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INTRODUCTION

L'agquaculture marine est une activité pratiquée & l1l'échelle
mondiale qui concerne un nombre relativement limité dJd'espéces

de poissons, mollusques et crustacés. Consécutivement aux
progrés zootechnigques et notamment & la malitrise des cycles
complets d'élevage, les productions aquacoles se sont
développées, en particulier celles issues d'écloseries.

Cependant, quelle que solit 1'espéce considérée et guelles gue
soient les techniques d'élevage, la pathologie infectieuse
constitue un aléa majeur pour les productions, les maladies a
caractére épidémigque ou endémique étant le plus souvent
provoquées par desg protozoaires intracellulaires, des
bactéries ou des virus.

Parmi les viroses, la famille des Iridoviridae pose
probléme chez un certain nombre d'espéces de poissons et de
mollusques.

Chez les premiers, ot le genre Lymphocystivirus (wvirus
type : Lymphocystis Disease Virus, LDV) a été identifié, 1la
maladie se manifeste par 1'apparition de Kkystes (également
appelés nodules ou pseudotumeurs) sur la peau, les branchies
et parfois dans les organes internes (FLUGEL, 1985). Par
manque de réactifs spécifiques, le diagnostic se fait sur
culture cellulaire ou en microscopie électronique et il a été
de ce fait relativement difficile d'effectuer des é&tudes
épidémiologiques approfondies. Cependant, des iridoviroses
sont congidérées comme étant les causes principales des
mortalités observées depuis une dizaine d'années (LANGDON,
1989; PINTO et al., 1989) sur plusieurs espéces de poissons
marins en élevage.

Les études sur les iridoviroses chez les mollusques se
limitent & des observations ultrastructurales. Chez 1'huitre
portugaise, Crassostrea angulata, un wvirus présentant une
similitude extréme avec le LDV a été décrit (COMPS et al.,
1976) et impliqué entre 1969 et 1971 dans la disparition de
cette huitre des cbtes frangaises. Plus récemment, ELSTON et
WILKINSON (1985) ont associé des mortalités massives de larves
d'huitre japonaise, Crassostrea gigas, & un virus du méme type
(Oyster Velar Virus Disease, 0OVVD) et avance 1'hypothése d'une

transmiggsion verticale de ce virus. Il apparait que pour
certains élevages, les larves virosées meurent rapidement et
ne sont donc pas commercialisées. Par contre, lorsque la

maladie se développe plus lentement, les larves produites &
1'écloserie peuvent é&tre, aprés métamorphose, distribuées &
grande échelle selon la pratique du télécaptage (BOUCHARENC et

CADORET, 1989), ce qui peut contribuer & la dissémination du
virus. Compte tenu de 1l'importance de l'huitre japonaise pour
la conchyliculture mondiale {données FAO, 199073, cette

situation doit étre considérée comme réellement "explosive®.



D'un point de vue fondamental (annexe 1), seul le LDV au
sein des Lymphocystivirus a fait 1'objet d’une caractérisation
biochimique réalisée a partir de virus isolé de la perche a
grande bouche, Micropterus salmoides (souche : ATCC VR-342
Leetown NFH) et produit sur cellules BF2 (ROBIN et al., 1983;
ROBIN et al., 1984; ROBIN et al., 1986), tandis que 1l'étude
physique du génome est basée sur deux souches de LDV purifiées
4 partir de kystes provenant de deux espéces de poissons, la
plie, Pleuronectes platessa, et le flet, Platichtys flesus,
{SCHNITZLER et al., 1990). Les modalités de la réplication du
LDV gont pratiquement inconnues et par ailleurs, aucune étude
sérologique n'a été réalisde sur ces différentes souches de
virus.

D'un point de wvue appliqué, les recherches sont encore plus
limitées., En effet, il n'exigte aucune méthede de diagnostic
alternative a la microscopie é&lectronique et & la culture
cellulaire, gui soit réellement mieux adaptée a des études
éepidémiologiques de terrain. Il faut noter par ailleurs le
caractére différé et imprécis du diagnostic sur culture de
celluleg, car le cycle du wvirus est trés lent et 1l'effet
cytopathique est plus ou moins net, le virus é&tant non

lytique.

Dans ce contexte global, il apparait urgent de considérer
guels types de recherche peuvent é&tre développés dans une
perspective de prophvlaxie de ces iridoviroses.

Un premier axe de travail concerne la mise au point de
méthodes de diagnostic, simples & mettre en oeuvre, basées
d'une part sur 1l'utilisation d'anticorps monoclonaux ou
polyclonaux (MIALHE et al., 1988; SCHONHERR and HOUWINK, 1984)
et d'autre part de techniques de caractérisation d'ADN
{ LANDEGREN et al., 1988; KUMAR, 1989}).

La sélection d'animaux résistants peut étre envisagée selon
une  approche de génétique quantitative & partir d'animaux
survivants soit a une épidémie, goit & wune infection
expérimentale si la reproduction de la maladie est maitrisée
au laboratoire. Une telle approche, en cours & 1'IFREMER pour
sélectionner des huitres plates, Ostrea edulis, résistantes au
protozogaire Bonamia ostreae, est cependant relativement
aléatoire, notamment quant & la stabilité des caractéres de la
résistance (HERVIO, comm. pers. ).

La wvaccination, totalement impossible a concevoir chez les
mollusques en raison de leur absence de réponse immunitaire &
médiation immunoglobuline, est par contre pratiquée chez les
poissons. Cependant, l'efficacité de 1la wvaccination dont les
procédés sont difficiles & mettre en oeuvre (injection,
balnéation, ingestion), est compligquée par le phénoméne de
focalisation de la réponse Immunitaire (COSSARINI-DUNIER,
1985) et de plus, pour les maladies virales, par le coldt des
vaccins actuellement produits sur cultures cellulaires.

A l'instar des travaux effectués chez les plantes, pour
lesguelles la régistance a des viroses a été obtenue par
expression soit de protéineg virales soit de séguences virales



anti-seng (GRUMET, 1990; VAN DER KROL et al., 1888), les
recherches développées sur l1l'inhibition de la réplication de
virus animaux reposent en majorité sur la stratégie anti-sens.
Des systémes Iin vitro se sont avérés particulierement adaptés
pour analyser et sélectionner les séquences et les structures
anti-sens efficaces (DUDDING et al., 1990; SARVER et al.,
1990). A 1'échelle de la cellule, certains modéles visent une
application pharmaceutique des oligonuclécotides de syntheése,
généralement modifiés pour améliorer leur incorporation
cellulaire et leur stabilité (STEIN et COHEN, 1988; TOULME et
HELENE, 1988). D'autres recherches reposent sur la
transformation stable des cellules et l'expression d'ARN anti-
sens, en particulier de type ribozyme (SARVER et al., 19380).
L'extrapolation de c¢ces travaux & 1'échelle de 1'animal
transgénique est abordée maintenant sur le modéle murin
{ TAKAYAMA et al., 1989).

Dans le cadre de mon DEA, je me suis initialement attachée
au diagnostic des Lymphocystivirus, en intégrant la difficulté
de purification de ces wvirus, notamment chez les mollusques
(VEYRUNES, comm. pers.). Des anticorps monoclonaux ont é&té
produits par hybridation lymphocytaire, les étapes
d'immunigation et de screening des hybridomes ayant é&té
congues de fagon & s'affranchir de la purification de virus et
différents types de protocoles de mise en évidence d'ADN viral
ont été élaborés. Pour développer des travaux & plus long
terme sur le cycle de développement du LDV et la stratégie
anti-sens d'inhibition de sa réplication, l'optimisation du
systeme modéle : cellules BF2/LDV a é&té abordée. La technique
d'électroporation cellulaire a été prise en compte en vue de
son application & 1l'introduction d'oligonucléotides anti-sens,
et & la transformation cellulaire.






MATERIELS ET METHODES

1- Matériels biologiques

1.1~ Lignée cellulaire

La lignée cellulaire BF2 (ATCC CCCh8), de type
fibroblastique, a été établie & partir de tissus du poisson
crapet arlequin (Lepomis macrochirus). Cette lignée est

utilisée pour la production du virus LDV.

1.2 - Virus

Le virus LDV utilisé correspond a la souche Lymphocystis
Leetown NFH ATCC VR-342, isolée par WOLF en 1962 chez la
perche & grande bouche (Micropterus salmoides).

Des kystes, provenant de flets européens (Platichtys
flesus) de la riviére Elbe en Allemagne (1989}, nous ont été
fournis par le professeur K. ANDERS (Institut fir Meereskunde,
Allemagne).

2- Techniques de culture cellulaire

2.1~ Conditions de culture de la lignée BFZ

Les cellules BF2 sont cultivées a 23°C dans le milieu de
Eagle avec sels de Earle (EMEM), additionné de 10 % de sérum
de veau foetal (SVF). Les repiquages sont effectués, aprés
trypsination {trypsine 2 g/, 1 mnj, a une densité

~

d 'ensemencement égale a 10Y cellules/ml,

2.2~ Préparation des suspensions virales clarifiées

Des fioles de culture (25 cmz) dont le tapis cellulaire
occupe 70 % de la surface sont infectées en substituant le
milieu de culture par 1 ml d'une suspension virale clarifiée.
Aprés une incubation de deux heures & 23°C, 5 ml de milieu
supplémenté avec 2 % SVF sont additionnés. Les fiocles sont
ensuite maintenues a 23°C durant la durée du cycle de
réplication du wvirus (trois semaines environ). Les cellules
virosées, gquil sont alors en suspension dans les fioles, sont
centrifugées (3 000 rpm, 15 mn), puis subissent deux cycles de
congélation-décongélation avant d'étre traitées aux ultrasons
{50 W, 30 sec). Les suspensions virales sont ensuite
clarifiées (3 000 rpm, 15 mn) et stockées a - 20°C aprés

titrage du virus.



2.3~ Titrage

Les cellules BF2 sont réparties dans une plague de 96 puits
préalablement traitée & la poly-D-lysine, & raiscn de 6000
cellules par puits (100 pl de milieu) et incubées 3 & 4 heures
(23°C). Les cellules étant alors fixées, le milieu est éliminé
et remplacé par 100 pl de suspension virale (EMEM, 2 % SVF).
Aprés une nuit d'incubation a 23°C, le surnageant est remplacé
par 50 pl de EMEM contenant 3 % de méthyl-cellulose, auxquels
150 1l de EMEM & 2 % SVF sont ensuite additionnés.

Le titre d'une suspension virale est établi selon la
méthode de REED et MEUNCH (annexe 2) et correspond a la dose
infectieuse pour laquelle 50 % des cultures sont infectées

(DI 50). Les dilutions successives d'une guspension virale
sont introduites dans les puits de culture, le pourcentage de
cultures virosées étant estimé selon la technique

d'immunofluorescence indirecte (paragr. 3.5).

2.4- Clonage de cellules

Les cellules BF2 ont été clonées en nmicroplague par
dilution 1limite, les cellules étant réparties a raison de
0,3 cellule/puits. Lorsque les colonies reccuvrent la moitié
de la surface du puits, elles sont repiquées dans des fioles
de culture.

3- Techniques d'hybridation lymphocytaire

Le schéma général de préparation d'anticorps monoclonaux
selon la technigue d'hybridation Ilymphocytaire est présenté
sur la figure 1.
3.1- Immunisation des souris

Deux souris Balb/c ont été immunisées contre des

suspensions de LDV clarifiées (paragr. 2.2, sonication
100 W, 3 mn). Cette immunisation consiste en une premiére
inoculation {500 nl, TCID = 10 '32/ml) par voie

intrapéritonéale guivie par deux injections identigues de
rappel, effectuées a8 8 Jjours d'intervalle. Une dizaine de
jours apres le dernier rappel, le titre des sérums en
anticorps spécifiques est astimé par la technique
d'immunofluorescence indirecte (paragr. 3.5) réalisée sur des
cultures cellulaires wvirosées. La souris ayvant le titre le
plus élevé est sélectionnée pour 1'hybridation lymphocytaire
et regoit un dernier rappel 3 jours avant la fusion .

3.2- Préparation des cellules

3.2.1~- Macrophages
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FIGURE 1: Principe de production d'anticorps monoclonaux selon
la technologie de 1'hybridation lymphocytaire.




Les macrophages présents dans les puits de culture ont pour
rdole, d'une part, de phagocyter les cellules mortes et les
microorganismes éventuellement présents, et d'autre part, de
métaboliser le milieu de culture. Ils sont prélevés dans la
cavité abdominale de souris et introduits dans les puits de
culture 24 heures avant la fusion cellulaire.

3.2.2~- Cellules de la lignee myélomateuse

Les cellules de la lignée myélomateuse P3X63AgB-653 sont
déficientes en Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transférase
(HGPRT-), qui intervient dans la voie secondaire de synthese
des nucléotides. Afin de ne pas obtenir de mutants HGPRT+, les
myélomes sont cultivés, & raison de 100 000 cellules/ml au
maximum, dans du milieu A (RPMI 1640, 10 % SVF) contenant
0,13 mM de B-azaguanine, un analogue létal de 1'hypoxanthine.
Le jour avant la fusion, une concentration de 50 000
cellules/ml environ est nécessgsaire afin de se situer dans 1la
phase exponentielle de croissance c¢ellulaire. Ces cellules
sont cultivées & 37°c dans une étuve a CO, (5 %)

3.2.3- Lymphocytes

La souris, sélectionnée sur la base de son titre en
anticorps spécifiques, est tuée par décapitation. La rate est
alors prélevée aseptiquement, rincée dans du milieu RPMI 1640,
broyée & 1l'aide d'un homogénéiseur de type Dounce dans 10 ml
de milieu RPMI 1640. Toutes ces manipulations sont effectuées
au froid (4°C), les tubes et broyeurs étant conservég dans de
la glace pilée. Le broyat est filtré sur de la gaze sterile et
le filtrat est centrifugé (150 g, 10 mn, 4°C). Le culot est
repris dans 10 ml de milieu RPMI 1640. Le dénombrement des
lymphocytes B est effectué a l'aide d'une cellule de Malassez
en prenant soin de ne pas compter les globules rouges.

3.3~ Fusion cellulaire

Les cellules myélomateuses, préalablement dénombrées, sont
centrifugees (200 g, 5 mn, 4°C). Le culot est repris dans du
milieu RPMI 1640 et centrifugé comme précédemment. Ce culot
est remis en suspension dans 5 ml de milieu RPMI 1640 et les
cellules sont a nouveau comptées. Dans le tube contenant la
suspension de splénocytes, on ajoute les cellules
myélomateuses en nombre quatre fois moindre. Cette suspension
mixte est centrifugée (200 g, 10 mn, température laboratoire).
Le surnageant est éliminé et le culot est légérement remis en
suspension par simple agitation du tube. Il faut alors ajouter
au culot de cellules 1 ml de polyéthyléne glycol 1540 (PEG) a
37°C, 1les 10 premiéres gouttes étant mises en 30 secondes
(t= 0),

t= 0 mn 30 : mettre au bain-marie & 37°C,

t= 1 mn 30 : centrifuger & 200 g a 20°C,



t= 3 mn 00 : arréter rapidement la centrifugeuse,
t= 4 mn 30 : mettre au bain-marie a 37°C sans agiter,

t= & mn 30 : ajouter aussitdt 6 ml de milieu RPMI 1640 a 37°C,
a raison de 100 pl toutes les 5 secondes puis ajouter 9 ml
de milieu RPMI 1640.

Cette suspension est centrifugée (150 g, 10 mn, 20°C). Le
culot est repris dans 10 ml de milieu B (RPMI 1640, 15 % SVF).
Les cellules sont ensuite réparties (25 000, 50 000 et 100 000
cellules/puits) dans les puits des microplagues (96 puits)
contenant les macrophages et dont le milieu de culture a été
préalablement éliminé. Les plagues de culture sgont maintenues

a 37°C dans un incubateur a Cco, (5 2).

3.4- Sélection des hybridomes

Un jour aprés la fusion, dans chague puits de culture sont
ajoutés 100 ul de milieu B sélectif HAT 2X (Hypoxanthine
10 mM, Aminoptérine 0,04 mM, Thymidine 1 mM). L'aminoptérine
bloque la voie de synthése primaire des nucléotides. Seules
les cellules myélomateuses fusionnéeg avec un  lymphocyte
(HGPRT+) sont alors capables de se multiplier. Au neuviéme
jour, 100 upl de surnageant de culture sont remplacés par le
méme volume de milieu B sélectif HAT 1X. Au moment du criblage
des hybridomes, 100 pl de surnageant de culture sont prélevés
et remplacés par le méme volume de milieu B additionné en
hypoxanthine (5 mM) et en thymidine (0,08 mM).

3.5~ Criblage des hybridomes

La présence d'anticorps spécifiques des cultures
cellulaires virosées est recherchée dans les surnageants de
culture des hybridomes en utilisant un systeme double de
détection antigénique, consistant en des cultures cellulaires
saines et virosées. Ces derniéres, préparées dans des plagues
de 96 puits {(paragr. 2.3.1), sont fixées au troisiéme ou au
neuviéme jour d'infection. Aprés incubation pendant 15 minutes
a température ambiante dans la solution de fixation (tampon IF

Pasteur, formaldéhyde 3 %), les plaques sont traitées au
Triton X 100 (3 % dans tampon IF Pasteur, 30 mn, température
ambiante) afin de perméabiliser les membranes cellulaireg
{ PEEPLES, 1987), puis rincées (tampon IF Pasteur). Les

surnageants de culture d'hybridomeg sont analysés selon une
technique d'immunofluorescence indirecte en déposant 100 pl de
surnageant par puits. Aprés incubation (30 mn, température
ambiante) puis deux lavages (tampon IF Pasteur), des anticorps
de chévre anti-immunoglobuline de souris, marqués a
1l'isothiccyanate de fluorescéine (dilution au 1/100 dans du
tampon IF Pasteur additionné de bleu d'Evans 1 %) sont déposés
dans chaque puits (100 upul, 30 mn, température ambiante)}. Les
puits sont ensuite lavés 3 fois (tampon IF Pasteur) et une
goutte de tampon glycériné pour IF (Pasteur) est déposée dans
chague puits. L'examen des cultures au microscope a
épifluorescence s'effectue an inversant la microplague



préalablement recouverte d'un film adhésif (STITZ et al.,
1987).

3.6~ Clonage des hybridomes

Les hybridomes sélectionnés sur la base de leur spécificité
sont clonés selon la technique des dilutions limites. Pour ce
faire, les hybridomes sont répartis dans des microplagques a
raison .de 0,3 cellule/puits sous un volume de 200 pl. Aprés
10 & 15 jours de culture, la spécificité des anticorps
sécrétés est testée & nouveau selon le méme protocole
d'immunofluorescence indirecte utilisé pour 1le screening
initial des hybridomes. Les clones producteurs d'anticorps de
spécificité recherchée sont ensuite cultivés en volumes
progressivement augmentés, afin de disposer de suffisamment de
cellules, d'une part pour congeler les hybridomes, d'autre
part pour inoculer des souris en vue de la production en
ascite des anticorps monoclonaux.

4- Techniques d'analyse d'ADN

4.1- Extraction d'ADN

L'extraction d'ADN total est réalisée en paralléle sur des
culots de cellules saines ou virosées (60x10Y cellules) et sur
un kyste de poisson (2,9 g), selon le protocole dérivé de
JEANPIERRE (1987). Les tissus ou culots de cellules sont
dissociés & l'aide d'un homogénéiseur de tissus de type Potter
dans 8 ml d'une sclution d'isothiocyanate de guanidine (5 M),
a laquelle sont additionnés 1 ml d'acétate d'ammonium (5 M),
1 ml d'une solution de sarkosyl a 20 % et 75 jnpl de
protéinase K a 7 mg/ml. Le broyat est incubé 2 heures a 60°C,
en ajoutant /5 pl de protéinase K au bout d'une heure. Les
acides nucléiques sont alors précipités par l'éthanol absolu,
rincés dans l'éthanol 70° puis repris dans du tampon TE (Tris
10 mM, EDTA 1 mM, pH 8). Une nouvelle incubation de 2 heures a
60°C est effectuée dans un volume final de 15 ml, auquel sont
ajoutés 75 pl de protéinase K toutes les heures. Les ARN sont
digérés par 75 pl d'une solution de ribonucléase & 10 mg/ml
(RNAse, DNAse free, Boehringer). Aprés incubation (30 mn,
37°CY, 1'ADN est extrait par du phénol chloroforme puis
précipité par 1l'éthanol absolu. Les acides nucléiques (300 ug

par gradient) sont enfin séparég par centrifugation
isopycnique en CsCl (1,25 g/ml, 55 000 rpm, 15 h) en présence
de l'agent intercalant HOECHST n°33258 (0,5 mg/ml). Aprés

prélevement des bandes et séparation de 1'ADN et du CsCl sur
colonne (Sephadex NAP 25, Pharmacia), le colorant de HQOECHST
est éliminé par 1'isobutanol. L'ADN est précipité par
l1'éthanol absolu et stocké & - 20°C dans du tampon TE (Tris
1 mM, EDTA 0,1 mM).

4.2 - Clonage

L'ensemble du protocole est schématisé sur la figure 2.
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4.2.1 - Souches bactériennes et vecteur de clonage

Deux souches d'Escherichia coli, ZXL1-Blue et DH5a sont
utilisées. Afin d'éviter la perte de 1'épisome F', ei donc
celle du géne M15H complémentant le géne Lac 2 du vecteur, la
souche XL1-Blue {(dont 1l'épisome porte un géne de résistance a
la tétracycline) doit étre étalée sur un milieu contenant de
la tétracycline (12,5 pg/ml).

Le vecteur Bluescript II (Stratagéne) posséde d'une part,
un géne de résistance & l'ampicilline et d'autre part, un
polylinker de 21 sites de restriction uniques, flangqué des
promoteurs de la T3 ARN polymérase et de la T4 ARN polymérase.
Ce polylinker et les deux séquences promotrices sont inclus
dans la portion N-terminale d'un fragment du géne Lac Z. Les
bactéries constitutivement délétées pour Lac Z, mais possédant
un vecteur Bluescript II sans ingert dans le linker,
produisent des colonies bleues sur le milieu sélectif
contenant du X-gal, substrat chromogéene de la B-galactosidase
{(paragr. 4.2.4). Les bactéries transformées par un plasmide
recombinant sont blanches, 1'insert interrompant le fragment
Lac Z du plasmide.

4.2.2 - Construction des plasmides recombinants

Deux clonages sont réalisés en paralléle avec deux enzymes
de restriction différentes : EcoRI et Pstl (Boehringer).

Les aliquots d'ADN purifié de LDV (5 pg) sont hydrolysés
par l'enzyme de restriction (EcoRI ou PstIl, 5 U/ug d'ADN,
1 h 30, 37°C), puis précipités par 1'éthanol absolu.
Parallélement, le vecteur de clonage (5 pg) est linéarisé par
l'enzyme de restriction correspondante (EcoRI ou PstI). Ses
extrémités 5' sont déphosphorylées (Calf Intestinal Alcaline
Phosphatase, Boehringer; 5 U/pg d'ADN, 1 h 30, 37°C) et le
vecteur est précipité par 1'éthanol absolu. L'efficacité des
digestions enzymatiques est contrdlée sur une fraction d'ADN
(2,5 ug) par électrophorése en gel d'agarose (0,7 %, 100 Vv,
4 h).

Enfin, 1'ADN wviral (500 ng) et le vecteur (100 ng) sont
alors mis en présence de T4 ADN ligase (GIBCO-BRL, 2 U, 14°C,
16 h).

4.2.3 - Mise en compétence des bactéries

Les bactéries sont rendues compétentes selon le protocole
de HANAHAN, 1983. bDes bactéries XL1-Blue et DHS5a, cultivées en
phase exponentielle de croissance (30 ml de milieu SOB :
bactotryptone 2 %, bacto-yeast extract 0,5 %, NaCl 10 mM,
MgCli, 10 mM, MgSO, 10 mM, 37°C, 4 h), sont ensuite placées
10 a 15 minutes dans de la glace puis centrifugées (10 mn,
1 250 g, 4°C). Le culot, bien égoutté, est mis en suspension
dans 10 ml de solution RF1 (RbCl 100 mM, MnCl, 50 mM, acétate
de potassium 30 mM, CaCl, 10 mM, glycérol 5 %) puis laissé
dans la glace pendant 15 minutes. Aprés centrifugation



(1 200 g, 10 mn, 4°C), 1le culot est repris dans 3 ml de
solution RF2Z (MOPS (Morpholino Sulfonic Acid) 10 mM, RbCI

10 mM, CaCl, 75 mM, glycérol 15 %), et incubé pendant
15 minutes dans la glace, les Dbactéries étant alors
compétentes.

4,2.4 - Transformation

Le mélange de ligation vecteur-insert est ajouté a 500 pnl
de bactériesg compétentes qui sont maintenues pendant
30 minutes dans la glace. Une incubation de 90 secondes & 42°C
est alors pratiquée avant de replacer le tube dans la glace.
Les suspensions bactériennes sont ensuite étalées a raison de
50 & 100 pl par boite sur le milieu sélectif (bactotryptone
2 %, bacto-yeast extract 0,5 %, NaCl 10 mM, KCl1 10 mM, bacto-
agar 2,5 mM, ampicilline 50 ug/ml, X-Gal 80 upg/ml, IPTG
0,20 mM)., Les colonies blanches et bleues sont visibles aprés
environ 18 heures de culture a 37°C.

5- Technique d'amplification de séquences par PCR (Polymerase
Chain Reaction)

5.1- Préparation des amorces

Une paire d'amorces a été choisie dans la ségquence répétée
du génome du LDV, séguence conservée a 94,93 3% pour les deux
souches virales chez lesqguelles elle a é&té établie (SCHNITZLER

et DARAIL, 1989).
5' TCGGCAGAATGAAATACCACG 3'
5' CATGGTTATTGGTGGATACGG 3

Ces amorces sont séparées par 174 nucléotides ce qui
devrait se traduire par 1l'obtention d'un fragment amplifié de
216 paires de bases.

La synthése de ces amorces a été réalisée sur un
synthétiseur Cyclcone (Milligéne)}, selon un procédé décrit en
annexe 3.

5.2- Protocole d'amplification

Les amplifications de seéquences par PCR (annexe 4) sont
réalisées selon un protocole classique (LINZ et al., 1990). Le
mélange réactionnel (50 npl) contient: 1'ADN, 262 ng de chague
amorce, chlorure de magnésium 2,5 a 5,5 mM, 5 pl de tampon de
reaction 10X (Tris-HC1 10 mM, pH 8,3 , KC1 50 mM, MgCl,
1,5 mM, gélatine 0,01 % (P/V)), 100 M de chagque
déoxynucléotide (dATP, dTTP, d4CTP, dGTP), 2,5 unités d'enzyme
Tag polymérase (Cetus). Ce mélange est recouvert d'une goutte
d'huile de paraffine, puis soumis & 25 ou 40 cycles
d'amplification dans un bain thermostaté programmable (PHC II,
Techne ). Chaque cycle comprend:
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- une incubation de 2 mn & 92°C (dénaturation des brins
cibles)

- une incubation de 2 mn a4 52°C (appariement des amorces)

- une incubation de 2 mn & 70°C (élongation & partir des
amorces ).
5 éme

Aprés le 2 ou le 40 ®™° gycle, une derniére incubation

de b mn & 70°C permet 1l'élongation totale des brins inachevés.

5.3- Détection des fragments amplifiés

Aprés amplification, les échantillons sont refroidis a
température ambiante, 1'huile de paraffine est enlevée par
dissolution dans 1l'étheroxyde et 8,5 upl de chaqgue échantillon
sont déposés dans les puits d'un gel d'agarcose (2 %). Apres
1'électrophorése (40 mn, 10 V/cm), le gel est coloré avec du
bromure d'éthidium (Brkt). Les bandes correspondant aux
fragments d'ADN amplifiés sont visualisées sur un
transilluminateur a rayons ultraviolets.

6~ TECHNIQUES D'ELECTROPORATION

6.1- Electropulsateur

L'électropulsateur type PS 10 (JOUAN) permet de délivrer
des impulsions électrigues de haute tension (jusgqu'a 1 KV),
dont la durée (jusqu'a 24 msec) et la fréguence (jusqu'a
10 Hz) sont controlées par une horloge électronique.
L'intensité du champ demeure constante durant toute la durée
des impulsions dont le profil cinétique dit "en vague carrée"
est visualisé sur un oscilloscope. Ce générateur est relié &
des électrodes planes entre legquelles un champ électrigue
homogene est creéé. Elles sont constituées par trois lames
d'acier inoxydable maintenues paralléles, la distance entre
1'électrode centrale (+) et les deux électrodes latérales (-)
est de 4 mm. Ces électrodes sont adaptées géométriquement a
1'utilisation en tant que chambre d'électroporation de cuves
(4 ml) & usage unique de type spectrophotométrigue.

6.2- Milieu de pulsation

Les cellules sgont en suspension dans 1 ml de milieu
isoosmotique de pulsation (ROLS, 1985%) gui forme un continuum
électrique entre les électrodes. Il est composé de tampon
phosphate (KH,PO, 10 mM, pH 7,2), de saccharose (250 mM) et de
chlorure de magnésium {1 mM).

6.3~ Margueur de perméabilisation membranaire

La perméabilité membranaire qui résulte de 1'application
d'impulsions électrigues, peut étre mise en évidence par
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incorporation de marqueurs non perméants dans les cellules
(TEISSIE et ROLS, 1986). Le bleu trypan (SIGMA N°T6146) est
généralement employé comme marqueur d'intégrité cellulaire,
car la membrane plasmique de cellules intactes 1l'exclut, alors
que les cellules endommagées présentent une coloration bleue
particuliérement intense.

6.4- Electroperméabilisation

Les expériences d'électroperméabilisation sont réalisées en
conditions stériles dans une hotte a flux laminaire
horizontal, les électrodes et les cuves étan stérilisées &
l'alcool 70°. Le tapis de cellules BF2 (75 cm*) ESt dissocié
par traitement & la trypsine (5 ml, 2 ou 2X10° g/l, 1 ou
10 mn) ou par la ceollagénase (5 ml, 107° U/ml, 10 mn). Les
cellules mises en suspengsion sont rincéeg dans 20 ml de milieu
EMEM (10 % SVF), centrifugées (2 000 rpm, 10 mn) et
resuspendues dans 10 ml de milieu EMEM (10 % SVF). Les
cellules sont maintenues en suspension pendant toute la durée
des expériences dans un erlenmeyer siliconé positionné sur le
plateau d'un agitateur 7rotatif, de +type Mini-shaker MSR
(125 rpm). Pour réaliser chague test d'électroporation, 0,5 &
1X10¥ cellules sont prélevées dans 1'erlenmeyer, centrifugées
(2 000 rpm, 5 mn), et resuspendues dans la cuve contenant 1 ml
de milieu de pulsation et dans lagquelle elles sont incubées
pendant 5 minutes sur de la glace pilée, avant d'étre soumises
au champ électrique. Immédiatement aprés le choc électrigue,
200 nl de la suspension cellulaire sont mélangés dans un tube
a hémolyse siliconé & 200 pl d'une solution de bleu trypan
(0,08 % dans du milieu de culture EMEM, B°C). Aprés incubation
(30 mn, 8°C), les cellules sont comptées sur une cellule de
Malassez et le pourcentage de cellules bleues, électroporées
et/ou mortes, est estimé.

6.5- Test de survie cellulaire

Parallélement au test d'électroporation, un test de survie
cellulaire est réalisé en prélevant, immédiatement aprés le
choc électrique, 500 pl de cellules traitées, auxquels 500 ul
de milieu EMEM sans SVF (8°C) sont additionnés. Les cellules
sont placées dans une boite de pétri (diamétre 35 mm) dans
lagquelle elles sont incubées 30 mn & 8°C puis pendant 15 a 20
heures a 23°C. Le taux de mortalité est alors déterminé comme
indiqué précédemment pour le test d'électroporation.
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RESULTATS

1- METHODES DE DIAGNOSTIC DE LYMPHQCYSTIVIRUS

Des méthodes alternatives & la microscopie électronique et
a la culture cellulaire ont été recherchées pour le diagnostic
de virus de type Lymphocystivirus. Elles reposent sur la
préparation de réactifs et 1la mise en évidence d'ADN ou
d'antigénes viraux dans des échantillons biologiqgues.

1.1- Préparation d'anticorps spécifiques de LDV

1.1.1- Préparation d'anticorps monoclonaux par hybridation
lymphocytaire

Lors de la fusion, les plagques ont é&té engsemencées avec
100 000, 50 000 ou seulement 25 000 cellules par puits afin
d'assurer des conditions de préclonage, le taux d'hybridation
pouvant étre & priori estimé voisin de 10 Y. L'analyse a
posteriori des résultats réveéle qgue le taux réel d'hybridation
a été de 3X107° et d'aprés les formules établies par PAOLUCCI
(1983), il apparait que les plagues correspondant aux
ensemencements de 25 000 cellules par puits sont les plus
intéressantes du point de vue du préclonage puisque 40 % des
puits contiennent des hybridomes, 79 % d'entre eux peuvent
étre congsidérés comme directement clonés (figure 3,
tableau 1), L'intérét pratigque de ce préclonage est A&
souligner car 1'individualisation initiale des hybridomes
confére un caractere monoclonal immédiat aux anticorps
sécrétés dans les différents puits. Aingi, les difficultés
liées & la présence de plusieurs hybridomes dans un méme puits
sont évitées lors du criblage des hybridomes, qu'il s'agisse
de la sécrétion simultanée d'anticorps de spécificités
différentes (antigénes cellulaires/antigénes viraux), ou de
1'élimination progressive d'un hybridome intéressant par un
autre gqui ne le serait pas.

Cependant, afin de tester un nombre suffisamment grand de
surnageants d'hybridomes, le criblage a été effectué non
seulement sur les 299 cultures d'hybridomes contenues dans les
plagues ensemencées a 25 000 cellules par puits, mais aussi
sur 353 provenant des plaques ensemencees a 50 000 cellules
par puits,

Le double criblage effectué en immunofluorescence indirecte
sur des cultures cellulaires saines et virosées, fixées au
troisiéme ou au neuviéme jour d'infection, a conduit a la
sélection de 9 hybridomes, dont la spécificité a été confirmée
aprés leur clonage selon le méme test en immunofluorescence
indirecte. Parmi les anticorps monoclonaux secrétés par ces 9
hybridomes, 7 ont donné une réponse positive au troisiéme jour
d'infection, 1l'un d'entre eux étant par contre négatif au
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neuviéme jour. Les deux autres anticorps monoclconaux n'ont
réagli que vis-a-vis de cultures infectées depuis 9 jours.

Ces différents hybridomes ont été produits en ascite. Le
profil de fluorescence, présenté sur la figure 4, correspond &
1l'un de ceux pour lesquels les anticorps monoclonaux ont été
purifiés. Ils constituent des réactifs immédiatenent
digsponibles pour étre appliques en immunofluorescence
indirecte a des études épidémiologiques.

1.1.2~ Préparation d'anticorps polyclonaux

Parallélement & la production d'anticorps monoclonaux, des
anticorps polyclonaux ont été préparés par immunisation de
gourig contre des suspensions de LDV clarifiées, la
spécificité des immunsérums éetant acquise par eépuration avec
de la poudre acétonique de cellules BFZ2 saines gui a pour
effet d'éliminer les anticorps spécifiques d'antigenes
cellulaires.

1.2- Mise en évidence 4d'ADN viral

1.2.1- Mise en évidence d'ADN

isopycnigue

viral par centrifugation

A partir de cellules saines et virosées d'une part, et d'un
kyste d'autre part, 1'ADN +total a été extrait selon un
protocole direct qui g'affranchit de la purification de virus,
Le rendement de ces extractions a été estimé d'un point de vue
gualitatif et quantitatif (Tableau 2).

Origine Cellules BF2 Cellules BF2 Kyste
de 1'ADN saines virosée (2,9 g)
(300%10°) (300X109)
Quantité
totale d'ADN 1,16 mg 0,9 mg 11,4 mg
1 DO = 50 pg/ml

Tableau 2 : Rendement des extractions d'ADN
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FIGURE 4: Profil 4d'immunofluorescence de LDV sur culture
cellulaire infectée obtenu avec un anticorps
monoclonal spécifique (X 800).



Le colorant de HOECHST, gui s'intercale spécifiquement
entre les bases G et C a été utilisé avec succeés pour séparer
1'ADN wviral desg génomes cellulaires. En effet, aprés
centrifugation isopycnique sur gradient de chlorure de césium,
une bande spécifique des échantillons virogsés a é&té observée
au dessus de 1'ADN cellulaire. La quantité d'ADN présent dans
la bande supérieure, supposée d'origine virale, a été estimée
par rapport a 1'ADN total (Tableau 3}.

Origine Cellules BF2 Cellules BF2 Kyste
de 1'ADN saines virosées

ADN cellulaire
{bande inférieure) 21 ng 20 pg 8 ng

ADN " wviral"

(bande supérieure) 0 ug 13 ng 50 ug
ADN "viral"/total 0 % 39 3 86 %

Tableau 3: Proportions d'ADN viral présent dans des
échantillons virosés.

Les natures cellulaires et virales des ADN, correspondant
respectivement aux bandes inférieures et supérieures dans le
gradient, ont été vérifiées par établissement des profils de
restriction établis pour les enzymes EcoRI et Pstl. Les
profils des bandes inférieures provenant des différents
échantillons correspondaient & des ‘“"smears” typigues d'ADN
génomigue de cellules ecucaryotes, quelgques fragments répétés
étant décelables dans le cas de 1'ADN provenant du kyste

(flet). Pour les ADN correspondant aux bandes supériecures
présentes dans les échantillons virosés, les profils de
restriction sont caractéristiques d'ADN viral, plusieurs

fragments étant ocbservables.

Dans le cas d'ADN issu du kyste prélevé sur un flet
provenant de 1'Elbe, une bonne corrélation a été trouvée avec
les données établies par DARAI et al. (1983) pour deux souches
de LDV (Tableau 4). Il faut noter par ailleurs que le fragment
de 12,6 Kb pourrait correspondre a un fragment génomigque
caractérisé par la présence d'un fragment répété (SCHNITZLER
et DARAI, 1989).
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Taille des fragments (Xpb)

Fragments A B C
d'ADN
ECORI PstI | EcoRI Pstl | EcoRI Pstl
A 17,0 16,2 | 14,4 24,0 | 28,5 21,0
B 14,8 12,6 | *12,7 21,9 | ¥12,7 14,0
c 12,6 8,5| 11,2 17,11 12,2 13,5
D 9,3 5,7 9,9 12,5 ] 11,1 12,5
E 8,5 5,0 7,9 8,3 7,9 10,3
F 7,9 4,0 7,5 5,6 7,5 7,4
G 6,7 7,4 4,7 7,4 6,8
H 6,0 7,2 3,6 7,2 5,4
I 2,4 6,6 1,6 3,7
J 1,9 5,6 *1,39 1,35
K 1,5 2,25 1,3
L 1,9 1,25
M *1,39 1,2
N 0,33 0,2
Total 88,6 52,0 | 96,27 97,7 1 96,49 99,8

- Fragments relativement conservés pour les trois souches
(caracteres gras). %
- Fragments portant les séguences répétées( ).

Tableau 4 : Comparaison du profil de restriction obtenu
pour 1'ADN purifié sur CsCl aprés extraction
du kyste de flet (A) avec les données établies
par DARAI et al. (1983) pour 1'ADN de flet (B)
et de plie (C).

16




1.2.2~ Mise en évidence d'ADN viral par enzyme de restriction

Afin de simplifier le protocole de mise en évidence d'ADN
viral dans les échantillons biologiques, en particulier pour
s'affranchir de 1'étape d'ultracentrifugation, des digestions
enzymatiques (EcoRI, PstI) ont été réalisées sur 1'ADN total
extrait d'un kyste ou de cultures cellulaires virosées. Les
profils de restriction mettent en évidence sous forme de
bandes plus intenses les <fragments Pstl et EcoRI d'origine
virale, ceux-ci étant facilement détectés pour des dépots
initiaux de 2,5 et 5 pg d'ADN total. I1 faut noter que le
fragment EcoRI de 6,7 Kpb n'est pas wvisible sur ces profils,
et pourrait correspondre & de 1'ADN cellulaire de type
satellite, dont le comportement en gradient de densité de CsCl
serailt comparable & celui de 1'ADN wviral.

1.2.3- Mise en évidence d'ADN viral par hybridation.

La mise au point d'une technique d'hybridation de type
dot-blot repose sur la disponibilité de sondes. Des contacts
infructueux ayvant été pris avec DARAI (Institut fir
Medizinische Virologie der Universitat, Heildelbery) pour se
procurer des plasmides recombinants, le clonage des fragments
de restriction obtenus pour 1'ADN du LDV du kyste de flet a
été envisagé. Les données bibliographigues stipulent que 1'ADN
du LDV est fortement méthylé sur les cytosines dans les
séquences CpG, ce qui rend leur clonage plus performant dans
des souches d'Escherichia coli défectives pour certains
systémes de restriction spécifigues des ADN méthylés (RALEIGH,
1987).

Deux séries d'essalis ont été effectuées, en utilisant les
souches bactériennes XLI-Blue et DHba.

Un troisiéme clonage, prévu avec la souche GC3 qui a été
utilisée avec succés par DARAI et APFEL (1985) n'a pas pu
encore étre effectué, cette souche bactérienne demandée auprés
du Professeur MEYER (Max Planck Institut fir Medizinische,
Heidelberg) n'ayant pas é&té recgue a ce jour.

Le clonage de 1'ADN viral, directement purifié & partir du
kyste a été réalisé. Compte tenu de la taille des fragments de
restriction obtenus pour différentes enzymes (EcoRI: 1,5 a
17 Kpb, Pstl: 4,0 & 16,2 Kpb) et de la taille maximale
(10 Kpb) pouvant étre ingérée dans le plasmide BluescriptlI,
deux clonages ont été réalisés en parallele en utilisant les
enzymes de restriction EcoRI et Pstl. Cette approche avait
pour but d'obtenir une banque représentative de la majorité du
génocme. Des colonies blanches, recombinantes, ont été obtenues
seulement dans le cag de la souche DHS5a. La caractérisation de
ces colonies recombinantes est en cours. La préparation de
sondes froides selon la technigque Amersham (ECL) devant
permettre de mettre au point une néthode de type dot-blot.
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1.2.4- Mise en évidence d'ADN viral par PCR

La mise en évidence par PCR d'ADN viral dans un échantillon
a €té prise en compte sur la base des informations concernant
la présence de séquences répétées qui sont conservées entre
deux souches différentes de LDV, De ce fait, des amorces ont

pu &tre synthétisées, les paramétres expérimentaux é&étant
préalablement é&tablis sur 1'ADN viral purifié de la souche
provenant du flet (Elbe). Les résultats sont récapitulés dans

le tableau 5 et montrent notamment 1'absence d'amplification
non spécifique quelle gue soit la concentration en MgCl,, les
fragments amplifiés correspondant strictement & la taille
prévue étant observés uniguement pour les échantillons d'ADN
viral (figure 5).

La sensibilité de ce test a été appréhendée sur une gamme
d'échantillons d'ADN comprise entre 1 ng et 1 fg. La limite de
détection, aprés électrophorése du produit d'amplification en
gel d'agarose, a été estimée a 1 £fg, soit environ 10 copies de
génome viral.

Plusieurs types d'échantillons biologigques ont &té alors
considérés: cultures cellulaires BF2 saines et infectées,
larves d'huitres saines et contaminées artificiellement par de
1'ADN wviral. Dans tous les cas, le traitement de 1l'échantillon
a consisté en une simple cuisson (10 mn, 100°C) par référence

a WEBB et al. (1990).

Les résultats révélent une amplification spécifique pour
les échantillons virosés ainsi que pour les larves d'hulitres
auxquelles de 1'ADN viral avait été ajouté. La limite de
détection d'un fragment amplifié correspondait pour ce dernier
cas & la présence d'environ 10 copies de génome viral par
échantillon (5 ou 10 larves d'huitres).

2~ METHODES D'ETUDE DE LYMPHOCYSTIVIRUS SUR CELLULES BF2.

Dans l'optique de développer des recherches sur le cycle de
développement de virus du groupe Lymphocystivirus, et sur une
stratégie anti-sens d'inhibition de leur réplication, une
optimisation du systéme cellulaire BFZ2 et certaines techniques
ont du é&tre abordées.

2.1- Clonage de la lignée cellulaire

L'infection de la 1lignée cellulaire B¥2Z avec des
suspensions virales de titre élevé se traduit généralement par
un pourcentage relativement limité de cellules virosées dans
un puits de culture. Cette lignée n'ayant Jamais été clonée,
1'hypothése d'une hétérogénéité cellulaire a été testée. Un
clonage par dilution limite a donc été réalisé et a conduit a
1'obtention de 52 clones dont 28, relativement dynamiques, ont
été repiqués en plus grand volume.
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TABLEAU 5 : Protocole d'amplification enzymatique (PCR) de

fragments de la séquence répétée du génome de LDV.

FIGURE 5 : Détection sur gel d'agarose des fragments amplifieés
par PCR avec des amorces spécifiques de la séquence répétée du
LDV.
T: Témoin négatif (TE 6pl, MgCl, 5,5mM)
M: Margqueur de poids moléculaire d'ADN, échelle 1 Kb (BRL)
1, 2, 3 et 4: ADN de LDV (200 ng)
MgCl, 2,5 & 5,5 mM
5, 6, 7 et 8: ADN de cellules BF2 (200 ng)
MgCly, 2,5 & 5,5 mM
9, 10, 11 et 12: ADN de C.gigas (200 ng)
MgCl, 2,5 a 5,5 mM



La sensibilité relative de ces différents clones vis-a-vis
du LDV a été estimée sur la base de la variation des titres
établis pour des suspensions virales identiques (tableau 6).

I1 apparait gu'un clone, le 3Gl1l, est réfractaire au LDV
alors gue les autres conduisent a des titres qui encadrent 1la
valeur établie avec la lignée BF2 non clonée. Ces résultats
suggerent que les virions aient une efficacité 4'infection
différente selon la nature du clone cellulaire.

Ces clones ont tous été congelés, un plus grand nombre
d'ampoules ayant été préparé pour le clone 1BO6 gui est le plus
sensible au LDV, afin de pouvoir disposer d'un stock suffisant
au renouvellement régulier des cellules et éviter ainsi les
problémes de dérive génétique quil peuvent se traduire par une
perte progressive de la sensibilité vis-a-vis du virus (ROBIN,
comm. pers. ).

2.2- Electroporation des cellules BF2

Un programme d'étude wvisant & L'inhibition de 1la
réplication du LDV par ARN anti-sens nécessite au préalable de
disposer d'une méthodologie d'introduction d'oligonucléotides
et de plasmides dans 1les cellules BF2. La technique
d'électroporation a été retenue d'une part, en raison de ses
performances comparées a d'autres techniques classiques de
transformation (MANN et KING, 1989; HAMA-INABA et al., 1986;
BOTTGER, 1988; SIMON et McENTEE, 1989) et d' autre part, en
vue de s0n application potentielle a 1'incorporation
d'oligonucléotides ADN ou ARN dans les cellules, qui pourrait
fournir une méthodoleogie plus performante que les techniques
de microinjection et de diffusion actuellement utilisées.

Les expériences ont été réalisées sur le clone 1B6 el ont
pour but de préciser les paramétres d'électroporation des
cellules n'induisant pas d'effet cytopathique.
L'électroporation a été envisagée sur d%§ cellules en
suspension a forte densité (0,5 a 1X10 cellules/ml),
préférentiellement a des cellules adhérentes pour lesquelles
une hétérogénéité zonale dans la réponse aux chocs électrigues
avalt été trouvée (résultats non montrés).

2.2.1~ Determination des parametres d'électroporation

Des expériences préliminaires ont été réalisées pour
déterminer les paramétres des chocs électriques induisant une
électroperméabilisation des cellules. Une analyse
multifactorielle a porté sur le nombre, la durée et
l'intensité des chocs, leur frégquence ayant été fixée
arbitrairement & 1 Hz. Les résultats récapitulés dans le
tableau 7 révélent une  extréme  variabilité des taux
d’'électroporation et de mortalité pour un méme ensenble de
parametres. L'examen des moyennes indique que dans aucun cas
le taux d'électroporation n'a été supérieur au taux de
mortalité. Il a alors été supposé que le traitement
enzymatique des cellules pour leur mise en suspension puisse
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CLONES

TITRE (TCID/ml)

3G11

ZE1l1 et 1C12

3FB, Zr4, 3B1 et 1B9Y9
3F3

3F1

BF2 non clonées

1E2

1G3

3H10

3B%, 3G6,
286
1F2
3C6,
2Ch
2G11 et 1F8
1Co6
Z2E6G
186

1C9,3E12 et 2B9

310 et 1EY

Tableau 6:

1018
1017
10§r§
102.3
104, 4
1022
102,96

Titres obtenus par la méthode de REED et MEUNCH

pour les diffeérents clones de BF2.
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Témoins: 9/37 6733 14/31 18/19 S/% 5/32 7/23 7/26 10710 8/1
13/38 6712

(7,7.18,2)

Caracteres gras: % de cellules perméabilisées

Caractéres normaux: % de cellules mortes 15 h. apreés
1"électroporation

Chaque couple de valeurs correspond a4 un essai.

Les moyennes sont entre parenthéses.

TABLEAU 7: Influence du nombre (fréguence 1 Hz) et de la durée

des chocs électrigues sur la perméabilisation et la mortalité des
cellules & différentes intensités.



les sensibiliser de fagon extréme au traitement ultérieur
d'électroporation.

L'examen microscopigue de cultures de cellules trypsinées
selon le protocole standard, et maintenues en suspension en
utilisant un systéme d'agitation magnétique (type Technomara)
a révélé que le nombre de cellules viables diminue rapidement
en guelques jours : 50 % aprés 24 heures, 75 3% aprés 7 jours.

Un traitement alternatif pour la dissociation des cellules
a donc été recherché dans la mesure ou la trypsination
classique pourralt étre traumatisante. La tTrypsine et la
collagénase ont été testées & des concentrations inférieures a
celles généralement préconisées pour le Eepiquage de cellules.

La trypsine diluée d'un facteur 10~ par rapport a la
concentration standar (2 g/l) et la collagénase a la
concentration de 107 U/ml, permettent wune dissociation

efficace des cellules aprés 10 minutes d'incubation a 23°C.
2.2.2- BElectroperméabilisation et survie cellulaires en
fonction du traitement de mise en suspension

Une série d'expériences comparatives d'électroporation de
cellules mises en suspension par les différents traitements

précédemment: décrits a été réalisée. Les paramétres
d'électroporation ont été choisis par référence aux essais
préliminaires et aux travaux de ROLS (1989) : 10 impulsions ;

frégquence 1 Hz; durée 0,5 ms; Intensité wvariable. D'apres les
moyennes éetablies pour plusieurs expériences, 1l est apparu
gqufune meilleure survie des cellules, estimée 15 heures aprés
1'électroporation est obtenue lorsgque la dissociation du tapis

cellulaire est plus douce alors que les taux de
perméabilisation sont similaires (figure 6). Ainsi, pour une
intensité de 1700 V/cm, il ne TrTeste plus de cellules

électroporées vivantes aprés une trypsination standard, alors
que pour les traitements plus doux par la trypsine ou la
0

collagénase il reste respectivement 51 % ou 33 % de cellules
électroporées parmi les cellules vivantes.

2.2.3- Effet de Ia densité des cellules en culture

Les résultats des essails décrits précédemment ont montré
une variabilité notable en fonction des expériences. L'éetat
des cultures cellulaires au moment de la mise en suspension a
alors été prise en considération en testant le parametre
densité cellulaire au moment de la dissociation. Dans ce but,
une deuxiéme série d'expériences a été réalisée sur des fioles
testées individuellement. Celles-ci ont été ensemencées le
méme jour, a des densités variables. L'électroporation a eu
lieu 10 jours plus tard, alors que les cellules étaient en
phase exponentielle de croissance,_ les tapis _cellulaires %yant
des densités comprises entre 21X10° et 140X10Y cellules/cm”.

Quelle que soit la densité initiale des cellules en

culture, les tests d'électroporation ont été effectués avec
des cellules mises en suspension selon différents traitements
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les concentrations cellulaires étant strictement

{figure 7),
identiques dans la chambre d'électroporation lors de
1'électroporation. Les valeurs obtenues sont & nouveau

variables, mais ne semblent pas corrélées avec la densité
d'origine des tapis cellulaires des différentes fioles.
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DISCUSSION

Iie premier axe de travail développé au cours de mon stage
de DEA a été orienté vers la prophylaxie des iridoviroses de
mollusques et de poissons marins basée, sur le développement
de méthodes de diagnostic adaptées notamment & des é&tudes
épidémiologiques de terrain.

La production d'anticorps monoclonaux a é&été entreprise
selon le protocole d'hybridation lymphocytaire. Des anticorps
ont été obtenus en s'affranchissant totalement de 1la
purification de wvirus tant pour 1'étape d'immunisation des
souris pratiquée avec des extraits de cellules clarifiés, gue
pour le criblage des hybridomes. Pour ce dernier, la technique
d'immunofluorescence indirecte a été choisie car, bien gue non
automatisable, elle permet d'analyser précisément la
spécificité des anticorps en visualisant directement leur
réactivité vis-a-vis de cultures cellulaires saines et
virosées. Cette collection d'anticorps monoclonaux, an
particulier ceux dont les épitopes sont présents sur des
protéines relativement précoces, devra étre caractérisée plus
précisément.

Pris dans leur ensemble et avec les anticorps polyclonaux,
ilg constituent pour le groupe de Lymphocystivirus une série
originale de réactifs qui pourront étre rapidement utilisés

dans le cadre d'études épidémiologiques. Dans cette
perspective, les techniques d'immunofluorescence ou
d'immunoperoxidase indirectes seraient particulieérement

intéressantes car applicables a des diagnostics précoces sur
des embryons de mollusques dont les cellules peuvent étre
facilement dissociées et cytocentrifugées { BOULO, comm.
pers.). Par ailleurs, les protocoles d'immunisation et de
criblage, indépendants de la disponibilité en wvirus purifié,
pourront étre appliqueés a la préparation d'anticorps
monoclonaux spécifiques de 1'0VvVD de (C. gigas, des souris
pouvant &tre immunisées avec des homogénéisats de larves
virosées, le criblage étant lui pratigqué en immunofluorescence
indirecte, en paralléle sur des cellules embryonnaires gailnes
et virosées. D'ores et déja, des contacts ont été établis avec
des équipes de pathologistes de plusieurs pays, notamment aux
Etats-Unis avec celle de R.ELSTON (Batelle, état de
Washington) pour tester ces anticorps sur des échantillons de
larves d'huitre Jjaponaise, certaines ayant été fixées lors de
mortalités associées 3 la présence de virus de type OVVD. Les
différents 1laboratoires concernés par des probleéemes de
mortalités chez différentes especes de poisson en association
avec des virus de type LDV ou apparentés ont eteé
approvisionnés en anticorps monoclonaux afin de tester leur
spécificité et valider leur application pour le diagnostic.

Parallélement a cette approche immunologique, le diagnostic
de Lymphocystivirus a été envisagé par des méthodes de mise en
évidence d'ADN viral, indépendamment ou & l'aide de réactifs
spécifiques de type sondes nucléiques ou oligonucléotidiques.
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Une approche indépendante de réactifs gpécifiques et de la
purification préalable de virug a consisté a extraire 1'ADN
d'un échantillon et a révéler la présence d'ADN viral par son
profil de restriction. L'utilisation d' une ou deux enzymes de
restriction pourrait alors étre suffisante pour identifier le
virus avec une relative fiabilité par référence aux cartes de
restriction établies par DARAI (1983) pour deux autres scuches
de LDV isolées de deux espéces différentes de poissons. Cette
méthodologie, utile pour l'acquisition de données
épidémiologiques sur les souches de virus, est par contre mal
adaptée & une application aux diagnostics de routine devant
étre pratiqués dans des structures d'élevage.

Le clonage de 1'ADN viral a donc été entrepris apres avoir
purifié 1'ADN wviral sur gradient de chlorure de césium en
présence de colorant de HOECHST. Ce procédé, qui ne nécessite
pas de purifier préalablement le virus, constitue une solution
de choix dans le cas des mollusques pour lesquels 1l n'existe
pas de lignée cellulaire. Or, les essais d'isolement de virus
ont toujours été infructueux en raison essentiellement de la
consistance des tissus qui nécessite d'utiliser des détergents
lors de l'isolement et de la purification d'agents pathogenes
(MIALHE et al, 1985;MIALHE et al,1988). En effet,en 1'absence
de ces tensioactifs, les rendements de purification sont
quasiment nuls, alors que leur présence doit &tre inadéquate
pour Jles virus de type LDV (ROBIN, 1983) compte tenu de leur
forte teneur en lipides . Parmi les fragments clonés, des
sondes seront judicieusement choisies sur la base de leur
gpécificité plug ou moing stricte & 1'échelle du genre. Aprés
margquage avec des enzymes (AVRAMEAS, 1969), ces sondes froides
permettront d'appliquer les techniques de type dot-blot a des
échantillons d'ADN brut, et de disposer ainsi d'un diagnostic
trés sensible d'iridoviroses.

L'amplification par PCR a été anticipée sur 1'établissement
et 1l'analyse des séquences de différentes souches de LDV,
étapes indispensables & une sélection pertinente des paires
d'amorces nucléotidiques (KUMAR, 1990). C'est donc dans une
optique plus stictement méthodologique de traitement de
l'échantillon que des essais ont été effectués en utilisant
les informations disponibles dans les bangques de données. Les
séquences répétées du LDV, établies pour deux souches de virus
provenant de flet et de plie, présentent une homologie de
99,86% entre les deux copies contenues dang le génome du virus
isolé de flet et de 94,93% avec les séquences du virus de la
plie (SCHNITZLER et DARAI, 1989). Il s'est avéré gu'aucune
amplification n'était obtenue avec de 1'ADN purifié d'huitre
Jjaponaise ou d'ADN des cellules de poisson de la lignée BF2
mis en présence d'amorces correspondant a cette ségquence
répétée. Par contre, l'amplification spécifique par PCR a
permis de détecter 1 fg 4'ADN viral soit environ 10 copies de
génome. Cette sensibilité est équivalente pour des
échantillons de 1larves d'huitre japonaise artificiellement
contaminées par de 1'ADN viral. Ces résultats préliminaires
suggerent gque cette technique soit 1'outil idéal pour
diagnostigquer précocement le virus dans des productions
larvaires d'huitres ou de poissons, en tenant compte notamment
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des possibilités d'automatisation du diagnostic et du
traitement trés rapide des échantillons qui consiste a "cuire®
les larves. La simplicité et l'efficacité de ce traitement ont
&té établies et démontrées pour le diagnostic par PCR d'autres
types d'agents infectieux (PERSING et al., 1989; WEBB et al,
1990).

A un niveau plus fondamental, les sondes ADN et les
anticorps monoclonaux c¢onstituent des réactifs de choix dans
des études in vitro ou sur culture cellulaire pour estimer la
réplication virale et analyser 1l'effet inhibiteur de molécules
anti-sens. Ces études nécessitaient dans un premier temps
d'optimiser le systéme modéle : cellules BF2/LDV, et ont
conduit rapidement au clonage de 1la lignée cellulaire BF2.
Ainsi, 1'hypothése d'une hétérogénéité des cellules dans 1la
lignée BF2 non clconée a été étayée par la mise en évidence
d'un clone cellulaire réfractaire au LDV. Ceci peut expliquer
la présence constante de cellules non infectées, guel gque soit
le titre des suspensions virales utilisées pour infecter la
lignée BF2Z. Par ailleurs, 1'observation de la variabilité du
titre d'une suspension virale en fonction des clones suggére
que, les multiplicités d'infection étant strictement
équivalentes, les virions aient un pouvoir pathogéne
spécifique différent selon la nature du clone cellulaire.

Ce travail d'optimisation constituait une étape
préliminaire & la poursuite du travail sur la réplication du
LDV, notamment pour préciser les phases précoces de son cycle
et identifier les transcrits précoces susceptibles de
constituer des cibles pour une stratégie anti-sens. La
sélection d'anti-sens ( séquences, tailles et structures)
efficaces pour inhiber 1a traduction de génes viraux, repose
sur des études réalisées in vitro et a l'échelle cellulaire.

Dans cette optique, la technique d'électroporation a é&té
prise en compte pour son application potentielle & 1la
transformation des cellules BF2 ou a 1'introduction
d'oligonucléotides de synthése. Les expérimentations
préliminaires se sont largement inspirées des travaux récents
dans ce domaine (ROLS 1989; TEISSIE et ROLS, 1986). Les
paramétres électriques ont pu étre optimisés grace &
l'utilisation d'un colorant non perméant, le bleu trypan,
relativement bien adapté & la détermination des taux de
perméabilisation et de survie des cellules électroporées en
suspension. D'autres essals seront nécessaires, d'une part
pour limiter les effets cytopathiques du traitement de mise en

suspension de cellules, d'autre part pour préciser les
caractéristiques optimales des chocs électriques. Sur la base
des paramétres expérimentaux qui ont été établis,

1'électroperméabilisation pourrait étre directement extrapolée
a la transformaticon cellulaire par un plasmide (ROLS, comm,
pers.), alors gque s0n application a 1'"incorporation
d'oligonucléotides ADN ou  ARN de gynthése devra étre
expérimentée plus en détail car plus originale. De plus,
d'autres méthodes d'introduction d'ADN devront étre prises en
compte comparativement a l'électropeoration: précipitation au
CaPO4, DEAE, liposomes.
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Les motivations des +{ravaux exposés dans ce rapport sont
relativement appliquées puisqu'elles se situent dans le
domaine de la prophylaxie de maladies virales.

Ce caractere appliqué sera prédominant dans les travaux
ultérieurs gui concerneront le diagnostic. Par contre, les
recherches wvisant & 1l'inhibition du wvirus par des molécules
anti-sens geront essentiellement de nature fondamentale et

porteront sur des travaux de wvirologie <classique, gqui
s'inspireront largement des expérimentations développées pour
le groupe des Ranavirus (Iridoviridae) sur le modele FvV3

(WILLIS et al., 1990)

La stratégie d'inhibition virale par anti-sens gui motive
ce travail mérite d'étre discutée, par référence notamment aux
plantes chez lesquelles elle peut etre analysée
comparativement & la sélection de plantes résistantes liée &
1l'expression de protéines de capside (GRUMET, 1990). En effet,
en dépit de résultats pratiques encore discutés, elle présente
l'avantage d'étre d'un point de wvue théorique plus "facile"” a
élaborer car le niveau d'information nécessaire sur la
biologie moléculaire du wvirus est certainement moindre pour
perturber la traduction d'ARNm par des molécules anti-sens
(TAKAYAMA et INOUYE, 1990; INQUYE, 1988; SIMONS, 1988; VAN DER
KROL et al., 1988) gque pour obtenir 1'expression de protéines
ayant un effet inhibiteur sur la réplication wvirale. Cette
argumentation, étayee en virologie animale par de nombreux
travaux 1in vitro et en culture cellulaire, est renforcée par
les progrés en cours sur les ribozymes grace a la maitrise de
leur synthése artificielle.

A l'instar des travaux développés chez les plantes

{UCHIMIYA ef al, 1989; VAN DEN ELZEN et al., 1989) et les
animaux domestiques (PURSEL ef al., 1989), 1l'objectif a plus
long terme est d'extrapoler ce modele d'inhibition virale a
i'échelle de l'organisme par 1'obtention d'animaux

transgéniques. C'est pourquoi les techniques de transfert de
génes, quil sont relativement bien maitrisées c¢hez plusieurs
groupes zoologigues, en particulier chez les poissons (0ZATO
et al., 1989), ont été reécemment abordées chez les mollusqgues,
dans le cadre d'un programme initié par 1'IFREMER.
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ANNEXE 1

Caractéristiques principales des lymphocystivirus
et virus apparenteés.

A - PROPRIETES DE LA PARTICULE VIRALE

A.1l - BIODCHIMIE €¢LDV)
- Acide nucléique (1,6%)
. Une molécule d'ADN db linéaire.
PM = 61 & 201 Kpb, génome - 98 kpb.
Redondance terminale.
Densité = 1,69 g/cm2, .
Mathylation des résidus cytosine : totaux = 22%, dans les séquences CpG - 74% .
Séguences CONNUes
séquence répétée : 1413 pb, deux copies, deux ORF : 150 et 339 AA.
Séquence du géne. de la thymidine kinase : 950 pb, 318 AA.
- Protéines (42,3%}) et glycoproteéines {39%) o
Au moins 33 polypeptides (PM de 14 a220 Kd) de structure, dont 10 glycoprotéines. o
nctivités enzymatiques associées au virlion : ATPase, DNAse, protéine kinase, thymidine
kinase.
- Lipides :17.1%
A.7 - MORPHOLOGIE (GVVD ET AUTRES VIRUS DES MOLLUSQUES APPARENTES AUK LYMPHOCYSTIVIRUS , LGV

- Jcosacdrique.

- Diamétre = 230 a 380 nm.

B - REPLICATION
B.! - CARACTERISTIQUES GENERALES DES IRIDOVIRIDAE
- Entrée du virion par pinocytose et décapsidation denz des vacuoles phagocytigues.

- Inhibition rapide de la synthése des macromoleculos de la cellule hdte et arrét des
divisions cellulaires.

- Transcription : apparemment nucléaire.

- Réplication de 1'ADN : sites cytoplasmique et probablement nucléaire, peut-&tre selon le
mécanisme du cercle roulant.

- Assemblage des particules : cytoplasmiquae, au niveau de viroplasmes (ou : corps
d'inclusion paracristallinsg).

B.2 CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DU LDV

- Hypertrophie des cellules virosées gqui s'entourent d’une capsule hyaline épaisse
cellules kystigues.

~ Relarguage par rupture des cellules kystiques, plusieurs mois aprés l'infection., Pas de
phase lytique ni de phénoméne de bourgeonnement.

B.3 - CARACTERISTIQUES SPECIFIQUES DE L'OVVD

- Gonflement et détachement des cellules épithéliales du velum.

C -~ ASPFECTS BIOLOGIQUES

- Hotes
Classe des poissons ; plusieurs dixaines de familles.
Classe des mollusques : Crassostrea angulata. Crassoslrea gigas.

- Transmission horizontale. Forte suspicion de transmission verticale.



ANNEXE 2

Détermination du titre {(a 8 jours) d'une suspension
virale selon la méthode de REED et MEUNCH.

A B
Nombre de puits Somme des puits
Dilutions Infectés Non infectés Infectés Non infectés % puits infectés

1 8 o] 32 O 100 %
-1

10 8 o] 24 (o] 100 %
-2

1C 8 (8} 16 o] 100 %
-3

10 6 2 8 2 80 %
-4

io 2 & 2 8 20 %
-5

10 (o] B (o] 16 O %
-6

10 o] 8 O 24 O X
-7

10 o] 8 o] 32 C %
-8

10 O 8 (o] 40 0%
-9

10 e} 8 (o] 48 &4
~10

10 Q 8 o] 56 0 %

Les chiffres de la colenne B sont obtenus par addition successive des chiffres de la coleonne A
allant de bas en haut pour ce qui est des puits infectés et de haut en bas pour ce qui est des
non infectés. Cet artifice de calcul permet d augmenter le nombre de puits dans chagque lot et
donc la précision statistique sur la mesure du pourcentage de puits infectés. Celui-ci est
calculé & partir de la coloane B et non pas de la colonne RA.

On obtient le TCID (Tissue Culture Infectious Dose) par calcul de la “distance proportionnelle”

pour les deux dilutions les plus proches de 50 % : 80 - 50
= 0.5
80 - 20
3.5
TCLID = 10

Le titre est obtenu en tenant compte du volume de 1 inoculum (50 pl)

1.5
10 x  LCOo

3.5
= 20.10 = 10 /ol
S0



BANNEXE 3
Principe de la synthése d'B.D.N.

L.e principe de la synthése d'A.D.N., repose sur
l'utilisation de B-cyanoéthyl phosphoramidites (nucléotide).
Un premier nucléotide est fixé sur un support de billes de
borosilicates par son extrémité 3°'. L'extrémité L' est
protégée par un groupement diméthoxytrityl (D.M.T.). La
premiere étape du cycle consgsiste & éliminer cette protection
grace a 1l'acide dichlorocacétique (D.C.A.) pour permettre dans
un deuxieme temps, le couplage avec un B-cyanoéthyl
phosphoramidites (nucléotide) en présence de tétraque qui
agit comme activateur de la réaction chimigque. Le phosphore
est rendu pentavalent par oxydation a 1'iode, et un nouveau
cycle peut alors étre reconduit. Le cycle de polymérisation

est résumé@ sur le schéma suivant:

ot - P - cyanobthy!
oR phosphoraside

- TEYRAITLY

DML Diméthyloaytrityl

Support de billes de verte

s

Nucléotide

AT Anhydoide acétique

Principe de synthésc des olipgonmucléotides

Lorsque le polynucléctide est achevé, l'extréemité 5 'OH
libre est protégée par 1'anhydride acétique (A) (&tape

de"capping").



ANNEXE 4

Principe de la PCR

La technique d'amplification enzymatique par PCR
({LINZ, 1990) est basée sur le fonctionnement cycligue d'une
ADN polymérase., Cette enzyme est capable de copier un brin
d'ADN utilisé comme matrice, en un brin complémnentaire par
élongation a partir de 1l'extrémité 3' OH libre d'une amorce
oligonucléotidique. Cette technique consiste & effectuer n
cycles successifs d'amplification de la séquence d'ADN double
brin qu'ils encadrent. Un cycle d'amplification est composé de
3 étapes permettant de réaliser successivement la dénaturation
de 1'ADN ( 95°C), 1l'hybridation des amorces ( 52°C) et
l'extension des brins d'ADN par 1'ADN polymérase. Pour éviter
l'addition d'enzymes & chaque cycle, une ADN polymerase

pouvant résister a 100°C est utilisée (Tag polymérase).
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