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1. Introduction

1. Epidémiologie

Selon le rapport de 2024 de I’Organisation mondiale de la Santé (OMS) consacré a 1I’hé-
patite dans le monde (Global hepatitis report, 2024), le nombre de déces imputables a I’hépatite
virale est en augmentation. Cette maladie est la deuxiéme cause de mortalité due a une maladie
infectieuse dans le monde, avec 1,3 million de déces par an (1,5 million pour la tuberculose).
Nous sommes passés de 1,1 million de déces en 2019 a 1,3 million en 2022 : 83% pour I’hépa-
tite B et 17% pour I’hépatite C. A 1’échelle mondiale 254 millions de personnes (Figure 1)
vivent avec une infection chronique par le VHB contre 50 millions par le VHC. Le virus de
I’hépatite B est responsable de 1,5 million de nouvelles infections et celui de I’hépatite C de
pres d’un million (OMS, 2024) et ce, en dépit de I’existence de traitements antiviraux directs
(DAA) hautement efficaces. L’ hépatite touche préférentiellement les utilisateurs de drogues
injectables avec une transmission du virus par le partage de seringue souillée. Malgré I’amélio-
ration des outils de diagnostic, les taux de dépistage n’évoluent pas. L’objectif de ’OMS est
d’éradiquer la pathologie d’ici 2030 (OMS, 2024), mais méme s’il existe des médicaments gé-
nériques contre I’hépatite virale financiérement plus abordables, de nombreux pays ne parvien-
nent pas a les acheter a prix bas. Le nombre de patients infectés traités n’augmente donc pas.
Les hépatites B et C sont associées a des formes chroniques a I’origine de cirrhoses et de cancers
du foie, les hépatites A, D et E sont quant a elles responsables d’infections aigués ce qui fait

des hépatites B et C un réel enjeu de santé publique.
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Figure 1.Carte épidémiologique de la répartition des hépatites B et C dans le monde (OMS, 2024)



2. Virus de I’hépatite B

Le virus de 1!hépatite B (VHB) initialement appelé « antigéne Australien », a été¢ décou-
vert en 1967 par Baruch Blumberg, récompensé pour sa découverte par le prix Nobel de méde-
cine au cours de la méme année (Blumberg, 1977). Le VHB fait partie de la famille des Hepad-

naviridae et du genre Orthohepadnavirus. Clest un virus hépatotrope, qui infecte le foie, la

pathologie en résultant est I!hépatite B, responsable d’inflammations aigués hépatiques pouvant
étre asymptomatique ou se manifester par des symptomes modérés. Cette pathologie peut éga-
lement devenir chronique, entrainant des complications graves touchant environ 5 a 10% des
adultes infectés, favorisant ainsi des dommages hépatiques a long terme (Kim, 2018) comme la
cirrhose ou le cancer du foie (hépatocarcinome). La transmission du virus se fait principale-

ment par contact avec des liquides biologiques, notamment le sang, mais aussi par voie sexuelle
ou encore de la mére a llenfant lors de 1!laccouchement. Bien que le virus puisse étre efficace-
ment maitrisé par un vaccin mis au point dans les années 1980, (Maupas et al, 1976) il reste un
probléme de santé publique majeur dans certaines régions du monde, notamment en Afrique

subsaharienne et en Asie de 1'Est (OMS, 2024).
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3. Virus de I’hépatite C

Le virus de I’hépatite C (VHC) a quant a lui été identifi¢ en 1989 par Houghton et ses
collaborateurs (Choo et al.,1989). Il appartient a la famille des Flaviviridae, ainsi qu’au genre
Hepacivirus. 11 s’agit également d’un virus hépatotrope, et la pathologie en résultant, I’hépatite
C, correspond a une inflammation de ce dernier. La phase aigué étant le plus souvent asympto-
matique, de nombreux patients ne sont pas diagnostiqués a temps et par conséquent non traités
avant I’installation de la chronicité de la pathologie, entrainant des 1ésions hépatiques irréver-
sibles et incurables par les traitements existants (Organisation Mondiale de la Santé (OMS),
2024). Cela concerne 75-80% des cas avec une évolution vers des hépatopathies de formes
graves, et notamment vers un hépatocarcinome comme pour 1’hépatite B. La transmission de
ce virus se fait essentiellement par voie sanguine, a la suite d’une mise en contact entre le sang
de I’hote et celui d’une personne infectée par le virus. De nos jours, la principale cause de
transmission est la pratique d’injections par voie intraveineuse avec une aiguille souillée par le
virus, notamment observée chez les toxicomanes. La transmission par transfusion sanguine a
quant a elle largement été freinée par le dépistage sérologique réalisé chez les donneurs de sang.

La transmission sexuelle a quant a elle été freinée par I’utilisation de préservatifs.

II. Généralités

1. Structure des particules virales

Le VHB est un virus a ADN partiellement double brin, enveloppé et de forme sphérique
(Figure 2). Il posséde un génome d'environ 3,2 kb. La capside du VHB est constituée d’une
protéine principale appelée protéine Core a I’origine d’une nucléocapside englobant le génome
viral associé a une polymérase virale (Pol). La capside est entourée d’une enveloppe lipidique
constituée de 3 antigenes de surface HBsAg S (petite), M (moyenne) et L (large) (Tsukuda et
Watashi, 2020). Ces protéines sont des cibles de la réponse immunitaire et sont essentielles
pour la formulation du vaccin contre 1’hépatite B (Hou ef al., 2003). Une caractéristique du
virus est la capacité de son enveloppe a s’auto-assembler en particules vides et donc non infec-
tieuses. On retrouve notamment dans le sang des patients infectés trois types de particules vi-

rales. Le virion infectieux, particule Dane, dont le diametre est de 42 nm (Tsukuda, Watashi,
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2020) composé des antigenes HBs intégrés dans une enveloppe lipidique enveloppant la nu-
cléocapside virale et donc le matériel génétique. On retrouve également 2 autres particules sous-
virales (22-24 nm) de formes filamenteuses et sphériques toutes 2 comprenant les antigénes
HBs intégrés dans une membrane lipidique mais cette fois-ci dépourvues d’ADN viral. Les
particules sous-virales dépourvues de matériel génétique sont les plus nombreuses dans le s¢-
rum de patients infectés (1000 a 100000 fois plus nombreuses que les virions infectieux) et
jouent un role immunomodulateur et immuno-inhibiteur en se fixant aux anticorps anti-HBs

permettant ainsi de protéger les virions infectieux de la neutralisation par ces anticorps.

rcDNA Surface proteins (HBs)

8 s-HBs
M-HBs

HBV Pol K\ Hes

Core protein (HBc)

Dane particle
000 O eooeo
Envelopped Subviral particles Naked nucleocapsid

nucleocapsid (described in vitro)

Figure 2. Représentation schématique du virus de I’hépatite B.Le virus de I’hépatite B est un virus
a ADN partiellement double brin sous forme de particule sphérique enveloppée d’environ 42 nm de
diamétre. Sa nucléocapside renferme le génome viral et est entourée d’une enveloppe virale dérivée du
réticulum endoplasmique constituée de protéines de surface (HBsAg) S (petite), M (moyenne) ou L
(large) (Tsukuda, Watashi, 2020)

Le VHC est un virus enveloppé présentant un génome a ARN simple brin de polarité
positive (environ 9,6 kb) et une capside (Figure 3). La nucléocapside contenant le génome viral,
est entourée d’une enveloppe lipidique dérivée par bourgeonnement des membranes du
réticulum endoplasmique (RE). Puisque le VHC interagit avec le métabolisme lipidique des
hépatocytes et s’associe a de nombreux composants lipidiques au cours de son cycle infectieux,
il circule dans le sang des patients infectés sous forme de lipo-viro-particules (LVP) d’un dia-
metre de 70 a 130 nm (André et al., 2002 ; Piver et al., 2017). Ces virions circulants présentent

effectivement un important croissant lipidique, c’est-a-dire un amas lipidique issu des cellules
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hépatocytaires dans lesquelles se déroule la réplication virale. Ce croissant lipidique résulte de
I’association des particules sous-virales aux lipoprotéines de trés faible (VLDL) ou de faible
densité (LDL), hébergeant notamment les apolipoprotéines B (ApoB) et E (ApoE). Les deux
glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC sont quant a elles ancrées dans 1’enveloppe lipi-
dique et exposées en surface virale sous forme de gros complexes covalents stabilisés par des
liaisons disulfures majoritairement intra-chaine (Vieyres et al., 2010). Ces protéines d’enve-
loppe sont deux protéines distinctes codées séparément dans le génome du VHC bien qu’elles
fonctionnent comme un complexe non covalent a la surface du virion. Elles présentent un im-
portant ectodomaine amino-terminal et un unique domaine transmembranaire (DTM) chacune,
et se caractérisent par une forte N-glycosylation (Figure 3). Les protéines d’enveloppe E1 et
E2 présentent respectivement 4 et 11 sites de N-glycosylation au niveau de leur ectodomaine,
ce qui représente un tiers de la masse moléculaire du complexe E1/E2 et couvre environ 50%
de la surface de E2 (Meunier et al., 1999 ; Goffard & Dubuisson, 2003). Les protéines E1 et E2
sont des cibles potentielles et privilégiées des anticorps neutralisants (Giang et al., 2012) et
constituent de trés bons immunogenes pour le développement d’un vaccin prophylactique
contre le VHC. La fidéle reproduction de ces complexes antigéniques clés constitue toutefois

un véritable challenge.
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Figure 3. Représentation schématique et visualisation au microscope électronique de la lipo-viro-
particule. Le VHC est un virus 2 ARN monocaténaire linéaire de polarité positive, qui se présente sous
la forme d’une lipo-viro-particule (LVP) de 70 a 130 nm de diameétre. Sa nucléocapside renferme le
génome viral et est entourée d’une enveloppe dérivée du réticulum endoplasmique, dans laquelle sont
ancrées les deux glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2, mais aussi d’un important croissant lipidique
hébergeant notamment les apolipoprotéines B et E (d’aprés Piver et al., 2017). Encadré - Représenta-
tion schématique de la topologie des glycoprotéines E1 et E2. Ces protéines sont synthétisées, puis
ancrées dans la membrane du RE via leur domaine transmembranaire (DTM), avant d’étre incorporées
sous la forme de gros complexes en surface de la LVP. Les sites de N-glycosylation ont été indiqués par
des triangles noirs (adaptée de Op de Beeck et al., 2001).

2. Diversité génomique

Le génome du virus de I’hépatite B (VHB) est constitué d’un ADN partiellement double
brin comprenant 4 cadres ouverts de lecture qui se chevauchent et circulent sous forme de par-
ticules virales relativement complexes (Diana Asema Asandem et al., 2024). Le cadre de lecture
S code pour les 3 protéines d’enveloppe (HBsAg) S, M et L. Le cadre de lecture C code pour
la protéine de capside (HBc) et la protéine HBe, le cadre de lecture X code pour la protéine X
qui régule I’expression des génes viraux et cellulaires favorisant la réplication du VHB et I’éva-
sion immunitaire et enfin le cadre de lecture P code pour I'ADN polymérase (Pol), toutes ces
protéines jouant un role central dans la réplication et la formation de la particule virale. Une
particularité du VHB est sa capacité a former des particules virales de différentes tailles comme

cité précédemment (Tu et al., 2017).
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La variabilité génétique du VHB est élevée, mais résulte d’un mécanisme différent de

celui du VHC comme nous allons le voir ci-apres. Puisque le virus utilise une polymérase vir
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Qui, bien qu'elle soit plus précise que I’ARN polymerase du VHC, ne corrige pas systématique- ment
les erreurs avec un taux de mutation s’élevant a 2 x 10 substitutions de nucléotides par site et par
an (Diana Asema Asandem et al., 2024). Cette variabilité génétique donne naissance a différents
sous-types de VHB, associée a 1’émergence de mutants résistants, en particulier sous I’action des
analogues nucléosidiques, traitement de premiere intention du VHB, consti- tuant un enjeu clinique
majeur (Hou et al., 2003). Nous pourrions ainsi penser qu’un taux aussi ¢levé de mutations pourrait
étre préjudiciable a la survie du virus, cependant le VHB arrive tout de méme a maintenir sa
compétence de réplication et de survie malgré le réarrangement géno- mique (Diana Asema
Asandem et al., 2024). Cette diversité est a I’origine de quatre sérotypes (adr, adw, ayr et ayw) et 8

génotypes principaux (A-H).

En comparaison, le génome du virus de 1’hépatite C comprend un unique cadre ouvert
de lecture qui code une polyprotéine (Roger et al., 2021). Suite a de multiples clivages protéo-
lytiques par des protéases virales et cellulaires, cette polyprotéine est a I’origine de I’ensemble
des protéines virales intervenant dans la réplication, la morphogenése et la pathogenése virale :
les protéines structurales (Core, E1 et E2) et les protéines non-structurales (p7, NS2, NS3-4A,
NS4B, NS5A et NS5B) (Figure 4). Ce génome présente une grande diversité génétique qui se
caractérise par un taux important de mutations spontanées ou encore par des phénomeénes de
recombinaisons génétiques, engendrés par les pressions de sélection exercées par le systéme
immunitaire ou les thérapeutiques. Cette diversité provoque I’apparition de nombreux variants
génétiquement tres proches (notion de quasi-espece), classés en huit génotypes différents et en
de multiples sous-types (Smith et al., 2014 ; Borgia et al., 2018). Cette variabilité génétique est
notamment due a ’ARN polymeérase qui est dépourvue d’activité 3’-5’ exonucléase de correc-
tion, et qui commet des erreurs a hauteur de 10 a 10 mutations par nucléotide (Pawlotsky,
2002). Ce phénomene d’accumulation de mutations est accentué par le fort taux de réplication
de I’ARN viral associé a des recombinaisons intra- et inter-génotypiques. Le virus de I’hépatite
C peut ainsi développer une résistance aux thérapeutiques et surtout échapper au systeme im-
munitaire. Cette importante diversité génétique constitue également un défi majeur pour le dé-

veloppement d’un candidat vaccin.
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Figure 4. Organisation génomique et protéique du VHC. Le génome du VHC se présente sous la forme
d’un ARN monocaténaire linéaire de polarité positive de 9,6 kb, encadré par deux régions non codantes
(5’NTR et 3°’NTR) indispensables a la traduction et la réplication virale. Il posseéde un unique cadre ouvert
de lecture codant une poly-protéine précurseur dont la maturation par une succession de clivages
protéolytiques conduit a la naissance des protéines structurales (capside, E1 et E2) et non- structurales (p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A et NS5B) (adaptée de Bartenschlager et al., 2013)

Partie 1 : perspectives vaccinales

I Les thérapeutiques actuelles

Les thérapeutiques actuelles contre I'hépatite B se concentrent principalement sur la ges-
tion de l'infection chronique, visant a inhiber la réplication virale et a prévenir les complications
graves telles que la cirrhose et le cancer du foie. Les médicaments antiviraux utilisés sont gé-
néralement des agents inhibiteurs de la polymérase virale, qui agissent en réduisant la charge
virale conduisant a I’amélioration de I'état hépatique du patient. Les deux classes principales de

traitements sont les analogues nucléosidiques/nucléotidiques et les immunomodulateurs.
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Les analogues nucléosidiques/nucléotidiques, tels que la lamivudine, 1'entécavir, le té- leprevir
et le tenofovir, sont les médicaments de premiere intention. Ces molécules agissent en inhibant
la polymérase virale, empéchant ainsi la réplication de 'ADN du virus. Le tenofovir et
L’entécavir sont considérés comme les traitements les plus puissants et les plus siirs, avec une
trés faible probabilité de résistance en raison de leur capacité a inhiber efficacement la réplica-
tion virale. Ces médicaments sont généralement administrés a long terme, bien qu'un traitement
a vie ne soit pas nécessaire pour tous les patients. Cependant, bien qu'efficaces pour réduire la
charge virale, ces traitements ne permettent pas d'éradiquer complétement le virus, car le VHB
peut persister sous forme de "réservoir" (ADNccce, pour covalently closed circular) dans le
noyau des hepatocytes, notamment sous forme d’ADN bicaténaire circulaire super-enroulé, tres
stable qui va servir de modele pour la transcription, il peut rester & vie dans les hépatocytes
méme apres traitement. En effet, si le traitement est arrété¢ I’ADNccc peut reproduire de nou-
veaux virions. En complément des antiviraux, des immunomodulateurs tels que 1'interféron
alpha peu- vent étre utilisés dans certains cas. Bien que son efficacité soit variable, l'interféron
est particu- liecrement recommandé pour les patients ayant une infection active avec un faible
niveau d'ADN du VHB dans le sang. Il stimule le systéme immunitaire pour qu'il combatte le
virus plus effi- cacement, mais les effets secondaires, tels que des symptomes pseudo-grippaux,
de la dépres- sion, et des troubles sanguins (anémie, neutropénie, pancytopénie, etc) limitent
souvent son utilisation a des périodes définies et a des patients soigneusement sélectionnés di
a ’imprévi- sibilité de la réponse virologique. De plus, l'interféron nlest pas recommandé pour
les personnes atteintes de cirrhose décompensée, en raison du risque d’aggravation de 1’état
hépatique du patient jusqu’au décés possible des patients fragiles. Un autre domaine de
recherche prometteur est le développement de thérapies combinées visant a stimuler la réponse
immunitaire tout en bloquant la réplication virale. Des recherches sont en cours sur des
médicaments capables de réactiver la réponse immunitaire antivirale, en particu- lier en ciblant
les inhibiteurs de PD-1 et PD-L1 (Tzeng, Horn-Tay et al, 2012). Ces protéines sont
surexprimées dans 1’hépatite B chronique, le virus engendre la surexpression de PD-1 sur les
lymphocytes T et de PD-L1 a la surface des hepatocytes dii a I’inflammation chronique. Ce
phénomene va conduire a I’épuisement du systéme immunitaire, ainsi PD-1 a la surface des
lymphocytes va se fixer sur PD-L1 a la surface des hepatocytes ce qui va inactiver les lympho-
cytes T. Le virus va ainsi pouvoir se répliquer sans étre éliminé. Cette approche immunothéra-
peutique pourrait potentiellement conduire a l'éradication du réservoir viral, un objectif ultime

du traitement de I'hépatite B.

La vaccination préventive reste la méthode la plus efficace pour contrdler 'hépatite B

dans les populations non infectées. Le vaccin contre I'hépatite B, qui consiste en une seule pro-
23



téine de surface du virus (HBsAg) avec un taux de protection allant de 93 a 100% (Adkins, J C
et A J Wagstaft, 1998), est largement utilisé¢ dans le monde entier pour prévenir l'infection. Bien
que les vaccins actuels ne soient pas utilisés dans le traitement des infections chroniques, la

prévention reste un €lément clé des stratégies mondiales pour éradiquer 1'hépatite B.

Pour les patients infectés par le VHC, il existe aujourd’hui des traitements antiviraux a
action directe sur le virus, ciblant certaines de ses protéines non structurales indispensables a sa
réplication (DAAs, pour Direct-acting antivirals). Deux options thérapeutiques pangénoty-
piques sont aujourd’hui recommandées : I’Epclusa® (association sofosbuvir/velpatasvir) et le
Maviret® (association glécaprévir/pibrentasvir). Bien que les DAAs soient ultra efficaces et
permettent aujourd'hui de controler 95% des infections induites par les différents génotypes du
VHC, ils ne permettent toutefois pas de lutter contre la transmission du virus et d’éradiquer

I'hépatite C (Roingeard & Beaumont, 2020). En effet, les patients atteints par cette pathologie

ne sont pour la plupart traités qulapres avoir été diagnostiqués, or llinfection aigu€ par le VHC
est dans la grande majorité des cas asymptomatique. Compte-tenu de 1'absence de campagnes
de diagnostic de masse des populations et du coiit relativement €élevé des traitements, seuls 26%
des individus infectés seraient diagnostiqués, parmi lesquels uniquement 62 % dlentre eux se-

raient traités (soit environ 16% des individus infectés a I’échelle mondiale). En outre, ces DAAs
ne protegent pas contre d’éventuelles réinfections ou encore contre le risque de développer un
cancer du foie. En effets, les DAAs suppriment la réplication virale mais ne conférent pas une
immunité protectrice vis-a-vis du virus. De plus, comme vue précédemment la découverte de
I’infection par le virus se fait souvent a un stade chronique au cours duquel des lésions hépa-
tiques sont déja présentes et peuvent toujours évoluer vers un carcinome hépatocellulaire. En-
fin, la grande diversité du VHC nlarrange pas la situation puisqu!elle se traduit par llapparition
de mutants résistants aux thérapeutiques. Ainsi, en dépit de llexistence de traitements tres effi-
caces, environ 1 million de nouvelles infections surviennent encore chaque année dans le monde
et la maladie hépatique liée au VHC continue dlengendrer la mort de milliers de per- sonnes
(242000 déces en 2022). Au vu de ces différents éléments, il semble clair que 1lobjectif de

I!OMS d’éradiquer I'hépatite C a I'horizon 2030 sera difficilement atteignable, a moins que
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des campagnes de dépistage et de traitement ne soient largement organisées et que des mesures
de prévention ne soient proposées a 1’échelle mondiale. Dans 1’état actuel des choses, le déve-

loppement d!un vaccin prophylactique stir, efficace et abordable est devenu une réelle priorité

médicale, offrant le meilleur espoir d’éradiquer 1'hépatite C, de réduire le risque de cancer as-
socié et de réduire les dépenses de santé liées au traitement de 1’hépatite C. Il n’existe pas encore
de vaccin prophylactique contre le virus de I’hépatite C di a la variabilité génétique de ce der-

nier.

I1. Concepts vaccinaux développés a I’international

Le vaccin contre 1'hépatite B est I'un des succés les plus remarquables de la médecine
préventive, il est basé sur l'antigéne de surface du virus (HBsAg) et ses propriétés d’auto-as-
semblage sous forme de VLP (Pattyn ef al, 2021). Le vaccin stimule la production d'anticorps
neutralisants qui protégent contre l'infection en empéchant le virus de pénétrer dans les cellules
hépatiques. Ce vaccin est disponible depuis les années 1980 et a été largement utilisé dans les
programmes de vaccination universelle dans de nombreux pays. Il est tres efficace, avec un taux
de protection de plus de 95 % apres trois doses, a 2, 4 et 11 mois. Ce vaccin a contribué a une
réduction significative de l'incidence de I'hépatite B et des cancers du foie dans le monde entier
(OMS, 2021). Le vaccin est recommand¢ pour tous les nourrissons, ainsi que pour les adultes a
risque ¢€levé d'infection et fait partie du programme de vaccination dans de nombreux pays.
Contrairement au VHB, il n'existe actuellement pas de vaccin disponible pour I'hépatite
C. Le VHC présente une variabilité génétique élevée, avec huit génotypes et de nombreux sous-
types. Cette variabilité génétique est en grande partie responsable de 1'évasion du virus au sys-

teme immunitaire et de la difficulté a développer des vaccins contre le VHC.

Le développement du vaccin contre I'hépatite B a connu une évolution majeure, passant
des vaccins dérivés du plasma humain aux vaccins recombinants produits par des systemes
d'expression biotechnologiques. Grace aux avancées en bioproduction, il est aujourd’hui pos-
sible de fabriquer ce vaccin en grande quantité avec un haut niveau de sécurité et d’efficacité.
Le premier vaccin contre I’hépatite B, mis au point dans les années 1980, était un vaccin fabri-
qué a partir de l'antigene de surface du virus (HBsAg) purifié a partir du plasma de porteurs
chroniques du VHB (Maupas et al., 1976). Bien que son efficacité ait été démontrée, cette ap-

proche soulevait plusieurs préoccupations, notamment un risque de contamination par d’autres
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pathogenes malgré des étapes rigoureuses de purification et d’inactivation. Ce type de produc-

tion est limitée puisque dépendante de la disponibilité du plasma.

Avec I’essor des technologies, les vaccins plasmatiques ont ét€¢ progressivement rem-
placés par des vaccins recombinants, produits a partir de cellules hotes génétiquement modi-
fiées pour exprimer 1’antigéne HBs. Ces vaccins offrent une meilleure sécurité, une standardi-

sation de la production et une disponibilité accrue.

Plusieurs candidats vaccins contre le virus de I’hépatite C ont fait I’objet de recherches
ces dernieres années et ont été classés en plusieurs catégories : ceux basés sur les glycoprotéines
d’enveloppe E1 et/ou E2 sous différentes formes (avec ou sans le DTM, donc plus ou moins
solubles et présentées par le biais de VLPs), inducteurs de réponses humorales (Gomez-Escobar
et al., 2023) et ceux basés sur des protéines non structurales du virus et inducteurs de réponses
cellulaires. Des résultats trés prometteurs ont été obtenus chez le chimpanzé, avec 5 individus
vaccinés et 2 individus témoins. Les 5 chimpanzés vaccinés ont été protégés de ’infection par
des souches homologues et n’ont donc pas développé de virémie détectable apres challenge.

Suite a cela, seuls deux candidats vaccins ont été administrés a I’Homme lors d’essais

cliniques de phases I/II.

Un premier candidat vaccin, basé sur [’utilisation de vecteurs viraux (adénoviraux ou
dérivés du virus modifié de la vaccine Ankara) exprimant les protéines non-structurales NS3-
5B issues d’un VHC de génotype 1b, a fait ’objet d’un essai clinique de phase II. Ce vaccin
s’est réveélé engendrer une réponse cellulaire multi-€épitopique trés soutenue chez ’Homme
(Barnes et al., 2012 ; Swadling et al., 2014). En effet, plusieurs protéines non structurales sont
exprimées et vont ainsi induire différentes réponses cellulaires. Par contre, cette réponse cellu-
laire ne s’est pas montrée suffisante pour contrer I’évolution de la pathologie vers la chronicité
et pour prévenir la survenue de cirrhose et cancer du foie (Page ef al., 2021). Cet échec vaccinal
est ainsi venu confirmer que la seule induction d’une réponse cellulaire n’était pas suffisante
pour protéger contre 1’hépatite C et que les anticorps neutralisants jouaient un role clé dans la

clairance virale (Phelps et al., 2021).

Un second candidat vaccin, basé sur 1’utilisation de glycoprotéines d’enveloppe E1/E2
recombinantes (génotype 1a) produites en cellules CHO (Chinese Hamster Ovary), a également

fait I’objet d’un essai clinique de phase I. Ce vaccin a ét¢ montré capable d’engendrer une forte
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réponse humorale chez ’Homme, neutralisant les principaux génotypes du VHC in vitro et
évitant une évolution vers la chronicité de 1’infection (Law ef al., 2013). Par contre, cette stra-
tégie vaccinale rencontre un obstacle majeur qui empéche la poursuite de son développement
industriel. En effet, les protéines E1 et E2 présentent 1’inconvénient d’étre naturellement rete-
nues dans les membranes du RE (Duvet et al., 1998), via une interaction impliquant leur DTM,
ceci rendant extrémement complexe leur purification notamment par chromatographie d’affi-

nité (Frey S. E. et al, 2010).

Pour contrecarrer cette problématique, diverses stratégies vaccinales alternatives (utili-
sant des protéines E1 et E2 délétées de leur DTM et/ou présentées via des VLPs ou sous forme
de nanoparticules) ont été développées ces dernieres années et évaluées. Il n’y a cependant pas

encore de vaccin prét a étre employé (Gomez Escobar et a/, 2023).

III.  Principe de la bioproduction du vaccin recombinant

La bioproduction du vaccin contre I'hépatite B repose sur la capacité de cellules hotes a
exprimer 1’antigéne HBs suite a I’introduction du géne viral. Ce processus suit plusieurs étapes
clés et notamment une premicre étape de clonage et d’ingénierie génétique au cours de laquelle
le gene codant pour I’antigene de surface du VHB (HBsAg) est isolé et inséré dans un vecteur
d’expression (plasmide) introduit dans la cellule hote (Michel. ML, 2016). Plusieurs cellules
hotes peuvent étre utilisées comme par exemple le vaccin Sci-B-Vac™ produit en cellules
CHO, mais le systéme d’expression le plus courant reste la levure, Saccharomyces cerevisiae
dans lequel est notamment produit le vaccin Engerix B20. Ces cellules permettent une produc-
tion ¢levée d’HBsAg sous forme de particules non infectieuses. Ce modele est le plus utilisé,
car il est peu colteux, permet une production a grande échelle tout en assurant certaines modi-
fications post-traductionnelles qui permettent la bonne mise en conformation de la particule

virale et qui sont donc responsables d’une meilleure réponse immunitaire.
Les levures recombinantes sont cultivées dans des bioréacteurs sous des conditions op-

timisées (pH, température, oxygénation) pour maximiser I’expression de ’HBsAg. Les levures

sont souvent cultivées en milieu riche en glucose et sels minéraux. Apres la phase de culture,
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les cellules sont lysées mécaniquement pour libérer I’antigene HBsAg, qui subit ensuite plu-
sieurs étapes de purification en commengant par 1’étape de centrifugation et de filtration pour
¢liminer les débris cellulaires puis une chromatographie d’affinit¢ permettant d’isoler 1’anti-
geéne avec une haute spécificité. L’ultracentrifugation va permettre d’obtenir des particules

d’HBsAg homogenes par gradients de densité (OMS, 1985).

IV.  Application en officine

En officine le pharmacien joue un rdle clé¢ dans la promotion et la réalisation de la vaccina-
tion contre 1’hépatite B.

Depuis I’¢élargissement des compétences vaccinales, les pharmaciens peuvent prescrire et
administrer les vaccins inactivés ou sous-unitaires inscrits au calendrier vaccinal, dont celui
contre le VHB, chez les personnes adgées de 11 ans et plus. Le pharmacien peut administrer le
vaccin selon les recommandations en respectant la chaine de froid et les modalités d’injection
intramusculaire tout en informant le patient des potentiels effets indésirables dus a 1’injection
(douleur au point d’injection, l1égere fiévre...).

Le pharmacien doit également s’assurer du respect d’intervalle entre les doses et conseiller
la vaccination avant tout départ en zone endémique (Figure 5), sans oublier la sensibilisation
des patients sur les différents modes de transmission du VHB (sang, transmission sexuelle,

matériel contaming).
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Figure 5. Distribution géographique de la prévalence de I’hépatite B en 2019 (GBD 2019 Hepatitis
B Collaborators, 2022). Les zones en orange et rouge peuvent étre considérées comme endémiques.

Plusieurs vaccins contre le VHB sont disponibles tel que Engerix B, Hexyon, Infarix-
hexa ou encore Vaxelis. Le schéma classique de vaccination chez le nourrisson se faita 2, 4 et
11 mois en méme temps que le vaccin combiné contre la diphtérie, le tétanos, la poliomyélite
et la coqueluche. Pour les adolescents de plus de 11 ans non vaccinés, 2 injections sont prati-
quées espacées d’au moins 6 mois. Chez les meéres porteuses de I’hépatite B, une dose vaccinale
et une dose d’immunoglobulines anti-VHB sont administrées aux nourrissons dans les 24h
apres la naissance puis a 1 mois et a 6 mois.

Avant départ en zone endémique, le schéma vaccinal suit un schéma accéléré avec une

injection a JO, J7 et a J21 puis un rappel est réalis¢ un an plus tard avec le vaccin EngerixB20.

V. Stratégie vaccinale proposée par I’Unité 1259 MAVIVHe

Actuellement il n’y a pas de vaccin hépatite C, d’ou les travaux de recherche menés au sein
du laboratoire MAVIVHe pour le développement d’un vaccin bivalent VHB/VHC. Dans ce
contexte, I’'unité s’est proposée de développer une stratégie de vaccination originale reposant
sur le principe du vaccin prophylactique utilisé¢ avec succes depuis le début des années 1980
pour lutter contre I’infection par le VHB (Maupas et al., 1976). Ce candidat vaccin est basé sur
la propriété de la protéine d’enveloppe S du VHB (226 acides aminés et 4 DTM) a s’auto-
assembler en particules sous-virales d’enveloppe non infectieuses, trés immunogenes et sécré-
tées (Patient et al., 2009). Cette stratégie repose plus particuliérement sur 1’utilisation dans leur

intégralité¢ de glycoprotéines d’enveloppe E1 ou E2 issues d’un VHC de génotype 1a, qui ont
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préalablement été fusionnées a la protéine d’enveloppe S du VHB, en remplagant le DTM en
N-terminal de la protéine S par celui des protéines E1 ou E2 (Figure 6). Lorsque ces protéines
E1-S et E2-S sont coexprimées avec la protéine S sauvage en cellules CHO, elles sont capables
de s’assembler en particules vaccinales efficacement sécrétées et qui exposent les protéines E1
et/ou E2 a leur surface (particules S+E1-S, S+E2-S ou S+E1-S+E2-S). Administrées a des la-
pins, ces particules vaccinales ont été montrées induire de fortes réponses humorales a 1’en-
contre des protéines d’enveloppe du VHB et du VHC (Beaumont et al., 2013, 2016, 2020). Les
réponses anti-VHB sont équivalentes a celles engendrées par un vaccin commercial contre le
VHB, ceci venant renforcer 1’idée que de telles particules pourraient se substituer aux vaccins
actuellement utilisés pour lutter contre le VHB et souligner la potentielle bivalence de ce can-
didat vaccin. En outre, les anticorps anti-E1 et anti-E2 neutralisent efficacement in vitro les
infections par des souches hétérologues du VHC de différents génotypes, avec une efficacité

toutefois génotype-dépendant.
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Figure 6. Principe du vaccin bivalent contre les virus des hépatites B et C. Cette stratégie vaccinale
repose sur la propriété de la protéine d’enveloppe S du VHB (226 acides aminés ; 4 domaines trans-
membranaires [DTM]) a s’auto-assembler en petites particules sous-virales non infectieuses, hautement
immunogenes et secrétées. Sont utilisées dans leur intégralité les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2
du VHC fusionnées a la protéine S du VHB. Le domaine N-terminal de la protéine S a été substitué par
le DTM de la glycoprotéine E1 (vert) ou E2 (jaune) du VHC, formant ainsi des protéines chimeéres E1-
S et E2-S. Exprimées en cellules CHO, ces protéines chimeéres s’assemblent avec la protéine S sauvage
et sont secrétées dans les surnageants de culture sous forme de particules sous-virales d’enveloppe tres
immunogenes (particules STE1-S et S+E2-S) (d’aprés Roingeard et al., 2021).

L’efficacité neutralisante des anticorps produits en réponse au candidat vaccin étant dé-
montrée in vitro, I’'unité 1259 MAVIVHe recherche aujourd’hui a améliorer le mode de pré-
sentation des glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 en surface des particules vaccinales, de ma-
niere a augmenter les propriétés neutralisantes intergénotypiques des anticorps induits par la
vaccination.

Puisque la N-glycosylation des protéines E1 et E2 module leur mise en conformation et leur
immunogénicité, 1’unité a souhaité porter une attention toute particuliere a cette dernicre et
évaluer I’impact des N-glycanes sur le mode de présentation des immunogenes. En contribuant
au repliement correct des protéines d’enveloppe du VHC, les N-glycanes sont connus jouer un
role majeur dans différentes étapes du cycle infectieux du VHC (étapes d’entrée et d’assem-
blage viral). De par leur importante présence en surface des protéines d’enveloppe E1 et E2,
ces N-glycanes semblent également jouer un role déterminant dans 1’échappement du virus au

systéme immunitaire en se présentant sous la forme d’un large bouclier qui masque les épitopes
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antigéniques clés et les protége d’une reconnaissance par les anticorps neutralisants (Helle et
al.,2011).

L’intérét de I’'unité¢ 1259 MAVIVHe pour la N-glycosylation a également été¢ motivé par
les résultats obtenus par un groupe de recherche de I’Institut Pasteur de Shanghai, lors de la
conduite d’une analyse comparative de I’immunogénicité d’une protéine E2 tronquée (délé- tée
de son DTM) issue d’un VHC de génotype 1b, produite en cellules de mammiferes (cellules
HEK-293T) ou en cellules d’insectes (cellules S2 de drosophile) (Li et al., 2016). Puisque les
épitopes neutralisants sont présentés dans une configuration extrémement complexe a la surface
virale, il était jusqu’a présent pensé nécessaire de mimer a I’identique ces régions antigéniques
et de produire les candidats vaccins prophylactiques en cellules de mammiferes. Cette équipe a
toutefois montré que la protéine E2 tronquée exprimée en cellules d’insecte présentait un état
de glycosylation distinct (moins complexe, mais sur les mémes sites de glycosylation) lui con-
férant une immunogénicité accrue. En effet, la glycosylation moins complexe en cellule d’in-

secte permet une meilleure exposition des épitopes neutralisants qu’en cellule de mammiferes.

Compte-tenu de la volonté de 1’unité 1259 MAVIVHe d’optimiser son candidat vaccin
et de I’impact de la N-glycosylation globale sur la mise en conformation et I’immunogénicité
des protéines d’enveloppe du VHC, I’objectif de ce projet a été¢ de mener une analyse compa-
rative de I’immunogénicité du candidat vaccin VHB-VHC, généré a I’aide de différents sys-
temes d’expression engendrant des processus de glycosylation distincts (cellules de mammi-
feres, cellules d’insectes et levures), de maniere a déterminer 1’état de glycosylation conférant
une immunogénicité optimale et engendrant la production d’anticorps trés largement neutrali-
sants. Pour apprécier les différences de glycosylation et d’immunogénicite, seules les particules
vaccinales arborant E2 de maniere isolée (S+E2-S) ont été considérées lors de la conduite de ce
projet car E2 est hautement glycosylée (11 sites de N-glycosylation) et bien plus immuno- gene

que la protéine E1.

Durant mon stage de master 2, j’ai donc participé a de nombreuses expérimentations
conduites en vue d’analyser I’impact de la N-glycosylation sur I’'immunogénicité du candidat
vaccin VHB-VHC et de son optimisation. J’ai eu pour mission d’analyser comparativement les
particules vaccinales générées en cellules CHO et en cellules de drosophiles (lignée S2), en
termes d’incorporation, de mise en conformation et de glycosylation des immunogenes d’inté-

rét.
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Partie 2 : Travail de recherche mené au sein du laboratoire MAVIVHe sur
le vaccin bivalent hépatite B et hépatite C

I. Matériels et méthodes

1. Production des particules vaccinales d’intérét en lignées CHO et S2

Dés mon arrivée au laboratoire, des échantillons de particules vaccinales S et S+E2-S
produites en cellules CHO et de particules vaccinales S produites en cellules S2, dérivant d’une
culture primaire d’embryon de Drosophila melanogaster ont été mis a ma disposition, de ma-
nicre a conduire I’ensemble des expérimentations de caractérisation de ces particules. Ces par-
ticules vaccinales ont été produites par des clones de CHO et S2 exprimant de maniére stable
la protéine S sauvage (clone CHO-S et clone S2-S) plus ou moins la protéine chimere E2-S
(clone CHO-S+E2-S et clone S2-S+E2-S). Ces différents clones ont été développés lors de
précédents travaux par des procédés de transductions lentivirales accompagnés de sélection
clonale (Patient et al., 2009) et cultivés selon les conditions requises pour assurer une produc-

tion en masse des particules vaccinales, comme précédemment décrit (Beaumont et al., 2013).

Puisque le stock de particules vaccinales S+E2-S produites en cellules S2, dérivant d'une
culture primaire d'embryon de Drosophila melanogaster, était insuffisant pour conduire 1’en-
semble des expérimentations, il m’a été nécessaire de participer a une nouvelle campagne de
production de particules. Pour ce faire, les clones S2-S+E2-S, précédemment développés au
laboratoire selon des procédés de transfection et de sélection clonale, ont été décongelés. Ces
clones, qui expriment efficacement les protéines S +/- E2-S, ont tout d’abord été progressive-
ment adapté 4 une culture dans un milieu dépourvu de protéines (Insect Xpress™ medium ;
Lonza), supplémenté par 100 U/mL de pénicilline G, 100 pg/mL de streptomycine et 6 pg/mL
de puromycine, et ce, a une température de 28°C et en 1’absence de CO. Ces clones ont ensuite
été amplifiés en flasques de 175 cm?, puis cultivés en erlenmeyers de 1 L sous agitation (28 °C,
110-120 tr/min) dans le milieu décrit ci-dessus, et enfin soumis a une étape d’induction en
présence de 5 uM de chlorure de cadmium (CdCl.), dés lors qu’ils ont atteint une densité cel-
lulaire de 7x10° cellules/mL. Cette phase d’induction par le CdCl, a été maintenue durant plus

de 120 h, temps au terme duquel les surnageants de culture ont été collectés et clarifiés par
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centrifugation (3500 g pendant 10 minutes a 4 °C) pour éliminer les cellules et les débris cellu-
laires. Les particules ont par la suite été purifiées par précipitation, suite a une incubation (16 h
a 4°C) en présence d’une solution de sulfate d’ammonium (solution (NH4)2SO4 a 45% ; pH
7,5), et récupérées par centrifugation (4000 g pendant 20 minutes a 4 °C). Puisqu’une partie du
précipité était flottante, nous avons eu recours a 1’utilisation d’une petite cuillére en inox per-
forée stérilisable (MC17 Moria perforated spoon ; Fine Science Tools) pour collecter cette por-
tion de précipité. Les précipités de protéines ont ensuite été repris dans un tampon Tris 10 mM
- NaCl 100 mM - EDTA 1 mM (TNE ; pH = 7) et dialysés contre ce méme tampon pendant 16
h a 4°C sous agitation, a I’aide de cassettes de dialyse appropriées (Slide-A-Lyzer®dialysis
cassette G2 10K MWCO ; ThermoFisher Scientific). Enfin, les particules vaccinales ont été
purifiées par deux ultracentrifugations isopycniques successives (112088 g pendant 17 h a 4
°C) sur gradients de chlorure de césium (CsCl ; densité finale de 1,22 g/cm?). Les fractions
récupérées ont été analysées par une technique ELISA commerciale (AID™ HBsAg ELISA ;
Wantai BioPharm) permettant la détection de la protéine S du VHB. Les fractions positives
pour la protéine S ont été regroupées, dialysées contre un tampon TNE et concentrées avec un
dispositif Amicon Ultra-15 100k (Millipore). Les concentrations finales en particules des dif-
férentes préparations ont été déterminées a 1’aide de ce méme ELISA et d’'une gamme de pro-
téine S recombinante purifiée, et leur pureté a été calculée comme le rapport entre la concen-
tration en protéine S et la concentration en protéines totales, évaluée par mesure de I'absorbance

a 280 nm avec un spectrophotomeétre (Nanodrop, Denovix).

2. Caractérisation des particules vaccinales générées en cellules CHO et S2

2.1 Analyse de I’incorporation des protéines S et E2-S par Western Blot

Des lors que nous avons été en possession des différents types de particules vaccinales
générées en cellules CHO et S2, nous avons débuté leur caractérisation. Par une technique de
western blot conduite en conditions dénaturantes et réductrices (Figure 7), la bonne incorpora-
tion des protéines d’intérét S et E2-S a été vérifié. Des échantillons de particules (I’équivalent
de 1,5 pg de protéine S pour chaque type de particule) ont tout d’abord été dénaturés par 5% de
-mercaptoéthanol en tampon Laemmli durant 5 minutes & 96 °C, puis soumis a une électro-
phorese (migration d’environ 3 h a 100 V) sur gel d’acrylamide (12%) en présence de dodécyl-
sulfate de sodium (tampon 25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS (TG-SDS 1X ; pH=28.3;

Euromedex)). Les protéines alors séparées en fonction de leur poids moléculaire ont par la suite
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¢été soumises a un ¢électrotransfert (1h30 a 100 V) en tampon 25 mM Tris, 192 mM glycine (TG
1X ; Euromedex), 20% méthanol (VWR) sur des membranes de nitrocellulose Hybond-C Extra
(Amersham Biosciences). Apres saturation des membranes (1 h a température ambiante) par un
tampon de blocage TBS (Tris/HCI 50 mM pH = 8, NaCl 5 mM) - 3% albumine de sérum bovin
(BSA ; Sigma-Aldrich), les diverses protéines (S et/ou E2-S) ont été¢ mises en évidence par
incubation (1 h a température ambiante) des membranes avec un anticorps monoclonal de souris
dilué dans un tampon TBS — 3% BSA reconnaissant spécifiquement un épitope linéaire de E2

(clone H52; anticorps généreusement fournis par le Dr Jean Dubuisson, CNRS-Lille).

Substrat ECL > ® {::Lr— Produit coloré
Enzyme HRP -
Anticorps secondaire -

Anticorps primaire

v

s - . .F "'.; x.\\..'
Protéines dénaturées S ¢ ,F_"_,
ou E2-S © +—— Membrane de
nitrocellulose

Figure 7. Analyse par Western blot de I’incorporation des protéines S et E2-S dans les particules
vac-cinales générées en cellules CHO et S2. Les protéines d’intérét S et E2-S possiblement incorpo-
rées dans les particules S et S+E2S produites en cellules CHO ou S2 ont été préalablement dénaturées,
puis séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du dodécylsulfate de sodium, et
enfin transférées sur une membrane de nitrocellulose. Ces protéines d’intérét ont par la suite pu étre
détectées grace a I’'usage d’anticorps primaires spécifiques de S (70-HG15) et E2 (H52) et d’anticorps
secondaires appropriés couplés a la peroxydase de raifort (HRP), et révélées par chimiluminescence
grace au substrat ECL.

2.2. Analyse de I’incorporation des protéines S et E2-S, ainsi que de leur mise en con-
formation par ELISA

La bonne incorporation et mise en conformation de protéines d’intérét S et E2-S ont par
la suite été évaluées par une technique ELISA conduite en conditions natives (Figure 8). Pour
ce faire, les puits d’une plaque de micro-titration (Immulon®II HB ; Thermo Scientific) ont tout

d’abord été recouverts par un anticorps polyclonal anti-S (70-HG15 (fourni par Fitzgerald —
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Fitzgerald Industries International) dilué¢ dans un tampon TBS a 0,1 pg/puits par incubation
d’une nuit a 4 °C. Apres une série de trois lavages avec du tampon TBS - 0,1% Tween 20, les
sites non occupés par les anticorps ont été saturés (1 h a 37 °C) a I’aide d’un tampon TBS — 5%
lait écrémé — 4% sérum de mouton, puis les puits ont de nouveau été lavés a deux reprises avec
du tampon TBS - 0,1% Tween 20. Par la suite, les particules vaccinales (I’équivalent de 0,8 pg
de protéine S/puits) ont été capturées durant 1 h a 37 °C, puis soumises a des tests de recon-
naissance par un anticorps monoclonal de souris dirigé contre un épitope conformationnel de la
protéine S du VHB (clone H25B10; ATCC) ou trois anticorps monoclonaux dirigés contre des
épitopes linéaires (clone murin H52 et clone murin AP33 (Genentech)) ou conformationnels
(clone humain AR3A ; généreusement donné par le Dr Mansun Law de I’institut de recherche
californien The Scripps) de la protéine E2 (a des concentrations de 5; 2,5 ou 1 ug/mL). Apres
une incubation d’une heure a 37 °C, les anticorps primaires non liés ont alors été éliminés par
une série de cinq lavages avec du tampon TBS - 0,1% Tween 20 et les complexes antigéne-
anticorps alors immobilisés au fond des puits ont été révélés par 1’'usage d’anticorps monoclo-
naux dirigés contre les immunoglobulines de souris ou humaines et conjugués a I’HRP (clones
SB77e et JDC10, respectivement ; Southern Biotech) a la dilution 1/2000 dans une solution

composée a 50% du tampon de saturation / 50% TBS. Apres 1h d’incubation, le substrat chro-

w
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Figure 8. Principe de PELISA ayant permis I’étude de I’incorporation et de la mise en conforma-
tion des protéines d’intérét S et E2_S en surface des particules vaccinales générées en lignées CHO
et S2. Les puits d’une plaque de micro-titration ont tout d’abord été recouverts par un anticorps poly-
clonal de chévre spécifique de la protéine S du VHB (70HG15). Aprés des étapes de lavages et saturation
des puits, les particules vaccinales ont alors été capturées, puis soumises a des tests de reconnaissance
par des anticorps monoclonaux dirigés contre la protéine S du VHB (clone H25B10) ou la protéine E2
du VHC (clones H52, AP33 et AR3A). Les complexes anticorps-particule vaccinale ainsi immobilisés
ont ensuite été révélés par 1’'usage d’anticorps secondaires appropriés couplés a la peroxydase de raifort
(HRP). Apres I’ajout du substrat chromogénique (o- Phénylénediamine), la réaction colorée catalysée a
été mesurée par spectrophotométrie a des longueurs d’onde de 490 nm/630 nm r¢fgrence.
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2.3 Observation des particules vaccinales au microscope ¢électronique a transmission

Une technique d’immuno-capture des particules vaccinales sur grilles de nickel (S162,
Oxford Instruments) recouvertes de Formvar/carbone, accompagnée d’immunomarquages des
immunogenes d’intérét par des anticorps couplés a des billes d’or de différents diamétres, a été
mise en ceuvre (Figure 9). Les grilles de microscopie €lectronique a transmission (MET) ont
préalablement été incubées durant 1 h a température ambiante en présence d’un anticorps po-
lyclonal de chévre anti-S (70-HG15 ; 32 pg/mL), puis lavées en tampon phophate (PBS) et
saturées durant 30 minutes & température ambiante a ’aide d’une solution de BSA (BSAc™
10% ; Aurion). Aprés une série de trois lavages avec un tampon PBS - 0,1% BSAc, ces grilles
ont ensuite ét€¢ mises en contact avec les préparations vaccinales (I’équivalent de 7 pug de pro-
téine S) durant 1 heure a température ambiante. Apres une nouvelle série de trois lavages des
grilles avec un tampon PBS — 0,1% BSAc, les particules immobilisées ont été soumises a des
tests de reconnaissance par des anticorps monoclonaux dirigés contre des épitopes conforma-
tionnels des protéines S (clone murin H25B10 ; ATCC ; 100 pg/mL) ou E2 (clone humain
AR3A ;40 pg/mL). Aprés une incubation d’1 h a température ambiante et une série de 6 lavages
des grilles, les complexes antigeénes (S ou E2-S)-anticorps alors immobilisés ont été révélés par
I’'usage d’anticorps secondaires dirigés contre H25B10 (AB6885) ou AR3A (1H) (Aurion) cou-
plés a des billes d’or d’un diametre de 6 et 10 nm, respectivement, puis par coloration négative
a I’aide du produit de contraste contenant 2% d’acétate d’uranyle. L’ensemble des grilles ex-
périmentales ont ensuite été analysées par observation au microscope électronique a transmis-

sion JEOL JEM-1400 (JEOL Ltd).
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Figure 9. Principe de la technique d’immunocapture, accompagnée d’immunomarquages, mise en
ceuvre pour observer par microscopie électronique a transmission les particules vaccinales gé-
nérées en lignées CHO et S2. Une grille de nickel recouverte de Formvar/carbone a été préalablement
incubée avec un anticorps polyclonal de chévre anti-S (70-HG15), puis mises en contact avec les parti-
cules S ou S+E2-S. Les complexes anticorps-particule vaccinale immobilisés ont ensuite été détectés
grace a ’'usage d’anticorps primaires dirigés contre la protéine S (H25B10) ou la protéine E2 (AR3A),
puis d’anticorps secondaires approprié€s couplés a des billes d’or d’un diamétre de 6 ou 10 nm. L’obser-
vation des grilles a été réalisée a I’aide du microscope électronique a transmission JEOL JEM-1400.

2.4. Etude du profil de glycosylation des particules vaccinales générées en lignées
CHO et S2

a. Analyse par western blot en conditions dénaturantes apres traitements par des gly-
cosidases

La N-glycosylation de nos particules vaccinales produites dans les lignées CHO et S2 a
pu en premier lieu étre appréciée en conduisant des analyses par western blot en conditions
dénaturantes des particules, plus ou moins traitées enzymatiquement par la peptide-N-glycosi-
dase F (PNGase F), une amidase qui élimine I’ensemble des N-glycanes (clivage entre les rési-
dus N-acétylglucosamine [GIcNAc] et Asparagine [Asn]), ou par I’endo-B-N-acétylglucosami-
nidase H (endo H), une endoglycosidase qui s’attaque préférentiellement aux oligosaccharides
riches en mannoses ou hybrides (clivage entre les résidus centraux GlcNAc) (Figure 10).

Pour ce faire, les particules vaccinales (I’équivalent de 20 pg de protéines totales) ont
tout d’abord été incubées en présence d’un tampon dénaturant de glycoprotéines (New England
Biolabs) contenant 0,5% de SDS et 40 mM de dithiothréitol (DTT) et incubées durant 10 mi-

nutes a 100°C, puis dans la glace. Les particules ont ensuite été soumises a 1’action de 500
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unités d’enzyme (PNGase F ou Endo H ; New England Biolabs) en présence de détergent NP-
40 (1%) et du tampon spécifique de chacune des enzymes (Glycobuffer 2 : 50 mM phosphate
de sodium ; pH7,5 pour la PNGase F et Glycobuffer 3 : 50 mM acétate de sodium ; pH6 pour
I’endo H). Aprés une digestion d’une heure a 37°C, les particules dénaturées et traitées enzy-
matiquement ont été étudiées par western blot en conditions dénaturantes comme précédems-
ment décrit, comparativement a des particules dénaturées, mais non traitées par la PNGase F
ou I’endo H. Des anticorps anti-S (70-HG15) et anti-E2 (H52/AP33) ont ét¢é utilisés dans le but
de révéler respectivement les protéines d’intérét S et E2-S incorporées dans les particules vac-
cinales produites dans les lignées CHO et S2. Seule une détection de la protéine E2-S a toutefois

été réalisée pour les particules traitées par ’endo H.
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Figure 10. Mode d’action de la peptide-N-glycosidase F (PNGase F) et I’endo-p-N- acétylgluco-
samini-dase H (endo H). La PNGase F est une amidase qui clive I’ensemble des N-glycanes entre les
résidus N- acétylglucosamine (GIcNAc) et Asparagine (Asn), alors que I’endo H est une endoglycosi-

dase qui clive préférentiellement les oligosaccharides riches en mannoses ou hybrides entre les résidus
centraux GlcNAc (Gary Kobs, 2012).
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b. Analyse qualitative de la glycosylation des protéines S et S+E2-S par lectine-blot

Dans un second temps, nous avons souhaité identifier la nature des N-glycanes liés aux
protéines S et E2-S incorporées dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2.
Pour ce faire, nous avons développé une technique dite de lectine-blot (Figure 11), qui consiste
en une analyse des particules vaccinales par western blot en conditions dénaturantes et réduc-
trices, se caractérisant par une phase de révélation des protéines d’intérét S et E2-S a I’aide d’un

panel de lectines reconnaissant spécifiquement certains types de glucides (Tableau 1).

Streptavidine couplée a 'THRP ——m8 ——— K‘
+——— Produit coloré

Lectine couplée a la biotine ———

Tk
—..
Protéines dénaturée S ou E2-S < ‘I’ +— Membrane PVDF

Figure 11. Analyse par une technique de lectine-blot de I’état de glycosylation des protéines S et
E2-S incorporées dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2.Les protéines d’in-
térét S et E2-S incorporées dans les particules S et S+E2S produites en cellules CHO ou S2 ont été
préalablement dénaturées, puis séparées par électrophorése en gel de polyacrylamide contenant du do-
décylsulfate de sodium, et enfin transférées sur une membrane de PVDF. Ces protéines d’intérét ont par
la suite été détectées grace a 1’usage de lectines conjuguées a la biotine ciblant spécifiquement des car-
bohydrates particuliers et de streptavidine couplée a la peroxydase de raifort (HRP), et révélées par
chimiluminescence grace au substrat ECL.

Des échantillons de particules (1’équivalent de 2,5 pg de protéine S pour chaque type de
particule) ont tout d’abord été dénaturés par 5% de B-mercaptoéthanol en tampon Laemmli
durant 5 minutes a 96°C, puis soumis a une électrophorese (migration d’environ 3 h a 100 V)
sur gel d’acrylamide (12%) en présence de dodécylsulfate de sodium (tampon TG-SDS ; pH =
8,3). Les protéines alors séparées en fonction de leur poids moléculaire ont par la suite été
soumises a un électrotransfert (1h30 a 100 V) en tampon TG - 20% méthanol sur des mem-
branes de polyfluorure de vinylidéne (PVDF ; Amersham Biosciences) pré-incubées durant 10
secondes en méthanol. Apres saturation des membranes (1h a température ambiante) par un
tampon de blocage TBS- 3% BSA, les diverses protéines (S et/ou E2-S) ont ét¢ mises en €vi-

dence par incubation (1 h a température ambiante) des membranes avec chacune des lectines
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d’intérét conjuguées a la biotine a une concentration de Spg/mL (Tableau 1). Cette incubation
a toutefois été conduite dans des conditions particuliéres permettant un bon repliement de cha-
cune des lectines et favorisant leur interaction avec le carbohydrate ciblé, a savoir dans un tam-
pon NaCl 150 mM — acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES) 10 mM
; pH = 7.5, supplémenté d’ions spécifiques (0,1 mM) (détaillés dans le Tableau 1). Aprés une
série de trois lavages des membranes en tampon TBS-0,3% Tween 20, leur incubation (1 h a
37°C) avec de la streptavidine couplée a ’HRP (Biolegend ; dilution 1/5000 dans du tampon
TBS - BSA 3% - Tween 20 0,3%) et une seconde série de trois lavages en tampon TBS-0,3%
Tween 20, les protéines ont été révélées a 1’aide d’un kit de détection chimiluminescent (Pier-
ce™ ECL Western Blotting substrate ; Thermo Scientific), puis détectées avec 1’appareil Image-

Quant LAS500 (GE Helthcare).
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Tableau 1. Spécificités des lectines utilisées pour conduire les techniques de lectine-blot et lectine-
ELISA. Dans ce tableau sont indiqués les carbohydrates ciblés par chacune des lectines considérées,
ainsi que les ions requis pour assurer leur bon repliement en vue d’une reconnaissance optimale de leur

cible.

Lectines biotinylées

lons divalents requis

Carbohydrate ciblé

WFA/WFL
Wisteria floribunda
(issue de la glycine japonaise)

CaZ+

N-acétylgalactosamine
(GalNAc)

STA/STL
Solanum tuberosum
(issue du la pomme de terre)

Aucun ion nécessaire

N-acétylglucosamine
(GIcNAC)

DBA
Dolichos biflorus
(issue du pois de cheval)

Ca%+/Mn%+/Mg?+/Zn’+

«-N-acétylgalactosamine
(a-GalNAc)

GNL/GNA
Galanthus nivalis
(issue du perce-neige)

Aucun ion nécessaire

o-1,3 mannose

(issue de I'arbre corail)

LTL
Lotus tetragonolobus Ca+/Mn%+ a-Fucose
(issue du pois asperge)
PHA-L
Phaseolus vulgaris Ca+/Mn%+ N-glycane complexe
(issue du haricot rouge)
SNL EBL
Sambucus nigra Ca%+ Acide sialique
(issue du sureau)
e s N-acétyllactosamine
. . . 2 2 2 bed
Erythrina cristagalli Ca’+/Mn%+/Zn*+ (GalBAGIcNAC)

c. Analyse de la composition glycosidique des protéines S et S+E2-S par lectine-

ELISA

De maniére a identifier la nature des N-glycanes liés aux protéines S et E2-S incorporées

dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2 et rendre encore plus spécifique

la reconnaissance de ces protéines par les lectines, nous avons développé une autre technique

dite de lectine-ELISA (Figure 12), qui consiste en une capture spécifique des particules vacci-

nales sur une plaque de micro-titration et en leur reconnaissance par un panel de lectines recon-

naissant spécifiquement certains types de glucides (détaillés dans le Tableau 1).
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Comme précédemment décrit, les particules vaccinales (1’équivalent de 2,5 pg de pro-
téine S/puits) ont été capturées au fond des puits d’une plaque de micro-titration (Immulon®II
HB) préalablement recouverts par un anticorps polyclonal anti-S (70-HG15 ; 0,1 ug/puits) et
saturés (1 ha 37°C) a I’aide d’un tampon TBS — 3% BSA. Par la suite, les particules vaccinales
ont été soumises a des tests de reconnaissance par un panel de lectines conjuguées a la biotine
(a une concentration de 5 ug/mL) et incubées selon les mémes conditions décrites précédem-
ment pour la technique lectine-blot (tampon NaCl 150 mM — HEPES 10 mM [pH = 7,5] — ions
spécifiques 0,1 mM). Aprés une incubation d’une heure a 37°C, les lectines non liées ont alors
été ¢liminées par une série de cing lavages avec du tampon TBS — 0,1% Tween 20 et les com-
plexes carbohydrate-lectine alors immobilisés au fond des puits ont été révélés par 'usage de
streptavidine conjuguée a I’HRP (dilution 1/5000 dans du tampon PBS-BSA 1%) et du substrat

o- phénylénediamine. La coloration a ét¢ mesurée par spectrophotométrie (490/630 nm).

Substrat
H;0,+0PD
Streptavidine couplée >
a'HRP ® < Produit coloré
Lectine couplée a la g ¥
biotine ‘

Particule vaccinale
S ou S+E2-S

Anticorps polyclonal
de chévre anti-S
(70-HG15)

\‘ 4

Figure 12.. Analyse par une technique de lectine-ELISA de I’état de glycosylation des protéines S
et E2-S incorporées dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2. Les puits d’une
plaque de micro- titration ont tout d’abord été recouverts par un anticorps polyclonal de chévre spéci-
fique de la protéine S du VHB (70HG15). Apres des étapes de lavages et saturation des puits, les parti-
cules vaccinales ont alors été capturées, puis soumises a des tests de reconnaissance par des lectines
conjuguées a la biotine ciblant spécifiquement des carbohydrates particuliers. Les complexes carbohy-
drate-lectine ainsi immobilisés ont ensuite été révélés par 1’'usage de streptavidine couplée a la pe-
roxydase de raifort (HRP). Apres I’ajout du substrat chromogénique (o- phénylénediamine), la réaction
colorée catalysée a été mesurée par spectrophotométrie a des longueurs d’onde de 490 nm/630 nMiregrence.
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I1. Résultats de recherche obtenus au sein du laboratoire MAVIVHe

1. Production des particules vaccinales S et S+E2-S en cellules de drosophile S2

Au cours de cette production, nous avons pu observer des concentrations de purification
particulaire de 2 et 0,690 mg/L respectivement pour les clones cellulaires S2-S et S2-S+E2-S.
Ces concentrations se sont révélées supérieures a celles observées précédemment pour les

clones CHO-S et CHO-S+E2-S (respectivement 0,33 et 0,34 mg/L).

Les concentrations finales en particules vaccinales S+E2-S, purifiées a partir des surna-
geants de culture des cellules S2 d’intérét, ont été évaluées en conduisant un test ELISA com-
mercial permettant la détection de la protéine S (4ID™ HbsAg ELISA), rendu quantitatif grice
a I’usage d’une gamme de protéine S recombinante purifiée. Nous en avons profité pour rééva-
luer les lots vaccinaux S produits en cellules CHO et S2, et S+E2-S produits en cellules CHO
mis a ma disposition au début du stage. Grace a la conduite de ce test, des concentrations en
protéine S de 250,3 pg/mL et 146,3 ng/mL ont respectivement été mesurées pour les lots vac-
cinaux S et S+E2-S produits en cellules de drosophile S2. De maniére similaire, des concentra-
tions en protéine S de 198,7 ug/mL et 142,9 pg/mL ont respectivement été déterminées pour

les lots vaccinaux S et S+E2-S produits en cellules de mammifere CHO.

Afin de déterminer la pureté de chacun des lots vaccinaux, les concentrations en pro-
téines totales ont par la suite été déterminées en mesurant 1’absorbance a 280 nm des prépara-
tions. Ainsi, des concentrations protéiques de 4 et 3,4 mg/mL ont respectivement été observées
pour les lots vaccinaux S et S+E2-S produit en cellules S2, et de 2,5 et 2,4 mg/mL respective-
ment pour les lots vaccinaux S et S+E2-S produit en cellules CHO. En considérant le rapport
entre la concentration en protéine S et la concentration en protéines totales pour chacune des
préparations, nous avons ainsi pu déterminer leur pureté : 6,3% et 4,3% respectivement pour
les préparations de particules S et S+E2-S générées en cellules S2, et 8% et 6% respectivement
pour les lots vaccinaux S et S+E2-S produits en cellules CHO. Nous obtenons ainsi pour les

différents lots de production des taux de pureté tres faibles.
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2. Caractérisation des particules vaccinales S et S+E2-2 générées en lignées S2 et
CHO

2.1. Evaluation de I’incorporation des protéines d’intérét S et E2-S par Western Blot

Dés lors que nous avons été en possession des différents types de particules vaccinales
générées en cellules CHO et S2, nous avons pu procéder a leur caractérisation. Nous avons tout
d’abord analysé ces particules en conduisant un western blot en conditions dénaturantes et ré-
ductrices de maniere a nous assurer de la bonne incorporation des protéines d’intérét S et E2-
S. En marquant la premiére membrane avec un anticorps polyclonal de chévre anti-S (70-
HGI15), nous avons pu observer une incorporation de la protéine S sous ses deux formes non
glycosylée (24 kDa) et glycosylée (27 kDa) dans les particules vaccinales issues des cellules
CHO et S2 (Figure 13, panel du haut). De maniere intéressante, nous avons remarqué que la
protéine S était principalement incorporée dans les particules produites en CHO sous sa forme
glycosylée, et que le phénomene inverse était observé pour les particules produites en S2. De
par ce méme marquage S, nous n’avons en revanche pas pu observer de maniere spécifique et
précise la protéine E2-S, en raison de la présence de nombreux bandes non identifiées. L’incor-
poration de la protéine E2-S, sous ses formes non glycosylée (62 kDa) et glycosylée (85kDa),
dans les particules vaccinales S+E2-S générées en cellules S2 et CHO a toutefois pu étre con-
firmée en procédant au marquage de la seconde membrane avec un anticorps monoclonal de
souris anti-E2 (H52) (Figure 13, panel du bas). Comme précédemment, nous avons pu cons-
tater que la protéine E2-S était essentiellement incorporée dans les particules S+E2-S générées
en cellules CHO sous sa forme glycosylée, alors que les particules S+E2-S générées en cellules

S2 semblaient présenter les deux formes glycosylée/non glycosylée de E2-S.
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Figure 13. Etude par western blot de ’incorporation des protéines d’intérét S et E2-S dans les
particules vaccinales issues de cellules de mammiféres (CHO) ou de drosophiles (S2).Pour mener
cette expérience, les particules vaccinales (1I’équivalent de 1,5 pg de protéine S) ont été dénaturées, puis
soumises a une électrophorése sur gel d’acrylamide (12%) en présence de SDS. Les protéines alors
séparées en fonction de leur poids moléculaire ont par la suite été soumises a un électrotransfert sur des
membranes de nitrocellulose. Les protéines S et E2-S, pouvant apparaitre sous deux formes non glyco-
sylée (24 kDa pour S et 62 kDa pour E2-S) ou glycosylée, ont été mises en évidence grace a I’utilisation
d’anticorps primaires spécifiques (anticorps polyclonal 70-HG15 et anticorps monoclonal H52, respec-
tivement) et d’anticorps secondaires appropriés couplés a la peroxydase de raifort (HRP), et révélées
par chimiluminescence grace au substrat ECL. (MT : Marqueur de poids moléculaire).

2.2 Analyse de I’incorporation des protéines S et E2-S, ainsi que de leur mise en
conformation par ELISA

Aprées avoir montré par western blot que les protéines d’intérét S et E2-S entraient bien
dans la composition des particules vaccinales générées, nous avons par la suite souhaité confir-
mer leur bonne incorporation et exposition en surface des particules, en vue de nous assurer de
leur bonne reconnaissance par le systéme immunitaire. Pour ce faire, nous avons mis en ceuvre

une technique ELISA en conditions natives qui nous a permis d’évaluer les capacités d’un panel
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d’anticorps, ciblant des épitopes linéaires ou conformationnels des protéines S et E2-S, a re-
connaitre spécifiquement les particules vaccinales S et S+E2-S générées en lignées CHO et S2.
Ainsi, les particules vaccinales ont été capturées au fond des puits d’une plaque de micro-titra-
tion (I’équivalent de 0,8 pg de protéine S/puits) et soumises a des tests de reconnaissance par
différents anticorps, utilisés selon des concentrations décroissantes (allant de 5 a 1 pg/mL) qui
nous ont permis de mieux apprécier les différentiels de reconnaissance et de confirmer les ré-
sultats. En utilisant un anticorps monoclonal de souris dirigé contre un épitope conformationnel
de la protéine S du VHB (H25B10), nous avons pu confirmer la bonne incorporation et expo-
sition de la protéine S en surface de 1I’ensemble des particules d’intérét (Figures 14 et 15). Nous
avons toutefois observé une capacité moindre de cet anticorps a reconnaitre les protéines S
exposées en surface des particules générées en cellules S2. En utilisant deux anticorps mono-
clonaux dirigés contre des €pitopes linéaires de E2 (H52 (épitope de E2 418-431) et AP33 (épi-
tope particulier 412-423 sous forme de boucle en « épingle a cheveux »), nous avons également
pu confirmer la bonne incorporation et exposition de la protéine E2-S en surface des particules
S+E2-S générées en cellules CHO et S2. Méme si les densités optiques mesurées pour 1’anti-
corps H52 semblaient similaires, nous avons néanmoins remarqué un différentiel de reconnais-
sance de ces mémes particules par 1’anticorps AP33. Compte-tenu de la configuration particu-
liére de I’épitope reconnu par cet anticorps, ces résultats semblent souligner une différence de
mise en conformation de la protéine E2-S en surface des particules S+E2-S générées en cellules
CHO et S2. Cette derniére observation a d’ailleurs été confortée par les résultats obtenus avec
I’anticorps humain AR3A qui reconnait un épitope conformationnel de E2. En effet, les pro-
téines E2-S exposées en surface des particules S+E2-S générées en cellules S2 se sont révélées
une nouvelle fois étre bien mieux reconnues par cet anticorps, suggérant la encore une diffé-

rence de mise en conformation de la protéine E2-S.
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Figure 14. Etude par ELISA de ’incorporation et de la mise en conformation des protéines d’in-
térét S et E2-S en surface de particules vaccinales générées en cellules CHO et S2. Les particules
vaccinales ont tout d’abord été capturées au fond des puits d’une plaque de micro-titration (I’équivalent
de 0,8 ug de protéine S/puits) a 1’aide d’un anticorps polyclonal de chévre spécifique de la protéine S
du VHB (70HGI15 ; 0,1 pg/puits). Elles ont ensuite été soumises a des tests de reconnaissance par des
anticorps monoclonaux ciblant un épitope conformationnel de la protéine S (H25B10 (A)) ou des épi-
topes linéaires (H52 (D) et AP33 (B)) ou conformationnel (AR3A (C)) de la protéine E2, utilisés a des
concentrations de 5, 2,5 ou 1 pg/mL. Les complexes anticorps-particule vaccinale ainsi immobilisés ont
ensuite été révélés par 1’'usage d’anticorps secondaires appropriés couplés a la peroxydase de raifort
(HRP). Apres I’ajout du substrat chromogénique (o-phénylénediamine), la réaction colorée catalysée a
été mesurée par spectrophotométrie. L’expérience a été réalisée une seule fois et les résultats sont ex-
primés en valeurs moyennes des densités optiques (DO) mesurées a des longueurs d’onde de 490 nm/630

NMyéference-
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Figure 15. Etude par ELISA de I’incorporation et de la mise en confirmation des protéines d’in- térét
Sur et E2-S en surface de particules vaccinales générées en cellules CHO et S2. Les particules vaccinales
ont tout d’abord été capturées au fond des puits d’une plaque de micro-titration (1’équivalent de 0,8 ug de
protéines S/puits ou 0,5 pg de protéines S/puits) a 1’aide d’un anticorps polyclonal de chevre spécifique de la
protéine S du VHB (70GH15 ; 0,1 ug/puits). Elles ont ensuite été soumises a des tests de reconnaissance par
des anticorps monoclonaux ciblant une épitope conformationnel de la protéine S (H25B10 (A)) ou des
épitopes linéaires (H52 (B) et AP33 (D)) ou conformationnel (AR3A (C)) de la protéine E2, utilisés une
concentration de 2,5 pg/mL. Les complexes anticorps-particule vaccinale ainsi immobilisés ont ensuite été
révélés par 1’'usage d’anticorps secondaires appropriés couplés a la peroxy- dase de raifort (HRP). Aprés
I’ajout du substrat chromogénique (o-phénylénediamine), la réaction cata- lysée a été mesurée par
spectrophotométrie. L’expérience a été réalisée une seule fois, en triplicat et les résultats sont exprimés en
valeurs moyennes + écart-type des densités optiques (DO) mesurées a des longueurs d’onde de

490nm/63 Onmysference.
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2.3. Observation des particules vaccinales au microscope électronique a trans-
mission et évaluation de I’incorporation et de la mise en conformation des protéines S
et E2-S a leur surface

Par la suite, nous avons souhaité poursuivre nos investigations, et notamment observer
au microscope €lectronique a transmission les particules vaccinales générées en cellules CHO
et S2, de maniére a non seulement apprécier leur forme et leur taille, mais aussi évaluer 1’in-
corporation et la mise en conformation des protéines S et E2-S a leur surface. Pour ce faire, les
particules vaccinales ont tout d’abord ét¢ immuno-capturées (en configuration native) sur des
grilles de nickel recouvertes de Formvar/carbone et d’un anticorps polyclonal de chévre spéci-
fique de la protéine S du VHB (70HG15). Ces particules ont ensuite été immuno-marquées par
un couple d’anticorps monoclonaux ciblant des épitopes conformationnels des protéines S
(H25B10) ou E2 (AR3A) et des anticorps secondaires appropriés couplés a des billes d’or de
différents diamétres (billes de 6 nm pour la protéine S et de 10 nm pour la protéine E2-S). Apres
coloration négative des grilles expérimentales, 1’observation de I’ensemble des particules vac-
cinales au microscope électronique a permis de constater qu’elles se présentaient homogene-
ment sous une forme sphérique et que leur taille avoisinait les 22 nm de diametre (Figure 16).
Au reflet des résultats obtenus précédemment par ELISA, des particules présentant une multi-
tude de billes d’or d’une taille de 6 nm a leur périphérie ont ét€ observées pour I’ensemble des
lots vaccinaux explorés, ceci confirmant une bonne incorporation et exposition de la protéine S
a leur surface. En outre, nous avons remarqué que seules certaines particules S+E2-S générées
en cellules CHO ou S2 arboraient des billes d’or d’une taille de 10 nm a leur périphérie, ceci
confirmant une bonne incorporation et exposition de la protéine E2-S a leur surface et une bonne
spécificité de reconnaissance des anticorps primaires et secondaires utilisés. Sur cer- taines
prises de vue, nous avons méme pu mettre en lumiere la présence simultanée des immu- nogenes
S et E2-S en surface de certaines particules S+E2-S, comme en témoignent les doubles

marquages aux billes d’or de 6 nm et de 10 nm observés.
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Figure 16. Observation au microscope électronique a transmission des particules vaccinales géné-
rées en cellules CHO et S2, et évaluation de I’incorporation et de la mise en conformation des
immunogénes d’intérét S et E2-S a leur surface. Les particules vaccinales ont été capturées sur des
grilles de nickel recouvertes de Formvar-carbone (1’équivalent de 7 pug de protéine S) et d’un anticorps
polyclonal de chévre spécifique de la protéine S du VHB (70HGI15 ; 32 pg/mL). Ces particules ont été
immuno-marquées par un couple d’anticorps monoclonaux ciblant des épitopes conformationnels des
protéines S (H25B10) ou E2 (AR3A), a 100 et 40 g/mL, respectivement. Les complexes antigénes (S
ou E2-S)-anticorps ont été révélés par 1’'usage d’anticorps secondaires appropriés couplés a des billes
d’or d’un diamétre de 6 et 10 nm, respectivement. Aprés coloration négative, les grilles expérimentales
ont été observées au microscope électronique a transmission JEOL JEM-1400 (JEOL Ltd) et les prises
de vue ont été réalisées au grossissement x 40 000 (barre d’échelle : 50 nm).
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2.4. Etude du profil de glycosylation des particules vaccinales générées en lignées
CHO et S2

a. Analyse par western blot en conditions dénaturantes apres traitements par des gly-
cosidases

Dés lors que nous avons montré la bonne incorporation et I’exposition des immunogenes
d’intérét S et E2-S en surface des particules vaccinales générées en cellules CHO et S2, nous
nous sommes ensuite tout particulierement intéressées a leur N-glycosylation. Dans un premier
temps, nous avons souhaité déglycosyler pleinement nos immunogenes S et E2-S, en procédant
a leur traitement par une amidase qui s’attaque a I’ensemble des N-glycanes, la PNGase F, et
les soumettre a une analyse par western blot en conditions dénaturantes comparativement a des
immunogenes non traités. Comme attendu aprés ce traitement de nos différents lots de parti-
cules vaccinales, nous avons pu constater que la protéine S présente dans 1’ensemble des parti-
cules générées était retrouvée uniquement sous sa forme déglycosylée (a un poids moléculaire
attendu de 24kDa), contrairement aux particules non traitées qui exhibent encore les deux
formes glycosylée/non glycosylée (Figure 17, A,B). De la méme manicre, nous avons pu re-
marquer aprés ce méme traitement que la protéine E2-S présente dans les particules S+E2-S
générées en cellules CHO et S2 n’était plus observable sous sa forme glycosylée, mais unique-
ment sous sa forme déglycosylée (a un poids moléculaire attendu de 62 kDa), contrairement
aux particules non traitées qui présentent essentiellement la forme glycosylée de la protéine

(Figure 17, C,D).

Dans un second temps, toujours en investiguant des procédés de déglycosylation, nous
avons cherché a évaluer le degré de complexité des N-glycanes notamment liés aux immuno-
genes E2-S (12 sites de N-glycosylation au total), en traitant ces derniers par une endoglycosi-
dase qui s’attaque préférentiellement aux oligosaccharides riches en mannoses ou hybrides,
I’endo H, et en les soumettant a une analyse par western blot en conditions dénaturantes, com-
parativement a des immunogenes E2-S non traités. Apres ce traitement de nos différents lots de
particules vaccinales, nous avons pu constater que la protéine E2-S présente dans les particules
S+E2-S générées en cellules CHO et S2 était retrouvée uniquement sous sa forme déglycosylée
(2 un poids moléculaire attendu de 62 kDa), contrairement aux particules non traitées qui exhi-
bent essentiellement la forme glycosylée de la protéine (Figure 17, E). De maniére étonnante,

nous avons surtout pu remarquer que I’ensemble des immunogeénes E2-S étaient pleinement
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déglycosylés, ceci soulignant le fait qu’ils ne présentent que des N-glycanes oligo-mannosi-

diques ou hybrides sensibles a ’endo H, et non pas des N-glycanes paucimannosidiques qui

sont toutefois souvent retrouvés chez les glycoprotéines générées en cellules d’insectes.
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Figure 17. Analyse par western blot en conditions dénaturantes de I’état de glycosylation des pro- téines
S et E2-S incorporées dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2, plus ou moins
traitées par des glycosidases. Les particules vaccinales (I’équivalent de 20 pug de protéines to- tales) ont été
dénaturées, plus ou moins traitées par la PNGase F (A,B,C,D) ou I’endo H (E), puis sou- mises a une
électrophorése sur gel d’acrylamide (12%) en présence de SDS. Les protéines d’intérét ont ensuite été
soumises a un électrotransfert sur des membranes de nitrocellulose. Les protéines S et E2-S, pouvant
apparaitre sous deux formes non glycosylée (24 kDa pour S et 62 kDa pour E2-S) ou glycosylée, ont été€ mises
en évidence grace a I’utilisation d’anticorps primaires spécifiques dilués a 1/500 (anticorps polyclonal 70-
HG15 (A,B) et anticorps monoclonal H52 (C,D,E), respectivement) et d’anticorps secon- daires appropriés
couplés a la peroxydase de raifort (HRP), et révélées par chimiluminescence grace au substrat ECL. (MT :
Marqueur de poids moléculaire).

54



b. Identification des N-glycanes par des techniques de Lectine-Blot et Lectine-ELISA

Dans la continuité de nos expérimentations, nous avons souhaité identifier la nature des
N-glycanes liés aux protéines S et E2-S incorporées dans les particules vaccinales générées en
lignées CHO et S2. Pour ce faire, nous avons dans un premier temps développé une technique
de lectine-blot reposant sur une analyse des différents lots de particules vaccinales par western
blot en conditions dénaturantes et réductrices et sur une phase de révélation des protéines d’in-
térét S et E2-S a I’aide d’un panel de lectines reconnaissant spécifiquement certains types de
glucides. Bien que ces expériences aient ¢té réalisées a deux reprises, elles n’ont jamais permis
une identification claire et certaine des types de N-glycanes liés aux immunogenes S et E2-S,
certainement en raison du manque de pureté des préparations (Figure 18). En effet, les obser-
vations ont systématiquement été contrariées par un ensemble de signaux aspécifiques relatifs
certainement a de potentiels contaminants. Seuls certains signaux spécifiques de la protéine S
exprimée en cellules CHO et glycosylée semblent se distinguer lors des tests de reconnaissance
par les lectines LTL, SNL/EBL et ECL/ECA, suggérant respectivement la potentielle liaison

d’a-fucose, d’acides sialiques et de N-acétyllactosamine a cette protéine.
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Figure 18. Analyse par lectine-blot de I’état de glycosylation des protéines S et E2-S incorporées
dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2 (Figures A — J). Les particules vacci-
nales (I’équivalent de 2,5 pg de protéine S) ont été analysées par western-blot en conditions dénaturantes
et réductrices. La présence des immunogenes d’intérét S et E2-S a été confirmée a 1’aide d’anticorps
primaires anti-S (anticorps polyclonal 70-HG15 (A)) ou anti-E2 (anticorps monoclonal H52 (B)) et
d’anticorps secondaires appropriés couplés a la peroxydase de raifort (HRP). Le test lectine-blot a été
réalisé grace a un panel de lectines biotinylées utilisées a une concentration de 5 pg/mL reconnaissant
spécifiquement certains types de glucides et de streptavidine couplée a I’HRP. (MT : Marqueur de poids

moléculaire).
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Pour pallier ces difficultés, nous avons développé une autre technique dite de lectine-
ELISA, qui repose sur une capture au fond des puits d’une plaque de micro-titration des parti-
cules vaccinales en conditions natives et sur leur reconnaissance par le méme panel de lectines

utilisé pour conduire la technique de lectine-blot.

L’avantage de cette technique est que, lors du processus de capture des particules po-
tentiellement associées a d’autres molécules capables d’interagir avec elles, les contaminants
libres sont éliminés par les différentes étapes de lavages. De par cette technique, nous avons
ainsi pu mettre en évidence une potentielle liaison de N-acétylgalactosamine, d’acides sialiques,
d’a-fucose, de N-acétyllactosamine, d’a-N-acétylgalactosamine et de N-actéylglucosamine a
I’ensemble des particules vaccinales générées, avec des niveaux globalement étrangement si-
milaires entre les différents types de particules ou parfois quelque peu différents en fonction de
la cellule productrice considérée, comme pour la lectine WFA/WFL (Figure 18). Certains de
ces résultats sont venus conforter les quelques observations faites par lectine-blot, mais deman-
dent toutefois a étre confirmés en réitérant les expérimentations. De fagon étonnante, nous
avons également constaté 1’absence de reconnaissance de nos particules par la lectine
GNL/GNA, pourtant habituellement utilisée au laboratoire pour capturer nos particules vacci-

nales en ELISA, ou encore par la lectine PHA-L.
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Figure 19. Analyse par lectine-ELISA de I’état de glycosylation des protéines S et E2-S incorpo-
rées dans les particules vaccinales générées en lignées CHO et S2 (Figures A — H). Les particules
vaccinales ont été capturées au fond des puits d’une plaque de micro-titration (I’équivalent de 2,5 ug de
protéine S/puits) a 1’aide d’un anticorps polyclonal de chévre spécifique de la protéine S du VHB
(70HG15 ; 0,1 pg/puits). Des lectines biotinylées reconnaissant spécifiquement certains types de glu-
cides ont été utilisées a une concentration de 10pug/mL. Les complexes lectine-particule vaccinale (gly-
canes) ainsi immobilisés ont été révélés par la streptavidine couplée a la peroxydase de raifort (HRP).
Apres 1’ajout du substrat chromogénique (o-phénylénediamine), la réaction colorée catalysée a été me-
surée par spectrophotométrie. L’expérience a été réalisée une seule fois en triplicat et les résultats sont
exprimés en valeurs moyennes + écart-type des densités optiques (DO) mesurées a des longueurs d’onde

de 490 nm/63 Onmréférence.
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I11. Discussion

Les infections chroniques par le VHC et le VHB affectent de nos jours respectivement
environ 50 millions et 296 millions de personnes a travers le monde ce qui constitue un défi
majeur de santé publique. Bien que les thérapeutiques actuelles soient tres efficaces et permet-
tent le contrdle des infections induites par les différents génotypes, le réservoir mondial d'indi-
vidus infectés ne cesse dlaugmenter chaque année avec 1,3 million de décés combinés repré-
sentant un défi de santé publique majeur (OMS, 2024). Malgré des avancées thérapeutiques,

I’épidémie ne régresse pas a la hauteur des objectifs mondiaux.

Concernant I’hépatite B, bien qu'il n'existe actuellement aucun traitement capable d'éra-
diquer définitivement 1'hépatite B, les thérapies antivirales modernes permettent de controler
efficacement l'infection, de réduire les risques de complications, et d'améliorer la qualité de vie
des patients. Cependant, de nouvelles approches thérapeutiques, y compris des traitements im-
munologiques et des stratégies combinées, sont activement explorées pour répondre aux défis
persistants liés a I'hépatite B chronique. Bien qu’il existe un vaccin str et efficace, la couverture

vaccinale reste tout de méme partielle.

La bioproduction du vaccin contre 1!hépatite B repose sur des technologies avancées
dlexpression recombinante de 1’antigéne de surface (HBsAg) dans Saccharomyces cerevisiae

et des procédés de purification rigoureux tels que la chromatographie d’affinité, garantissant
sécurité et efficacité avec notamment une absence de risque de soumission aux pathogénes hu-
mains. Le vaccin peut étre produit en plus grande quantité avec une indépendance vis-a-vis des
donneurs de plasma. Les couts de productions sont réduits avec un processus optimisé et un
rendement élevé. Les vaccins de deuxieéme génération, notamment Engerix-B et des formula-
tions récentes comme Heplisav-B, offrent une immunogénicité renforcée grace a des adjuvants
novateurs. Le vaccin Heplisav-B contient notamment un HBsAg recombinant combiné a un
nouvel adjuvant agoniste du récepteur 9 de type Toll-like qui contient des motifs CpG immu-
nostimulateurs qui en se fixant a ce récepteur, stimule les cellules B et les cellules dendritiques
plasmacytoides. Ainsi ’'immunogénicité du vaccin s’éleéve de 20 a 60% chez les personnes a

risque notamment les personnes immunodéprimées (Zhao et al, 2020).

L’évolution des biotechnologies ouvre la voie a des vaccins encore plus performants,

accessibles et adaptés aux besoins mondiaux. L’amélioration des systemes de production et la
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recherche sur de nouveaux adjuvants et modes d’administration permettront d’optimiser encore
davantage la prévention de cette infection virale a I’échelle mondiale. Malgré ses avantages, la
bioproduction des vaccins contre 1'hépatite B présente encore des défis tels que 1’optimisation
des lignées cellulaires pour facilité la synthése et la purification et ainsi augmenter la production
d’HBsAg. Mais également le développement de nouvelles formulations, comme 1’utilisation
d’adjuvants alternatifs qui permettraient de renforcer I’'immunogénicité. Sont également envi-
sagés des alternatives aux systémes d’expression actuels telles que les cellules végétales (Tha-

navala et al, 1995).

Dans le contexte de contrdle de 1’épidémie a 1’échelle mondiale avec notamment 1’ab-
sence d’un vaccin efficace contre I’hépatite C, lUMR 1259 MAVIVHe a développé une stra-
tégie vaccinale prometteuse, reposant sur llutilisation des protéines dlenveloppe El et E2 du
VHC qui ont préalablement été fusionnées a la protéine S du VHB et qui s’assemblent en par-
ticules trés immunogenes, non infectieuses et sécrétées (Patient et al., 2009). C’est notamment
la stratégie utilisée dans le vaccin Mosquirix (RTS,S) contre le paludisme, dans lequel une pro-
téine de sporozoite de Plasmodium est fusionnée a une protéine du VHB en raison de sa forte
immunogenicité (Fidel, 2022). L unité a mené une analyse comparative de son candidat vaccin
VHB-VHC, généré a llaide de différents systemes dlexpression engendrant des processus de
glycosylation distincts (notamment cellules de mammiferes et dlinsecte), de manicre a détermi-
ner I’état de glycosylation conférant une immunogénicité optimale et engendrant la production
dlanticorps trés largement neutralisants. On retrouve essentiellement dans les cellules de mam-
miferes, une N-glycosylation de type oligomannosidique (caractérisé par de longues chaines de
mannoses), complexe (caractérisé par des chaines formées de N-acétylglucosamine, de galac-
tose, de fructose ou d’acide sialique) ou encore hybride. Dans les cellules d’insectes on retrouve
essentiellement une N-glycosylation de type oligomannosidique et paucimannosidique bien
moins complexe que celle observée en cellules de mammiféres. Et enfin, en cellule de levures,

une N-glycosylation de types oligomannosidique est retrouvée.

Différents lots de particules vaccinales ont été mis a ma disposition : des particules vac-
cinales S et S+E2-S produites en cellules CHO, couramment utilisées pour la production de
protéines recombinantes a usage thérapeutique) et des particules S produites en cellules de dro-
sophile (cellules S2). Au cours de ce stage, jlai eu llopportunité de participer activement a la

constitution de ce nouveau stock de particules, notamment en remettant en culture le clone
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cellulaire S2 co-exprimant de manicre stable les génes codant les protéines S et E2-S et en
procédant a la production/purification en masse des particules dlintérét S+E2-S. Par Ia suite,
jlai également contribué a la caractérisation de ce nouveau lot vaccinal, en termes de concen-
tration en protéine S (directement corrélée a la concentration en particules présentes dans la
préparation) et de pureté. A cette occasion, nous en avons profité pour réévaluer les lots déja
disponibles, mis a ma disposition a mon arrivée. En tenant compte du volume de surnageant de
culture a partir duquel les différentes particules vaccinales ont été purifiées et en prenant en
considération les concentrations en protéines S déterminées pour chacune des préparations et
les volumes globaux de vaccins préparés, nous avons pu définir les différents rendements de
production/purification particulaires. Nous avons ainsi pu constater que les procédés de pro-
duction des particules vaccinales en cellules de drosophile nous permettaient d!atteindre des
rendements de 2 (pour les particules S+E2-S) a 6 fois (pour les particules S) supérieurs a ceux
observés en cellules CHO, mais que ces rendements restaient toutefois faibles par rapport a nos
attentes. En effet, les productions de protéines recombinantes en cellules d'insectes sont relati-
vement simples et rapides a mettre en ceuvre et se caractérisent habituellement par des concen-
trations trés importantes, allant de quelques dizaines a quelques centaines de milligrammes de
protéines par litre de surnageant de culture. De la méme maniére, nous avons également cons-
taté que nos différents lots vaccinaux présentaient des degrés de pureté tres faibles (allant de 4
a 8%). En systéme dlexpression CHO, cette faible pureté slexplique notamment du fait que les
cultures cellulaires sont conduites en présence de faibles pourcentages de sérum de veau foetal
riche en protéines, et notamment en albumine (67 kDa). Ces protéines sériques, représentant les
principaux contaminants de nos lots vaccinaux produits en cellules CHO, sont difficilement
¢liminées par nos procédés de purification restant trés académiques. Puisque les cellules de
drosophile S2 sont cultivées dans un milieu dépourvu de protéines, la faible pureté observée
pour les deux lots vaccinaux S2-S et S2-S+E2-S peut cette fois-ci slexpliquer possiblement par
des phénomenes de lyse cellulaire survenant lors de la phase de production en masse des parti-
cules et relarguant de nombreux contaminants cellulaires alors méme que les concentrations et
la viabilité cellulaire avaient été controlées tout au long du processus de production. Pour amé-
liorer la qualité des différents lots vaccinaux, il faudrait que 1'unité fasse évoluer ses procédés
académiques de production et purification en masse vers des procédés respectant les bonnes

pratiques de fabrication (BPF), clest-a-dire en utilisant des bioréacteurs régulant tous les para-

metres physico-chimiques liés a la survie cellulaire, en slaffranchissant de l!utilisation du sérum
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de veau fcetal et en utilisant des procédés de purification plus performants et en adéquation avec

un maintien de la conformation des immunogénes dlintérét.

Dés lors que nous avons été en possession des différents types de particules vaccinales
générées en cellules CHO et S2, nous avons alors débuté leur caractérisation. Nous avons tout
dlabord analysé ces particules en conduisant un western blot en conditions dénaturantes et ré-
ductrices de maniére a nous assurer de la bonne incorporation des protéines dlintérét S et E2-
S. De par cette technique, nous sommes parvenus a montrer que les immunogenes S et/ou E2-
S entraient bien dans la composition des particules S et/ou S+E2-S, sous leurs deux formes non
glycosylée et glycosylée. De fagcon récurrente, nous avons constaté que les particules générées
en cellules CHO arboraient principalement les formes glycosylées de ces protéines, alors que
les particules générées en cellules S2 pouvaient présenter les deux formes, mais avec toutefois
une prédominance systématique de leur forme non glycosylée. Ces résultats sont venus souli-
gner le net différentiel de procédé de glycosylation entre les deux systémes dlexpression, diffé-
rentiel qui a dlailleurs été corroboré par les poids moléculaires des protéines glycosylées expri-
mées en cellules dlinsecte qui se sont révélés 1égérement inférieurs a ceux observés pour les
protéines glycosylées produites en cellules de mammifére, ceci soulignant Ilexistence de N-
glycosylations moins complexes. Au cours de cette expérience, nous ne sommes pas parvenus
a mettre en lumiére la protéine E2-S lors dlun marquage de la membrane avec un anticorps anti-
S (70-HGL15). Ceci peut slexpliquer par la polyclonalité de cet anticorps qui le conduit a engen-
drer llapparition de nombreux signaux aspécifiques génant nos observations. Une solution a
cette problématique pourrait étre dlutiliser un anticorps monoclonal anti-S présentant une meil-

leure spécificité de reconnaissance.

Par la suite, nous avons approfondi nos investigations et cherché a montrer que ces im-
munogenes S et E2-S, outre le fait d’étre présents dans les particules, étaient bien exposés en
surface de ces derniéres et dans une conformation adéquate. Pour ce faire, nous avons mis en
ceuvre une technique ELISA en conditions natives qui nous a permis d’évaluer les capacités
d'un panel dlanticorps, ciblant des épitopes linéaires ou conformationnels des protéines S et E2-

S, a reconnaitre spécifiquement les particules vaccinales S et S+E2-S générées en lignées CHO

et S2.
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Au reflet des résultats de western blot précédents, nous sommes parvenus de par cette
technique a démontrer la bonne incorporation et exposition de la protéine S en surface de llen-
semble des particules dlintérét. En ELISA, nous avons toutefois observé une capacité moindre
de llanticorps anti-S (H25B10) a reconnaitre les protéines S exposées en surface des particules

S et S+E2-S générées en cellules S2. Comme les niveaux d!incorporation en protéines S et/ou
E2-S en surface des particules générées en cellules S2 et CHO semblent similaires, nous pour-
rions expliquer ce phénomeéne par le fait que 1’épitope conformationnel reconnu par llanticorps
H25B10 soit dans une mauvaise configuration suite au repliement de la protéine S (et d’éven-
tuelles molécules cellulaires associées pouvant étre propres au systéme dlexpression) ou qu’il
soit masqué par les protéines E2-S dont la mise en conformation est dépendante de la glycosy-
lation, mais aussi des éventuelles molécules cellulaires associées. La seconde possibilité est
toutefois moins plausible puisque ce défaut de reconnaissance est également observé pour les
particules S2-S, dépourvues dlimmunogénes E2-S. Conformément aux résultats obtenus par
western blot, nous avons également réussi a mettre en lumicre la bonne incorporation et la
bonne exposition de la protéine E2-S en surface de Ilensemble des particules S+E2-S générées
en cellules S2 et CHO, avec des niveaux relativement comparables, comme en témoignent les
densités optiques observées avec llanticorps H52 qui reconnait un épitope linéaire de la protéine
E2. Des lors que nous avons utilisé des anticorps anti-E2 reconnaissant des épitopes présentés
dans une configuration particuliére (AP33 : épitope linéaire dans une configuration de boucle
type « épingle a cheveux » ; AR3A : épitope conformationnel), nous avons observé des diffé-
rentiels de reconnaissance des particules S+E2-S générées en CHO ou S2, soulignant une dif-
férence de repliement et de mise en conformation de la protéine E2-S en surface des particules.
Il est vrai que la reconnaissance des immunogenes E2-S exprimés en cellules S2 de drosophile
par llanticorps anti-E2 AR3A est remarquable et d!lautant plus encourageante que cet anticorps
a été isolé a partir dlun patient infecté par une souche de VHC circulante (Giang et al., 2012) et
reconnait un épitope tres conserveé entre les différents génotypes du VHC. Outre le fait que la
moindre glycosylation engendrée par les cellules de drosophile S2 puisse favoriser llaccessibi-
lité¢ a 1’épitope reconnu par cet anticorps, cette excellente reconnaissance des protéines E2-S
générées en cellules S2 souligne en plus le fait que le repliement de cette protéine se fasse dans

une configuration proche de celle observée lors dlune infection naturelle. A llinverse, la trés

faible reconnaissance des protéines E2-S générées en cellules CHO par llanticorps AR3A a
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conduit llunité a se poser de séricuses questions quant a llutilisation de ce systéme pour produire
en masse le candidat vaccin, la cellule de mammifeére CHO n’étant pas la candidate idéale pour
mimer au mieux llinterface virale. Bien que la cellule CHO soit issue dlun petit mammifére
(hamster chinois), elle est toutefois tres différente des hépatocytes qui constituent le site préfé-
rentiel de llinfection naturelle par le VHC, non seulement au niveau de sa glycosylation, beau-

coup moins complexe, mais aussi au niveau du métabolisme des lipides et des glucides.

Dans la continuité de ces expérimentations, nous sommes parvenus a observer au mi-
croscope ¢lectronique a transmission les particules vaccinales générées en cellules CHO et S2,
et a apprécier leur forme homogene sphérique et leur taille de 22 nm de diameétre. Par ailleurs,
nous sommes parvenus de par cette nouvelle technique conduite en conditions natives a confir-
mer la bonne incorporation et mise en conformation des protéines S et E2-S a leur surface, au
reflet des résultats obtenus en ELISA. La protéine S a bien été identifiée a la surface de 1len-
semble des particules vaccinales et la protéine E2 a pu étre identifiée a la surface des particules
S+E2-S générées en cellules S2 et CHO grace a llutilisation de 'anticorps AR3A qui reconnait
un épitope conformationnel extrémement complexe a la surface de E2. Cette approche expéri-
mentale n’étant que qualitative, nous n!avons toutefois pas eu llopportunité dlapprécier les dif-
férentiels de reconnaissance par les anticorps AR3A et AP33 observés précédemment par
ELISA. Par contre, nous sommes parvenus dans de rares cas a mettre en évidence la présence
des immunogenes S et E2-S en surface dlune méme particule S+E2-S, générée en cellules S2
ou en cellules CHO. Méme si ces observations se font rares, cela ne signifie pas pour autant que
cette co-expression des deux immunogenes dlintérét en surface des particules soit réelle-
ment si peu fréquente. Cette technique est complexe de mise en ceuvre car bien que llimmuno-
capture des particules nous permette l'observation d'une grande quantité de particules, elle pro-
voque quand méme un important encombrement stérique qui empéche les anticorps de trouver
correctement leur cible. Pour pallier ces problématiques dlencombrement stérique, une solution
pourrait étre de conduire une nouvelle série dlimmuno-marquages en maintenant une concen-

tration constante en anticorps (AR3A et H25B10), mais en procédant a des captures de quantités
décroissantes de particules sur les grilles, de maniere a définir les conditions adéquates pour
observer une grande quantité de particules, tout en restant facilement marquées par les anticorps

dlintérét. D!autres options pourraient étre de ne pas faire dlimmuno-capture préalable a 1'im-
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muno-marquage, mais le risque serait d'observer trop peu de particules, ou encore de slaffran-
chir de I’étape de capture des particules et de concentrer les préparations avant immuno-mar-
quages, mais le risque serait de concentrer les contaminants qui pourraient eux aussi provoquer

un encombrement stérique.

Dés lors que nous sommes parvenus a montrer la bonne incorporation et exposition des
immunogenes dlintérét S et E2-S en surface des particules vaccinales générées en cellules CHO
et S2, nous nous sommes ensuite tout particulierement intéressés a leur N-glycosylation. En
procédant au traitement de nos différentes particules par la PNGase F et 1!'Endo H, nous cher-
chions avant toute chose a comparer la N-glycosylation engendrée par les cellules CHO et S2,
et a évaluer le degré de complexité des N-glycanes liés par chacun de ces systémes d!expression.
Contrairement aux connaissances relatives aux processus de glycosylation engendrés par les
cellules de mammifere et dlinsecte (liaison de N-glycanes principalement de type oligomanno-
sidique, complexe ou hybrides pour les cellules CHO et liaison de N-glycanes principalement
de type oligomannosidique et paucimannosidique pour les cellules S2) et a ce qui avait pu étre
reporté dans la littérature par les équipes de recherche développant un vaccin basé sur llusage
dlune protéine dlenveloppe E2 soluble exprimée en cellule dlinsecte ou de mammifeére (Li et
al., 2016 ; Urbanowicz et al., 2019), nous avons été étonnés de remarquer que llensemble des
immunogenes E2-S exprimés en cellules CHO, et surtout en cellules S2, étaient pleinement
déglycosylés par llendo H, et qulils présentaient essentiellement des N- glycanes oligo-manno-
sidiques ou hybrides sensibles a llendo H, et non pas des N-glycanes paucimannosidiques qui
sont pourtant souvent retrouvés chez les glycoprotéines générées en cellules dlinsecte. Ces dif-
férences de résultats peuvent slexpliquer par la nature méme de llimmunogéne utilisé. Dans les
travaux de Li ef al. (2016) et de Urbanowicz ef al. (2019), la protéine E2 est délétée de son
DTM et se présente sous une forme soluble, engendrant certainement une conformation moins
dépliée et moins propice aux processus de glycosylation. Dans notre cas, la protéine E2 est

utilisée dans son enticreté, avec son DTM qui permet un ancrage de la protéine et certainement

un meilleur déploiement de la protéine, plus propice a une glycosylation complexe.

Dans la continuité, de nos expérimentations, nous avons souhaité identifier la nature des N-

glycanes liés aux protéines S et E2-S incorporées dans les particules vaccinales générées en
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lignées CHO et S2. Pour ce faire, nous avons développé deux techniques faisant appel a un
panel de lectines reconnaissant spécifiquement certains types de glucides. Malheureusement,
ces expériences de lectine-blot et lectine-ELISA n’ont pas permis une identification claire des
types de N-glycanes liés aux protéines S et E2-S, certainement en raison du manque de pureté
des préparations. Dans le cas des expériences de lectine-blot, les observations ont systémati-
quement été contrariées par des signaux aspécifiques relatifs certainement a des contaminants.
Dans le cas des expériences de lectine-ELISA, les résultats se sont révélés aberrants. En effet,
nous avons par exemple mis en évidence une potentielle liaison dlacides sialiques aux protéines
exprimées en cellules dlinsecte S2, alors que la sialylation est décrite comme inexistante en
cellules dlinsecte (Gomez et al., 2014). De plus, en utilisant la lectine GNL/GNA, nous ne
sommes pas parvenus a mettre en évidence d’a-1,3 mannose, alors que les N-glycanes liés par
les cellules de mammifére et dlinsecte sont essentiellement de cette nature et que cette lectine
est classiquement utilisée au laboratoire pour capturer les particules vaccinales. Il semblerait
donc que nos lectines biotinylées ne soient pas toutes fonctionnelles ou qulelles réagissent de
manicre non spécifique avec certains €éléments présents dans les préparations. De maniére a
assigner correctement les N-glycanes a chaque systéme d'expression, il serait nécessaire de faire
une caractérisation par spectrométrie de masse, mais cette méthode requiert au préalable d'ob-
tenir un bon niveau de pureté des échantillons, ce qui n'est pas le cas actuellement. Llunité
travaille aujourd'hui a loptimisation des conditions de production comme la suppression du
sérum de veau fcetal, pouvant contenir des contaminants, dans le processus de production et
travaille également 1’optimisation des procédées de purification des particules, le tout en slas-
surant d!lune bonne conservation de la conformation des immunogenes dlintérét. Il serait égale-
ment intéressant d’étudier la N-glycosylation de ses particules vaccinales en cellule de levure
ce qui n’a pas pu étre traité¢ durant ce projet. Cependant, les glycosylations sont encore d’une

autre nature dans ce systeme d’expression.

Pour conclure les hépatites B et C constituent un défi majeur de santé publique avec respecti-
vement pres de 296 et 50 millions de personnes infectées dans le monde, responsables de 1,3
million de déces annuels. Si les traitements antiviraux actuels permettent de contrdler efficace-
ment ces infections, 1’absence de guérison définitive pour le VHB et I’absence de vaccin contre

le VHC freinent I’atteinte des objectifs mondiaux d’élimination.
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La vaccination contre 1’hépatite B repose aujourd’hui sur la bioproduction recombinante de
I’antigeéne de surface (HBsAg), principalement dans Saccharomyces cerevisiae. Cette techno-
logie permet une production sécurisée, standardisée et a cofits réduits, avec des vaccins de deu-
xieme génération (Engerix-B, Heplisav-B, Fendrix) offrant une meilleure immunogénicité, no-
tamment chez les patients immunodéprimés. Néanmoins, des améliorations restent nécessaires
concernant le rendement, la pureté des préparations et ’utilisation d’adjuvants plus innovants

a ’origine d’une meilleure immunogenicité.

Dans ce contexte, de nouvelles stratégies de bioproduction émergent, notamment le développe-
ment de vaccins bivalents VHB-VHC. L’unit¢ MAVIVHe a mis au point des particules pseudo-
virales associant les protéines d’enveloppe du VHC (E1/E2) et la protéine S du VHB, produites
dans différents systémes d’expression (cellules CHO de mammifére et cellules S2 d’insecte).
Les résultats montrent que les cellules S2 offrent de meilleurs rendements mais une pureté
moindre, tandis que la glycosylation des immunogenes différe selon le systéme, influencant
leur reconnaissance par les anticorps neutralisants. Ces travaux soulignent I’importance de I’op-
timisation des procédés de production (bioréacteurs GMP, purification avancée, analyse fine
par spectrométrie de masse) pour améliorer 1’efficacité et la reproductibilité des candidats vac-
cins. La bioproduction a moindre colt (plantes, levures, insectes) pourraient faciliter I’acces

aux vaccins dans les pays a revenu faible ou intermédiaire.

En officine, ces avancées se traduisent par une perspective de mise a disposition de vaccins plus
efficaces, mieux tolérés et adaptés aux populations vulnérables. L’officine devient un lieu de
vaccination de proximité, ce qui facilite la couverture vaccinale contre I’hépatite B. Le phar-
macien d’officine jouera un role clé dans la dispensation, la vaccination et 1’éducation des pa-
tients, contribuant ainsi directement au contréle des hépatites virales a 1’échelle mondiale.
Ainsi, les innovations biotechnologies alliés a I’intégration du pharmacien dans les campagnes
vaccinales renforcent la perspective d’atteindre I’objectif fixé par ’OMS d’élimination des hé-

patites virales a I’horizon 2030.
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La vaccination représente le meilleur espoir de contrdler 'épidémie d'hépatite C a I'échelle mondiale. L'UMR
1259 MAVIVHe a développé une stratégie vaccinale originale basée sur les particules générées dans le cadre du
vaccin contre le virus de I’hépatite B (VHB), exprimant les glycoprotéines d’enveloppe E1 et E2 du VHC. Pro-
duites en lignée de cellules ovariennes de hamster, elles induisent chez I'animal la production d’anticorps neutra-
lisant efficacement in vitro des souches hétérologues de VHC. Le travail présenté ici compare les glycosylations
du candidat vaccin produit par différents systémes d’expression engendrant des processus de glycosylation dis-
tincts (cellules de mammifére versus cellules d’insecte). Différents anticorps spécifiques des protéines du VHC
et du VHB ont permis de mettre en évidence leur bonne conformation et leur exposition a la surface des particules.
Les glycosylations des deux systémes de production ont pu étre partiellement définies par la fixation de lectines
reconnaissant des glycanes spécifiques. Une optimisation de la production des immunogenes est a 1’étude.

Les pharmaciens d’officine sont habilités a administrer des vaccins inactivés ou sous-unitaires. Un vaccin biva-
lent contre les hépatites B et C, d’un grand intérét pour protéger efficacement et simultanément contre deux

agents pathogenes hépatotropes majeurs, pourrait a I’avenir rejoindre le panel des vaccins concernés.

Mots-clés : Vaccin, hépatites, protéines, glycosylation, anticorps neutralisants, systémes d’expression
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