CORRIGÉ

APPROCHES VACCINALES POUR LA LUTTE CONTRE LES PAPILLOMAVIRUS

1 - Les HPV : cycle viral et dépistage (17 points)

1.1 - Le cycle viral
1.1.1 - Schéma non obligatoire
· Fixation du virus à des récepteurs membranaires spécifiques
· invagination de la membrane en puits recouverts de clathrine 
· Internalisation du virus dans une vésicule d’endocytose recouverte 
1.1.2 - La phase d’éclipse est une phase silencieuse = pas de virus détectable.

Elle comporte la transcription et la traduction des protéines virales et la réplication du génome viral.
1.2 - La détection des HPV
1.2.1 - Polymerase Chain Reaction (réaction de polymérisation en chaîne).
1.2.2 - L’ADN polymérase est thermorésistante (soit notion de résistance à la température de dénaturation soit sa température optimale  de polymérisation est élevée).
1.2.3 - La manipulation se réalise par cycles de trois étapes :
1 : dénaturation thermique de l’ADN double brin en ADN simple brin
2 : hybridation des amorces sur l’ADN sb

3 : élongation par l’ADN polymérase à partir des amorces 

1.2.4 - À chaque cycle on double environ le nombre de copies de la séquence cible ; en n cycles, on a 2n exemplaires (à chaque cycle, persistent les deux brins issus de l'amplification directe des brins d'origine, plus longs que la séquence cible.
1.2.5 - Le contrôle interne permet de vérifier la présence d’ADN et donc de valider les étapes d’extraction et d’amplification de l’ADN de l’échantillon (présence de bandes au niveau de High et Low globin).
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1.2.6 - On attend ici 4 bandes (2 contrôles, 2 échantillons).
2 - Stratégie vaccinale (43 points)

2.1 - Réponse immunitaire
2.1.1- Chaines lourdes et légères, ponts disulfure (ou autre comme zone charnière, zone glucidique…), domaines constants (CL, CH1, CH2, CH3) et domaines variables (VL et VH), paratope indiqué.
2.1.2 - Réponse primaire : latence de quelques jours, puis production d’IgM avec un taux faible, qui redevient basal au bout de 2 semaines. Production d’IgG après une semaine de latence avec un taux qui augmente régulièrement pour dépasser celui des IgM (2 fois supérieur), au bout de 2,5 semaines. Le taux d’IgG diminue très lentement sur plusieurs semaines.
Réponse secondaire : même profil du taux d’IgM après la deuxième injection d’Ag. Par contre, la production d’IgG est plus rapide (pas de latence) et plus importante atteignant un taux maximal deux fois plus important que pour la réponse primaire en moins de deux semaines. Le taux d’IgG reste élevé de façon plus durable (diminue très lentement sur un nombre de semaines plus important).
2.2 - Vecteur YEGα HPV16 L1
2.2.1 - C’est une petite molécule d’ADN, circulaire, contenant le gène codant pour une protéine d’intérêt (présence d’un promoteur, d’une origine de réplication, d’un gène marqueur) pour qu’elle soit transférée dans une cellule où elle pourra être synthétisée donc bien « exprimée ».
2.2.2 - Enzymes de restriction qui coupent l’ADN du vecteur pour y introduire le gène HPV16 L1 (2 enzymes différentes permettent d’orienter le gène).
2.2.3 - C’est un milieu de sélection des levures transformées. Le milieu ne contenant pas d’uracile, seules les levures contenant le vecteur et contenant le gène URA3 pourront synthétiser de l’uracile et donc survivre dans ce milieu (vecteur contenant l’insert ou non).
2.2.4 - Grâce à cette origine, le vecteur se réplique de manière autonome (ce qui permet son maintien dans les cellules filles). 
2.2.5 - Séquence particulière de l’ADN (séquence consensus) en amont du gène, à laquelle se fixe l’ARN polymérase pour débuter la transcription du gène.
2.3 - Purification des protéines capsidales principe actif du vaccin
2.3.1 - Centrifugation en gradient de densité ou centrifugation zonale.
2.3.2 - Principe : au cours de la centrifugation, les constituants de l’extrait cellulaire à purifier sont séparés en fonction de leur densité (ou forme ou taille) car ils possèdent une vitesse de déplacement différente dans le gradient.
2.3.3 - Ces fractions contiennent notamment les protéines VLP16 L1 que l’on veut purifier.
2.4 - Contrôle des VLP
2.4.1 - MET. Dans une enceinte sous vide, un faisceau d’électrons est généré par un canon à électrons qui permet d’accélérer les électrons. Le faisceau traverse un jeu d’électroaimants afin d’être focalisé sur l’échantillon. Les électrons transmis par l’échantillon percutent ensuite un écran, ce qui permet de produire une image.
2.4.2 - Les solutions de métaux lourds sont opaques aux électrons.
2.4.3 - D’après l’échelle indiquée sur le champ microscopique, on peut estimer la taille des VLP à environ 50 nm, ce qui est conforme à la taille des virions HPV.
2.5 - Immunogénicité des vaccins bivalent et quadrivalent
2.5.1 - VLP = Ag fixés / caséine de lait pour saturation de la plaque / Ac humains anti-VLP (Ac primaire fixé sur VLP par paratopes) / Ac (de chèvre) anti- Ac humains marqués par la peroxydase (Ac secondaire conjugué) fixés sur l’immuncomplexe.
2.5.2 - Le contrôle négatif (sérum HPV 16/18 négatif) vérifie l’absence de fixation non spécifique du conjugué : pas d’Ac anti-HPV donc pas de fixation du conjugué, donc absorbance nulle ou faible.
Le contrôle positif (sérum HPV 16/18 positif) vérifie l’efficacité (spécificité) de la méthode de dosage avec obtention d’une absorbance forte.
2.5.3 - L’adjuvant stimule la réponse immunitaire (immunogénicité du vaccin). Injecté en même temps que le vaccin, il permet d’augmenter la production d’anticorps.
2.5.4 - On observe que la production d’Ac anti HPV 16 et anti- HPV 18 après vaccination par le vaccin bivalent est supérieure à celle obtenue avec le vaccin tétravalent (titres 1000 > 400).
La production d’Ac est aussi plus durable après vaccination par le vaccin bivalent car après 48 mois, on observe des titres plus élevés d’Ac anti-HPV 16 et 18 (titres de 150 > 100).
On peut donc en conclure que l’adjuvant AS04 est plus efficace pour stimuler la réponse immunitaire humorale que l’hydroxyde d’aluminium.
BARÈME
APPROCHES VACCINALES POUR LA LUTTE CONTRE LES PAPILLOMAVIRUS
1 - Les HPV : cycle viral et dépistage (17 points)

1.1 - Le cycle viral (6 pts)
1.1.1 - 

3 pts
1.1.2 - 

3 pts
1.2 - La détection des HPV (11 pts)
1.2.1 - 

1 pt
1.2.2 - 

1 pt
1.2.3 - 

2 pts
1.2.4 - 

1 pt
1.2.5 - 

3 pts
1.2.6 - 


3 pts
2 - Stratégie vaccinale (43 points)

2.1 -
Réponse immunitaire (8 pts)
2.1.1-

4 pts
2.1.2 - 

4 pts
2.2 - Vecteur YEGα HPV16 L1 (10 pts)
2.2.1 - 

2 pts
2.2.2 - 

2 pts
2.2.3 - 

3 pts
2.2.4 - 

1 pt
2.2.5 - 

2 pts
2.3 - Purification des protéines capsidales principe actif du vaccin (7 pts)
2.3.1 - 

2 pts
2.3.2 - 

3 pts
2.3.3 - 

2 pts
2.4 - Contrôle des VLP (5 pts)
2.4.1 - 

2 pts
2.4.2 - 

1 pt
2.4.3 - 

2 pts
2.5 - Immunogénicité des vaccins bivalent et quadrivalent (13 pts)
2.5.1 - 

6 pts
2.5.2 - 

2 pts
2.5.3 - 

1 pt
2.5.4 - 

4 pts
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