCAGCatgcacaagggtgatcagga-3’  (forward)
and 5'-TCAGAGTTTGAGTAAGCCAAAT-3’ (reverse). The amplified
fragment was cloned into the entry vector pENTR/TEV/D-TOPO
vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, Cat. N° 45-0219) and sub-
cloned by recombination into the prokaryotic vector pDEST15
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, Cat. N° 43-0226) that allows the
fusion of glutathione S-transferase (GST) at the N terminus of
sboCD40LT (i.e. pGST-sboCD40LT). In order to generate a control
vector coding for the GST protein only (i.e. pGST), 2 oligonucleotides
Stop-1 (5'-TCGAGGAAAACTCTAGATGAGAAGG-3') and Stop-2 (5'-
CGCGCCTTCTCATCTAGAGTTTTCC-3’) were annealed and cloned
into the pGST-sboCD40LT vector after excision of the sboCD40LT
sequence by digestion with the restriction enzymes Xhol and Ascl.
These annealed oligonucleotides just lead to the incorporation of
a stop codon at the C terminus of the GST sequence.

2.2. Transformation and culture of bacterial cells

BL21-A1 one shot competent cells (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA, Cat. N° C6070-03) were transformed with pGST or pGST-
sboCD40LT by heat shocking according to the manufacturer’s
instructions. They were spread on Luria-Bertani (LB) plates contain-
ing 100 pg/ml ampicillin and incubated overnight at 37 °C. Three
transformants of each plate were picked and cultured in LB medium
containing 100 p.g/ml ampicillin at 37 °C under shaking until reach-
ing an OD of 0.8. These cultures were used to inoculate 5 1 of fresh
LB culture medium containing 100 p.g/ml ampicillin. These cultures
were incubated until an OD of 1. Then, L-arabinose (0.2%) was added
to the medium in order to induce protein production and cultures
were incubated under shaking during 6 h at 20°C.

2.3. Protein extraction

After an incubation of 6 h, bacterial culture medium was cen-
trifuged at 6000 x g during 5 min and the pellet was resuspended
and incubated at 4°C during 40 min in a lysis buffer contain-
ing 0.5M NacCl, 50 mM NaH,PO4 pH 8.0, 1.8 mg/ml lysozyme and
20 wg/ml DNAse. After incubation of the lysate, 0.5% of Triton
X-100, 1.6 mg/ml complete protease inhibitor (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany, Cat. N° 11836145001), and 30 mM
[-glycerophosphate were added. The solution was then sonicated 7
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times during 0.5 min on ice and then centrifuged at 28,000 x g dur-
ing 20 min. The supernatant containing the proteins was recovered
and passed on a 0.2 wm filter.

2.4. Protein purification

Proteins present in the lysis buffer supernatant were purified
using glutathione agarose resin columns (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA, Cat.N° 16105). Briefly, columns were equilibrated
with equilibration buffer (150 mM NaCl, 125 mM Tris pH 8). The
supernatant containing the proteins was loaded on the columns
and binding was achieved by incubation with the resin during 4 h
under shaking at 4°C. Supernatant containing the unbound pro-
teins was discarded and column was washed 4 times at 4°C with
wash buffer (150 mM NaCl, 125 mM Tris pH 8, 0.55% Triton X-100).
Three washes were finally performed at 4°C with sterile buffer
in which Triton X-100 and Tris 125mM at pH 8 were gradually
replaced by Triton X-114 and Tris 20 mM at pH 8.5. Elution was per-
formed by incubating column on a rotating shaker for 90 min with
a buffer containing 150 mM NacCl, 20 mM Tris pH 8.6, 0.1% Triton
X-114 and 3 mg/ml glutathione. Triton X-114 was then removed
using 28,000 x g ultracentrifugation at 37 °C.

The efficacy of purification was observed on a coomassie-stained
SDS-PAGE gel.

The final concentration of purified proteins was estimated using
a Bradford assay (Biorad, Hercules, CA, USA, Cat. N° 500-0205).

2.5. Polyacrylamide gel electrophoresis and western-blotting

Presence and purity of the produced proteins in extracts was
verified by polyacrylamide gel electrophoresis and immunoblot-
ting. 100 ng of purified protein or 1 g of total extract supernatant
were used for analyses. Protein extracts were added to a load-
ing buffer (10 mM Tris-HCI pH 6.8, 1% SDS, 25% glycerol, 0.1 mM
[3-mercaptoethanol (ME), and 0.03% bromophenol blue), boiled
and run on a 14% polyacrylamide-SDS gel; after electrophore-
sis, gels were either directly stained with Coomassie blue or
electro-transferred onto a polyvinylidene difluoride membrane (GE
Healthcare, Chalfont St. Giles, UK, Cat. N° RPN303F) for western-
blotting. Nonspecific binding was blocked in 20 mM Tris, pH 7.5,
500 mM Nacl, 0.2% Tween 20 (TBS-Tween), and 5% dry milk dur-
ing 1 h. Membranes were then incubated with polyclonal anti-GST
(dilution 1:5000; Thermoscientific, Waltham, MA, USA, Cat. N°
PA1-982A) overnight at 4°C, rinsed with TBS-Tween and fur-
ther incubated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated
goat anti-rabbit IgG (Dako, Glostrup, Denmark, Cat. N° P0448)
for 60 min at room temperature. Result was visualized using an
enhanced chemiluminescence system (ECL kit; Amersham Phar-
macia Biotech, Uppsala, Sweden, Cat. N° RPN2209) followed by
autoradiography with Fuji X-ray films.

Native PAGE was performed using NativePAGE™ Bis-Tris Gel
System (Life technologies, Gent, Belgium, Cat. N° BN1002BOX). A
4-16% bis acrylamide gel was used and the assay was performed
according to the manufacturer’s instructions.

2.6. Assessment of the binding capacity of GST-sboCD40LT

In order to check whether the produced sboCD40LT was able to
bind to its receptor, we transfected Cos7 cells with a pcDNA3.1
vector encoding the bovine CD40 (pcDNA3.1-boCD40) or with
an empty pcDNA3.1 (pcDNA3.1) and evaluated by flow cytom-
etry the binding of purified GST-sboCD40LT. Briefly, transfected
Cos7 cells were incubated with GST or GST-sboCD40LT proteins
for 90 min. Then, they were washed and incubated with anti-GST
antibodies (Thermoscientific, Waltham, MA, USA, Cat. N° PA1-
982A) for 75 min. After washing, cells were incubated with goat

PE-anti-rabbit IgG (Imgenex, San Diego, CA, USA, Cat. N° 20303) for
1 h. Samples were then washed, stained with 7-amino-actinomycin
(7-AAD; Becton Dickinson, Erembodegem, Belgium) and analyzed
by flow cytometry (FACS Canto II, Becton Dickinson, Erembodegem,
Belgium). Dead cells were excluded by 7-AAD staining and only
lived singlet cells were gated for analyses.

2.7. Functionality tests

The agonist properties of sboCD40LT were tested in two differ-
ent functional tests.

2.7.1. Activation of bovine aortic endothelial cells

The first functional test was based on the fact that specific
activation of CD40 at the surface of endothelial cells leads to the
production of the chemokine monocyte chemotactic protein MCP-
1(Thienel etal., 1999). Bovine endothelial aortic cells were cultured
in low glucose DMEM medium (Life technologies, Gent, Belgium,
Cat.N° 21885-025) supplemented with 2 mM L-glutamine, 1% MEM
nonessential amino acids, 1 ng/ml of fibroblast growth factor and
10% fetal bovine serum. The cells were seeded in 48-well culture
dishes and were stimulated with recombinant bovine interferon
(IFN)-vy (10 ng/ml; Serotec, Oxford, UK, Cat. N° PBP0O07) during 20 h
in order to upregulate CD40 expression (Karmann et al., 1995).
Then, the cells were stimulated for 24 h with different doses of
either GST (2, 100 or 1000 ng/ml) or GST-sboCD40LT (2, 20, 50,
100, 500, 1000 ng/ml). For tests comparing CD40L from different
species, cells were stimulated for 24 h with 200 ng/ml of either
GST-sboCD40LT or human (Santa Cruz, Dallas, TE, USA, Cat. N°
sc-4557) or murine (Peprotech, Rocky Hill, NJ, USA, Cat. N° 315-
15) CD40L. In order to rule out any potential effect of putative
endotoxin contamination, GST-sboCD40LT was boiled for 30 min
before cell stimulation and used as a control. Indeed, this treat-
ment is known to denature the proteins but not the endotoxins
(Magalhdes et al., 2007). Moreover, we also stimulated endothelial
cells with LPS (1-10 pg/ml) to estimate the effects of a low concen-
tration of LPS in this test. Culture medium was then recovered and
tested for MCP-1 production by ELISA according to the manufac-
turer’s instructions (Kingsfisher Biotech, Saint Paul, MN, USA, Cat.
N° VS0083B-002).

2.7.2. Induction of B lymphocyte proliferation and aggregation

The second functional test was a bovine B cell proliferation and
aggregation assay performed with recombinant bovine interleukin
(IL)-4 as a co-stimulus (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA, Cat.
N° 2469-BL). Briefly, bovine peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) were isolated from heparinized blood by centrifugation
on a Histopaque gradient (Histopaque 1077, Sigma, St. Louis, MO,
USA, Cat. N° 10771). PBMC were first labeled with mouse IgM
directed to bovine CD21 (clone BAQ15A, Divbio Science, Ulven-
hout, The Netherlands), or with mouse IgG1 directed to bovine CD3
(clone MM1A, VMRD, Pullman Washington, WA, USA), CD4 (clone
CACT138A, VMRD, Pullman Washington, WA, USA), CD8 (clone
CACT80C, VMRD, Pullman Washington, WA, USA) or CD14 (clone
CAM36A, VMRD, Pullman Washington, WA, USA). E-fluor 450-
conjugated anti-mouse IgG1 and APC-conjugated anti-mouse IgM
were used as secondary antibodies (eBioscience Inc., San Diego, CA,
USA, Cat. N° 48-4015-82 and 17-5790-82 respectively). Mouse IgG1
and IgM isotypes were used as negative controls (eBioscience Inc.,
San Diego, CA, USA, Cat. N° 14-4714-82 and 14-4752-82 respec-
tively). CD21 positive cells corresponding to B cells were purified
using fluorescence-activated cell sorting (FACS Arialll, Becton Dick-
inson, Erembodegem, Belgium). The obtained B cell population
was >96% CD21* with no detectable CD3* cells as determined by
flow cytometry (FACS Canto II, Becton Dickinson, Erembodegem,
Belgium). B cells were cultured in RPMI medium (Lonza, Basel,
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Switzerland, Cat. N° BE12-702F) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum and antibiotics (penicillin (50 [U/ml)
and streptomycin (50 pwg/ml)) at 37 °C in a humidified atmosphere
with 5% of CO,. Two hundred thousands B cells/well were cul-
tured in quadruplicate in round-bottomed 96-well plates for 72 h
with the different stimuli as described in Section 3. Cells were
then cultured for another 18 h period in presence of 0.2 .Ci/well
of tritiated thymidine (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA, Cat. N°
NET027Z005MC). Cells were harvested and thymidine incorpora-
tion was measured using a beta counter (Topcount, Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA). GST-sboCD40LT-induced aggregation of B cells
was observed using a microscope (magnification 40x).

2.8. Heifers

Three healthy and non-gravid 15 month-old Holstein heifers
provided by the “Ferme provinciale” (Theux, Belgium) were used
in this study; they were selected after evaluation of their immuno-
logical and inflammatory status. Blood samplings were performed
in order to estimate total and differential cell counts, the pres-
ence of neutrophil left shift and several biochemical parameters.
Total protein, haptoglobin, albumin and fibrinogen concentrations
were measured on sera. Protein electrophoresis was performed on
sera and plasma. The presence of neutrophil left shift, hypergam-
maglobunaemia, fibrinogen concentration>8g/L or haptoglobin
content>60mg/L were considered as exclusion criteria. These
heifers were acclimated during 1 month in the Faculty of Veteri-
nary Medicine of Liége before starting the immunization protocol.
All experiments were conducted with Institutional Animal Care and
Use Committee approval.

2.9. Vaccine composition

The antigen fraction of the vaccine was composed of HKSA. HKSA
antigen was prepared by incubating Newbould 305 S. aureus (Amer-
ican Type Culture Collection 29740, Manassas, VA, USA) at 60 °C for
75 min. Effective bacterial killing was confirmed by incubating a
100 pl aliquot in Nutrient Broth overnight at 37 °C. The adjuvant
fraction of the vaccine consisted in purified GST-sboCD40LT. The
GST protein alone was used as a control.

Prior to each injection, adjuvant and antigenic fractions were
resuspended in 60 ml PBS buffer containing 1% bovine serum albu-
min. Each dose contained 7 x 10° CFU HKSA and 7 mg of either
GST-sboCD40LT (sboCD40LT-adjuvanted vaccine) or GST alone
(non-adjuvanted vaccine).

2.10. Immunization protocol

Heifers were injected subcutaneously close to the precrural
lymph nodes (PLN) with the vaccine preparations. From day 1 to
day 3, each heifer received the non-adjuvanted vaccine close to the
right PLN and the sboCD40LT-adjuvanted vaccine close to the left
one.Three weeks later (from day 21 to day 23), heifers were boosted
using the same injection strategy. Seven days after the last injec-
tion, heifers were sacrificed. PLN were then harvested, weighed and
processed for further analyses.

2.11. Invitro lymph node cell proliferation assay

PLN were cut into 5 mm-wide slides and crushed under sterile
conditions. Cell suspension was filtered on a 70 um cell strainer
and centrifugated for 15min at 850 x g at 4°C. Cells were then
resuspended in RPMI (Lonza, Basel, Switzerland, Cat. N° BE12-
702F) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum
and antibiotics (penicillin (50 IU/ml) and streptomycin (50 pg/ml)).
Cell count was performed 3 times for each lymph node using a

Thoma-Zeiss counting chamber. Cell suspension was adjusted to
2 x 106 cells/ml and 200,000 cells/well were cultured in triplicates
in round-bottomed 96-well plates. PLN cells were left untreated or
were restimulated either with 5 x 108 CFU/ml HKSA or 125 pg/ml
ovalbumin (OVA) used as an irrelevant antigen. They were cul-
tured for 72 h at 37°C in a humidified atmosphere with 5% of CO5.
After 3 days, cells were cultured for another 18 h period in pres-
ence of 0.2 wCi/well of tritiated thymidine (Perkin ElImer, Waltham,
MA, USA, Cat. N° NET027Z005MC). Cells were then harvested and
thymidine incorporation was measured using a beta counter (Top-
count, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

2.12. CD4* and CD8" T cell count

Total PLN cells were harvested and resuspended as described
above, washed with PBS containing 0.5% bovine serum albumin and
0.1% sodium azide and incubated 40 min with Alexa 647-labeled
anti-CD8 and RPE-labeled anti-CD4 antibodies (respectively
MCA837A647 and MCA1653PE, Bio Rad, Hercules, CA, USA). Cells
were then analyzed by flow cytometry (FACS Canto II, Becton Dick-
inson, Erembodegem, Belgium).

2.13. Invitro CD4* and CD8* T cell proliferation assay

Total PLN cells were harvested and resuspended as described
above. Cells were incubated with carboxyfluorescein succinimidyl
ester (CFSE; 5uM in PBS; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, Cat. N°
(C34554) for 10 min at 37°C, washed in PBS containing fetal calf
serum, and then resuspended in RPMI (Lonza, Basel, Switzerland,
Cat. N° BE12-702F) supplemented with 10% heat-inactivated fetal
bovine serum and antibiotics (penicillin (501U/ml) and strepto-
mycin (50 pg/ml)). 200,000 cells/well were cultured in triplicates in
round-bottomed 96-well plates. Cells were left untreated or were
restimulated with either 5 x 10 CFU/m] HKSA or 125 pg/ml OVA.
They were cultured for 72 h at 37°C in a humidified atmosphere
with 5% of CO,. After 3 days, cells were harvested and proliferat-
ing CD4" and CD8" T cells were counted by flow cytometry based
on their CFSE content. CFSE fluorescence intensity is divided by
at least two in proliferating cells. Results were presented as the
ratio between the percentage of proliferating cells in the left PLN
(i.e. the adjuvanted vaccine-treated PLN) and the right PLN (i.e. the
non-adjuvanted vaccine-treated PLN).

2.14. Statistical analysis

Statistical evaluation of differences between means was per-
formed using Student’s t tests (p <0.05). For the statistical analysis
related to PLN cell counts and proliferation, the effect of treatment
was evaluated using a type 2 ANOVA test (p<0.05). Results are
presented as means =+ standard deviation (SD).

3. Results
3.1. Production of a functional bovine CD40L

3.1.1. Expression and purification of GST-sboCD40LT

The first part of this study was dedicated to the production of a
functional recombinant trimeric form of bovine CD40L. It has been
shown that multimeric soluble forms of CD40L have more potent
biological activity than soluble CD40L lacking a multimerization
domain (Fanslow et al., 1994). This prompted us to add a trimeriza-
tion motif to the N terminus of the TNF homologous region (natural
soluble form; amino acids 113-261) of bovine CD40L to produce
what we expected to be a functional sboCD40LT (see Section
2). sboCD40LT was cloned into the entry vector pENTR/TEV/D-
TOPO vector, subcloned into the prokaryotic vector pDEST15 and
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Fig. 1. Cloning of a soluble recombinant trimeric form of bovine CD40L (sboCD40LT). The PCR-amplified CD40L cDNA fragment (referred to as sboCD40L) corresponds to the
TNF homologous region of bovine CD40L (natural soluble form; amino acids 113-261; bp 339-783) preceded by an isoleucine motif encouraging trimerization, the sequence
of which was incorporated in the forward primer (hatched box; T). This fragment was cloned into an entry vector pENTR/TEV/D-TOPO vector and subcloned by recombination
into the prokaryotic vector pDEST15 that allows the fusion of GST at the N terminus of the sboCD40LT protein. attL1, attL2, atttR1 and attR2: recombination sites; F: forward
primer; R: reverse primer; T: isoleucine zipper trimerization sequence; TEV: tobacco etch virus protease recognition site.

produced as a GST-fused protein (GST-sboCD40LT). As a control,
we produced the GST protein alone. Detailed constructions are
schematized in Fig. 1. After protein production in bacteria and
extraction as described in Section 2, each sample was analyzed by
western-blot for efficient protein production (Fig. 2A). Each protein
migrated very close to the predicted molecular mass. The calcu-
lated molecular masses for GST-sboCD40LT and GST alone were
49.9 and 28.8 kDa, respectively. The efficiency of purification was
studied using Coomassie staining (Fig. 2B). The preparations of puri-
fied GST-sboCD40LT and GST proteins showed a single band when
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gels were stained with Coomassie, whereas unpurified extracts dis-
played several bands, demonstrating the purity of the preparations.

3.1.2. Multimerization potential of GST-sboCD40LT

We next studied the structure of GST-sboCD40LT by SDS-
PAGE under reducing and nonreducing conditions and by native
electrophoresis. Under SDS-mercaptoethanol (SDS-ME) reducing
conditions, the GST-sboCD40LT protein was found to have the
expected size (~50kDa), corresponding to the monomeric form
of the protein (Fig. 3A, dotted arrow). However, when SDS
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Fig. 2. Expression and purification of GST-sboCD40LT. (A) Western-blot against GST, showing GST (lower arrow; ~29kDa) and GST-sboCD40LT (upper arrow; ~50kDa)
before and after purification. (B) Coomassie-stained gel showing the proteins obtained before and after purification of GST and GST-sboCD40LT (the lower arrow indicates

GST, whereas the upper arrow shows GST-sboCD40LT).
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Fig. 3. Multimerization potential of GST-sboCD40LT. (A) Comparison by SDS-PAGE
of purified GST-sboCD40LT extracts performed under reducing (SDS-ME) or nonre-
ducing (SDS) conditions. (B) Analysis of GST-sboCD40LT by native-PAGE. Dotted and
solid arrows respectively show monomeric and multimeric forms of the protein. The
double solid arrow shows either a monomeric or a multimeric form of the protein.

nonreducing conditions were used, the 50 kDa band was no longer
present and was replaced by a higher molecular weight band
(Fig. 3A, solid arrow), consistent with the presence of inter-
chain disulfide bonds in these proteins leading to generation of
multimers. Moreover, protein analysis by native electrophoresis
confirmed the presence of several bands that could correspond
to different GST-sboCD40LT multimers formed by weak interac-
tions (Fig. 3B, solid arrows). Because native electrophoresis does not
allow accurate estimation of protein molecular weight, the smaller
molecular weight band in the gel (solid double arrow) could rep-
resent either a monomer or a multimer of GST-sboCD40LT. These
results demonstrated that GST-sboCD40LT is able to multimerize,
which was encouraging given that multimers have more potent
biological activity than monomers (Fanslow et al., 1994).

3.1.3. Binding of GST-sboCD40LT to the bovine CD40

The first requirement for GST-sboCD40LT to initiate the CD40-
intracellular signaling cascade is to efficiently bind to bovine CD40.
In order to verify this point, Cos7 cells were transfected with
either a vector encoding the bovine CD40 (pcDNA3.1-CD40), or an
empty vector used as a control (pcDNA3.1), before being incubated
with GST alone or GST-sboCD40LT. Cells were then harvested and
incubated first with anti-GST antibodies and then with goat PE-
anti-rabbit IgG before being analyzed by flow cytometry. Fig. 4A
shows that GST alone did not recognize pcDNA3.1- or pcDNA3.1-
CD40-transfected Cos7 cells (dotted and continuous black lines,
respectively). Moreover, GST-sboCD40LT did not bind to pcDNA3.1-
transfected cells (dotted black line, Fig. 4B) but induced an increase
in fluorescence intensity when incubated with pcDNA3.1-CD40-
transfected Cos7 cells (continuous black line, Fig. 4B). Although the
percentage of positive cells seemed to be low, it corresponded to the
transfection efficacy level (data not shown). Taken together, these
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Fig. 4. Binding of GST-sboCD40LT to bovine CD40. Cos7 cells were transfected with
either a vector encoding the bovine CD40 (pcDNA3.1-CD40), or an empty vector used
as a control (pcDNA3.1), before being incubated with GST alone or GST-sboCD40LT.
Cells were then harvested and incubated first with anti-GST antibodies and then
with goat PE-anti-rabbit IgG before being analyzed by flow cytometry. (A) Fluo-
rescence intensity of Cos7 cells transfected with either pcDNA3.1 (dotted line) or
pcDNA3.1-CDA40 (solid line) and incubated with GST. (B) Fluorescence intensity of
Cos7 cells transfected with either pcDNA3.1 (dotted line) or pcDNA3.1-CD40 (solid
line) and incubated with GST-sboCD40LT. Results are representative of three indi-
vidual experiments.

results confirm the capacity of GST-sboCD40LT to bind to bovine
CD40.

3.1.4. Biological activity of GST-sboCD40LT
In order to study its agonistic properties, purified GST-
sboCD40LT was tested in two independent biological assays.

3.1.4.1. Bovine aortic endothelial cell activation assay. Activation of
CDA40 at the surface of IFN-y-primed endothelial cells is known
to result in MCP-1 production by these cells. The first assay
was thus based on this property. Purified GST or GST-sboCD40LT
(2-1000 ng/ml) were used to stimulate IFN-y-pretreated bovine
aortic endothelial cells for 24h. Culture medium was then
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Fig. 5. (A) Stimulation of bovine aortic endothelial cells with purified GST-sboCD40LT induces MCP-1 production. Bovine aortic endothelial cells were primed for 20 h with
IFN-y before being stimulated with increasing doses of GST or GST-sboCD40LT. (B) GST-sboCD40LT is more efficient to stimulate bovine aortic endothelial cells than CD40L
from other species. Bovine aortic endothelial cells were primed for 20 h with IFN-y before being stimulated with 200 ng/ml of either GST-sboCD40LT, human or bovine CD40L.
Twenty-four hours later, MCP-1 was measured by ELISA in cell supernatants. Elution buffer and boiled proteins were used as negative controls, whereas LPS was used as
a positive control. Results are expressed as the mean value of duplicate cultures and are representative of three individual experiments (*p <0.05; **p<0.01; ***p<0.001;

Student’s t test).

recovered and analyzed for MCP-1 production by ELISA. As
endothelial cells are very sensitive to endotoxins, GST-sboCD40LT
was boiled for 30 min and used as a control. Stimulation of cells
with GST-sboCD40LT induced a significant increase in MCP-1 pro-
duction when compared with the corresponding GST controls
(Fig. 5A). The biological activity was already observed with lig-
and concentration as low as 2ng/ml and was dose-dependent.
This effect was completely abolished when GST-sboCD40LT was
boiled before endothelial cells stimulation, demonstrating that the
observed effects were due to sboCD40LT and not to endotoxin con-
tamination. We also stimulated endothelial cells with low doses of
LPS (1-10 pg/ml) to estimate the effects of a low concentration of
LPS in this test. Results showed that while boiled GST-sboCD40LT

proteins (1000 ng/ml) did not induce MCP-1 production, LPS at
1 pg/mlinduced significant MCP-1 synthesis, suggesting that endo-
toxin pollution in our preparation was less than 1 pg endotoxin/ug
of ligand (Fig. 5A).

In order to compare the efficacy of GST-sboCD40LT to that
of available human and murine CD40L, IFN-y-pretreated bovine
aortic endothelial cells were stimulated with 200 ng/ml of either
GST-sboCD40LT, human or murine commercial CD40L, and ana-
lyzed 24 h later for MCP-1 production. We also evaluated endotoxin
contamination by treating cells with an equivalent dose of boiled
recombinant proteins. Results confirmed that stimulation of cells
with GST-sboCD40LT induced a significant increase in MCP-1
production and that this effect was completely abolished when
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GST-sboCD40LT was boiled before treating the cells (Fig. 5B).
Human CD40L also induced a significant increase in MCP-1 pro-
duction but this effect was maintained at the same level when the
proteins were boiled before endothelial cell stimulation (Fig. 5B),
suggesting that the effects of human CD40L were not specific but
due to endotoxin contamination. Murine CD40L had no significant
effect on bovine endothelial cells (Fig. 5B).

3.1.4.2. B cell proliferation and aggregation assay. The biological
activity of GST-sboCD40LT was also evaluated in a B cell prolif-
eration and aggregation assay with the use of recombinant bovine
IL-4 as a costimulus. Bovine B cells were isolated as described in
Section 2 and incubated for 72 h with increasing doses of GST,
GST-sboCD40LT or LPS in the presence of recombinant bovine IL-
4 (30ng/ml). Cells were then cultured for another 18 h period in
the presence of tritiated thymidine and proliferation was measured
using a beta counter. GST-sboCD40LT already induced a significant
B cell proliferation at a dose of 20 ng/ml and this effect increased in
adose dependent manner (Fig. 6A). At similar doses, GST had nearly
no effect and LPS had an effect about 10 times weaker than GST-
sboCD40LT (Fig. 6A). Activation of CD40 on B cells is also known to
induce their aggregation (Barrett et al., 1991). In agreement with
these previous observations, we observed that GST-sboCD40LT was
able to induce B cell aggregation in a dose-dependent manner,
while neither GST nor LPS induced any aggregation (Fig. 6B).

The efficacy of GST-sboCD40LT was also compared to that of
existing human and murine CD40L using this functional test (data
not shown). Human CD40L induced a significant B cell prolifera-
tion but, contrary to GST-sboCD40LT, the effect was not completely
abolished when proteins were boiled before cell stimulation, sug-
gesting that most of the effect was due to endotoxin contamination.
The real proliferation induced by human CD40L was thus 4 times
lower than that induced by GST-sboCD40LT. Murine CD40L had no
significant effect on B cell proliferation. Results obtained for B cell
aggregation were comparable to those obtained for proliferation.

3.2. Immunization of cows with HKSA adjuvanted with
GST-sboCD40LT induces HKSA-specific CD4* and CD8"* T cell
responses

As mentioned earlier, cellular and CTL immune responses
against intracellular pathogens have been obtained on several
instances in mice through the use of CD40 activators as vaccinal
adjuvants. We have moreover shown that this strategy was efficient
in a mouse model of S. aureus-induced mastitis (Wallemacq et al.,
2012).To provide a proof-of-concept, in a small number of animals,
that purified GST-sboCD40LT could also be able to promote not
only CD4" but also CD8* T cell responses against inoculated anti-
gens, three heifers were injected subcutaneously close to the PLNs
with the vaccine preparations. Briefly, each heifer received from
day 1 to day 3 the non-adjuvanted vaccine (HKSA + GST) close to
the right PLN and the sboCD40LT-adjuvanted vaccine (HKSA + GST-
sboCD40LT) close to the left one. Three weeks later (from day 21
to day 23), heifers were boosted using the same injection strategy.
Seven days after the last injection, heifers were sacrificed. PLN were
then harvested, weighed and processed for further analyses.

During the immunization protocols, palpation of the PLN zones
revealed a significant increase in the size of the left PLNs, when
compared with the right PLNs. This increase in size already occurred
2 days after the second vaccine injection and suggested a strong
immune response in the PLNs receiving the shoCD40LT-adjuvanted
vaccine compared with those receiving the non-adjuvanted vac-
cine.

Seven days after the last vaccine injection, heifers were sac-
rificed and the PLNs were harvested for analysis. PLNs were first
weighed and processed to estimate the total PLN cell counts. Left

PLNs, which were injected with the GST-sboCD40LT-adjuvanted
vaccine, were significantly heavier than right PLNs, which were
injected with the non-adjuvanted vaccine (Fig. 7A). This weight
increase was correlated with a significant increase in the total cell
numbers in the left PLNs compared to the right ones (Fig. 7B).
Moreover, evaluation by flow cytometry of T cell counts revealed
that GST-sboCD40LT treatment induced a significant increase in
both CD4* and CD8* cell numbers when compared with treat-
ment with GST alone (Fig. 7C and D). Finally, cells from left PLNs
exhibited a significant higher proliferative response in the pres-
ence of HKSA compared to cells isolated from right PLNs (Fig. 8A).
This higher proliferative response was associated with a significant
increase in both CD4* and CD8* T cell proliferation in the left PLNs
compared to the right ones (Fig. 8B-E). These effects were antigen-
specific. Indeed, PLN cells did not proliferate in vitro when they
were either left unstimulated or stimulated with OVA rather than
HKSA (Fig. 8A).

Taken together, these results show that immunization of cows
with a combination of HKSA and GST-sboCD40LT, used as an adju-
vant, favors the development of not only a CD4" T cell-mediated
immune response but also a cellular immune response character-
ized by the proliferation of antigen-specific CD8* T cells.

4. Discussion

As described before, in cattle, numerous infections due to intra-
cellular pathogens such as bacteria or viruses remain difficult to
control efficiently with current prophylactic and curative treat-
ments due to the intracellular localization of these microbes (Halasa
et al.,, 2007; Middleton, 2008; Buddle et al., 2013; Jamal and
Belsham, 2013; Olsen, 2013; Ridpath, 2013; Raaperi et al., 2014;
Sacco et al., 2014). Nevertheless it has also been shown in numer-
ous studies that the use of CD40L as vaccinal adjuvant protected
against intracellular pathogens in different non-bovine systems
(Beland et al., 1998; Gurunathan et al., 1998; Tripp et al., 2000;
Sin et al., 2001; Harcourt et al., 2003; Gémez et al., 2009; Cao et al.,
2010; Gupta et al., 2014). We therefore hypothesized that such a
vaccine strategy could also be efficient in the control of intracellu-
lar infection in cattle. However, no recombinant bovine CD40L was
available yet. The first part of this study was therefore dedicated
to the production of a functional soluble trimeric form of bovine
CD40L.

We produced a soluble trimeric form of bovine CD40L by adding
a trimerization motif to the N terminus of the TNF homologous
region of bovine CD40L (sboCD40LT); sboCD40LT was produced as a
GST-fused protein (GST-sboCD40LT) and we used GST protein alone
as control.

Firstly, we demonstrated that GST-sboCD40LT was able to form
multimers. We have also shown by flow cytometry that our protein
was capable of specific binding to bovine CD40 receptor expressed
at the surface of Cos7 cells transfected with plasmids coding for
bovine CD40. The choice of using, for this test, transfected-Cos7
cells in place of primary bovine cells naturally expressing the CD40
receptor was justified by the wish to have a good negative control.
Indeed only the total absence of bovine CD40 receptor at cell surface
could highlight potential non-specific binding of GST-sboCD40LT.

Next, GST-sboCD40LT was shown to be active in vitro in stimu-
lating both bovine endothelial cells and B cells. Results obtained in
these biological in vitro assays showed that sboCD40LT was efficient
at low doses, ranging from 2 ng/ml (endothelial cell stimulation)
to 20 ng/ml (induction of B cell proliferation). The dose used for B
cell proliferation assay was very low when compared with those
that were used in other studies evaluating the biological activity of
trimeric soluble CD40L in other species (Mazzei et al., 1995; Morris
et al, 1999; Haswell et al., 2001). For example, a dose of 1 pg/ml
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Fig. 6. GST-sboCD40LT induces B cell proliferation and aggregation. Bovine B cells were isolated by FACS and cultured for 90 h in the presence of IL-4 and increasing doses of
either GST-sboCD40LT, GST or LPS. (A) B cell proliferation assay. Tritiated thymidine was added to cells for the last 18 h of culture and thymidine incorporation was estimated
using a beta counter. Results are expressed as the mean cpm of quadruplicate cultures and are representative of three individual experiments (**p<0.01; ***p<0.001;
Student’s t test). (B) B cell aggregation was observed with a light microscope (magnification x40). Results are representative of three individual experiments.

of a soluble trimeric form of human CD40L is necessary to induce
an only 5-fold increase in B cell proliferation compared to control
(Mazzei et al., 1995) and nearly the same effect is obtained with
the same dose of a soluble trimeric form of murine CD40L (Haswell
et al., 2001). With the same dose, we obtained in this study a 50-
fold increase in B cell proliferation, demonstrating the potency of
sboCD40LT. Moreover, while Morris and colleagues also obtained a
significant effect with 20 ng/ml of soluble human trimeric CD40L on
B cell proliferation, they only had a 12-fold increase of proliferation
with a 1 pg/ml dose (Morris et al., 1999).

We also used these in vitro biological assays to compare the
activity of GST-sboCD40LT with that of human and murine com-
mercial CD40L, and showed that GST-sboCD40LT was much more
active than these commercial products. Indeed, murine CD40L was
neither able to activate bovine endothelial cells to produce MCP-
1 nor to induce bovine B cell proliferation or aggregation. Human
CD40L had no effect on bovine endothelial cells, and while a lit-
tle effect was observed on B cells for human CD40L, the use of
boiled proteins as control revealed that this effect was partially
due to endotoxin contamination. We also showed that that GST-
sboCD40LT was 4 times more active than human CD40L on bovine
B cells.

Moreover, our tests performed with boiled GST-sboCD40LT
demonstrated that GST-sboCD40LT can be considered as endotoxin
free (contrary to the human commercial CD40L) and that it could

therefore be used for in vivo assays without any additional treat-
ment.

In this study, we next demonstrated that immunization of cows
with HKSA combined with GST-sboCD40LT, used as an adjuvant,
is able to induce significant antigen-specific CD4* and CD8* T cell
responses.

Many studies testing different forms of CD40L as vaccinal adju-
vant did not obtain both antigen-specific CD4* and CD8* T cell
responses but most often only one out of the two. Stone and col-
laborators in 2006 used plasmids coding for dodecameric CD40L as
adjuvant with plasmids coding for HIV antigens in mice and elicited
strong specific CD8* T cell responses but no significant CD4* or anti-
body responses (Stone et al., 2006). In 2014, another study using
adenovirus encoding the same dodecameric form of CD40L fused
to HIV-1 Gag antigen as vaccine in mice showed a complete pro-
tection against vaccinia-Gag challenge mediated by a strong CD8*
T cell response (Gupta et al., 2014). Likewise, immunization of mice
with plasmids coding for trimeric CD40L together with Leishmania
major antigens was able to control subsequent infection with this
parasite (Gurunathan et al., 1998). In this study, the use of depleting
anti-CD8 antibodies demonstrated that this protection was mainly
mediated by CD8* CTL cells. Most of these studies observed an effect
on only CD8* T cell responses, which most often correlated with
protection. In contrast, Sin and colleagues in 2001 co-immunized
mice with plasmids coding for CD40L and plasmids coding for a HSV
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Fig. 7. Heifer immunization with HKSA and GST-sboCD40LT induces an increase in CD4* and CD8* T cells in PLNs. Three heifers were immunized at days 1, 2, 3, 21, 22
and 23 by subcutaneous injection, close to the PLNs, with the non-adjuvanted vaccine (HKSA + GST; right PLNs; black boxes) or the GST-sboCD40LT-adjuvanted vaccine
(HKSA + GST-sboCD40LT; left PLNs; white boxes). Seven days after the last vaccine injection (day 30), heifers were sacrificed and the PLNs were harvested for analyses. (A)
PLN weights. (B) Total PLN cell counts. CD4* (C) and CD8* (D) cells were counted by flow cytometry. Results are presented as means & SD for each heifer. Results obtained in
the left PLNs were significantly different from those in the right PLNs (*p <0.05; ***p <0.001; type 2 ANOVA).

gD and observed a good protection against HSV-2 challenge medi-
ated in this case by Th1-type CD4" T cells (Sin et al., 2001). Several
other teams have however observed an increase in both CD4* and
CD8* T cell responses (Peter et al., 2002; Liu et al., 2008; Auten
et al., 2012), which is in line with our own results. Indeed, Peter
and collaborators increased the mean survival time of mice suffer-
ing from preexisting melanoma by treating them with adenovirus
encoding for CD40L and IL-2 and observed mainly CD4* and CD8* T
cells in the regressing tumors (Peter et al., 2002). Likewise, Liu and
colleagues boosted the immunogenicity of HIV-1 canarypox vac-
cine by co-immunization of mice with CD40L expressing canarypox
vector; this boost was mediated by enhanced HIV-1-specific CD8*
CTL and CD4" T cell responses (Liu et al., 2008). Finally, Auten and
collaborators have also shown that co-immunization of mice with
plasmids coding for CD40L and a mycobacterial antigen enhanced
specific CD4* and CD8" T cell responses (Auten et al., 2012).
Immunization with HKSA alone is known to elicit only mod-
erate immune responses (Lim et al., 2006), an observation that
we have confirmed in the present study. Administration of GST-
sboCD40LT seems therefore an efficient mean to convert weak
immune responses into stronger CD4* and CD8* T cell responses
in the draining lymph nodes. Induction of more pronounced CD8*
T cell responses is particularly important given that these cells are
known to be essential for eliminating intracellular pathogens. It
is known that CD40 activation in DCs leads to heightened abil-
ity to present antigens and to produce cytokines and chemokines

(Quezada et al., 2004). Moreover, upon CD40 activation, DCs are
capable of capturing exogenous antigens for the generation of MHC
class I/peptide complexes by cross-presentation and of polarizing
the immune responses toward CTL responses mediated by specific
CD8"* T cells (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 1998; Schoenberger
et al.,, 1998). Review of literature shows that it is a good effective
strategy to induce specific CD8"* T cell responses in mice by acti-
vating CD40 in the presence of an exogenous antigen and toll-like
receptor (TLR) agonists (Ahonen et al., 2004; Wells et al., 2008).
HKSA is known to activate TLR2 and TLR4 (Arbibe et al., 2000;
Yang et al., 2008). Although TLR2 and TLR4 activation has not been
evaluated here, these previous observations suggest that both the
activation of CD40 in APCs by GST-sboCD40LT and the activation of
TLR2 and TLR4 by HKSA itself favored the development of cellular
responses mediated by CD8* T cells in our study.

Although the proof-of-concept provided in this study only
concerns S. aureus, the proposed approach using GST-sboCD40LT
as a vaccine adjuvant could be coopted for other bovine diseases
implicating intracellular pathogens (bacteria or viruses) for which
a cellular immune response is needed. Moreover, the use of killed
pathogens offers a very safe solution against a lot of infectious
agents. Although killed pathogens generally suffer from low
immunogenicity, our vaccine strategy seems to be able to convert
this low immunogenicity into stronger antigen-specific CD4* but
also CD8* T cell responses against these killed pathogens. Finally,
sboCD40LT, unlike human and mouse CD40L, is a self protein that
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Fig. 8. Immunization of heifers with HKSA and GST-sboCD40LT induces significant antigen-specific CD4* and CD8" T cell responses. Three heifers were immunized at days
1, 2, 3, 21, 22 and 23 by subcutaneous injection, close to the PLNs, with the non-adjuvanted vaccine (HKSA + GST; right PLNs) or the GST-sboCD40LT-adjuvanted vaccine
(HKSA + GST-sboCD40LT; left PLNs). Seven days after the last vaccine injection (day 30), heifers were sacrificed and the PLNs cells were collected. PLN cells (200,000 cells/well)
were left untreated or were restimulated with either OVA (125 wg/ml; irrelevant antigen) or 5 x 10 CFU/ml HKSA and cultured during 90 h at 37 °C. Tritiated thymidine was
added to cells for the last 18 h of culture and proliferation was estimated by the measure of thymidine incorporation using a beta counter (A) (***p <0.001; Student’s t test).
Globally, results obtained in the HKSA-restimulated left PLNs were significantly different from those in the right PLNs (p <0.001; type 2 ANOVA). At the same time, another
fraction of PLN cells was labeled with CFSE and cultured at 200,000 cells/well. Cells were left untreated or were restimulated with 5 x 106 CFU/ml HKSA and cultured during
72h at 37°C. Cells were then labeled with anti-CD4 and anti-CD8 antibodies and analyzed for CD4* (B, C) and CD8* (D, E) T cell proliferation by flow cytometry based on
their CFSE content (CFSE fluorescence intensity is divided by at least two in proliferating cells). Results are presented as means + SD of the ratio between proliferating cells
in the left PLN and those in the right PLN (B, D). Detailed representative results for one of the three heifers are shown for CD4* (C) and CD8* (E) T cells. Results obtained in
the left PLNs were significantly different from those in the right PLNs (p <0.001; Student’s t test).
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has the advantage to be non immunogenic in cattle. sboCD40LT
could therefore be injected several times in the same animal if
booster doses are required. The vaccine administration strategy
adopted in this study implicates large volumes and repetitive
injections that are not compatible with routine use. Indeed this
restricting experimental protocol aimed above all at validating
the tested therapeutic principle and needs to be adapted to herd
medicine imperatives.

5. Conclusions

Vaccination is the most cost-effective approach to control infec-
tious diseases in cattle. If vaccines can prevent many infectious
diseases, it is considered to be particularly difficult to develop
safe and effective vaccines against intracellular pathogens. The
eradication of intracellular pathogens needs the development of
appropriate CTL responses mediated by specific CD8" T cells. In
this study, we have produced a functional GST-sboCD40LT and have
demonstrated, in a proof-of-concept study, that CD40 triggering by
using this homologous recombinant protein induces a significant
increase in both HKSA-specific CD4* and CD8* T cells responses in
draining lymph nodes. This vaccine strategy, although only applied
to S. aureus in this study, could be implemented to other intracel-
lular pathogens for which a cellular immune response is required.
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