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destinée au dépôt  

La FA reste une menace importante et actuelle. Son impact socio-économique en cas d'épizootie est considérable

Définition de la persistance du FMDV • FMDV infectieux isolé 28 jours p.i.

• 15-50% des ruminants peuvent être infectés de manière persistante • Durée de la persistance : ex : jusqu'à 3.5 ans chez les bovins

Sites anatomiques de persistance du FMDV

• Epithelium du nasopharynx dorsal, Epithelium du palais mou dorsal 

••

  d'amorces uracilées pour générer des fragments de 1500 à2000 pb Synthèse des fragments d'ADNc par PCR 2. Traitement à l'Uracile N-glycosylase 3. Ligation thermostable par la PFU ligase  purification 4. Ligation finale par ligase T4 (ADN) 5. Transcription in vitro 6. Transfection cellulaire pour générer le virus recombinant Bitinaite et al, NMI , NMID24 et RABAC1 interagissent chacune avec la 2C sauvage et la 2C mutée • Pas de validation biochimique de l'interaction de SGTA avec la 2C sauvage et la 2C mutée • Beclin-1 sert de contrôle positif lors des Western blot 2. Clone infectieux du FMDV type O • En cours : Dessin des 5 couples d'amorces uracilées • Prochaine étape : optimisation du protocole de USER fusion Les protéines cellulaires identifiées initialement à l'issue du crible • NMI interagit avec STAT  augmentation de la réponse IL-2 et IFN-I • NMID24 : forme tronquée de NMI • RABAC1 ou PRA1 (Prenylated Rab acceptor protein 1) : protéine régulant le trafic vésiculaire du Golgi ; connue pour interagir avec une protéine oncogène du Virus d'Epstein-Barr,  augmentation de la réponse IFN-I • SGTA : Heat shock protein dont la fonction reste inconnue • Beclin-1 : protéine impliquée dans l'autophagie ; décrite dans la littérature pour interagir avec la protéine 2C du FMDV RÉSULTATS PRÉLIMINAIRES • 11 interactions protéine virale/protéine cellulaire bovine identifiées au laboratoire par crible double hybride • 3 voies de signalisation impliquant potentiellement (immunité innée, apoptose et autophagie) • Des mutations virales associées à la persistance du virus en modèle de cellules épithéliales bovines primaires de palais mou dorsal OBJECTIFS Validation biochimique des interactions candidates par chromatographie d'affinité ou «GST pull down» • Construction d'un clone infectieux ADNc du FMDV de type O pour disposer d'un système de génétique inverse permettant d'étudier l'impact des mutations virales associées à la persistance sur les interactions virus/cellule bovine La fièvre aphteuse (FA) est une maladie animale virale très contagieuse affectant les artiodactyles domestiques et sauvages (principalement bovins, porcins, ovins et caprins). Le virus responsable est le FMDV (Foot-and-Mouth Disease Virus). Références bibliographiques : Bitinaite, J. et al. USER TM friendly DNA engineering and cloning method by uracil excision. Nucleic Acids Res 35, 1992-2002 (2007). Pacheco, J. M. et al. Persistent Foot-and-Mouth Disease Virus Infection in the Nasopharynx of Cattle; Tissue-Specific Distribution and Local Cytokine Expression. PLoS One 10, (2015). Remerciements : Ces travaux sont réalisés dans le cadre du projet européen ANIHWA 2015-2018, intitulé TRANSCRIPTOVAC « Host response gene signatures associated with FMDV infection, vaccination and persistence » et financé par l2C/protéine cellulaire bovine validées biochimiquement, 1 non validée : validation fonctionnelle et co-localisation cellulaire à suivre • Poursuite de la validation biochimique des interactions candidates identifiées pour la protéine 3D • Validations biochimiques et fonctionnelles à prévoir dans les cellules bovines d'intérêt : mise au point du protocole de transfection des cellules du palais mou dorsal en cours • Caractérisation du virus recombinant obtenu par génétique inverse Les résultats obtenus devraient nous permettre de mieux comprendre la pathogenèse du FMDV par l'identification des voies de signalisation cellulaires modulées au cours de l'infection (aiguë ou persistante) et pourraient donc contribuer au développement de meilleures stratégies de contrôle.

MÉTHODES 1. Surexpression des appâts viraux et proies cellulaires en cellules HEK293T 2. Clone infectieux du FMDV type O https://xue-zeng.com/2014/08/ GST pull down

  

	• Centres germinatifs des tissus
	lymphoides, amygdales palatines
	(notamment chez buffles Afr.)
	2. Le complexe formé (protéine virale/protéine cellulaire)
	est séparé du reste des protéines solubles par lavages et
	centrifugation
	3. Analyse par électrophorèse SDS PAGE et Western blot

INTRODUCTION

MATÉRIELS &

1. La protéine appât virale fusionnée à une étiquette GST  capturée sur des billes de GSH

L'archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est