	Numéro d'agrément du laboratoire
	

	Numéro de projet de la  commission d'éthique
	2019-135

	Titre scientifique du projet
	

	Titre non-technique du projet
	Etude de l’influence des infections virales sur l’immunité innée de l’hôte 

	Date d'autorisation du projet par la commission d'éthique
	03/10/2019

	Durée du projet (date de début et de fin)
	01/01/2020 jusqu’au 31/12/2024

	Le projet fera l'objet d'une analyse rétrospective (oui/non) et dans quel délai
	Un rapport d’activité est demandé après 18 mois (commission européenne) 

	Mots Clés (maximum 10 mots / 
100 caractères)
	Virus-mémoire immunitaire innée-monocyte-immunopathologies

	Objectif du projet
	

	 
	Recherche fondamentale : oui/non
Recherches translationnelle ou appliquée : oui/non
Test réglementaire et production de routine : oui/non
Protection de l'environnement naturel dans l'intérêt de la santé ou du bien-être de l'homme ou de l'animal : oui/non
Conservation des espèces : oui/non
Enseignement supérieur ou formation : oui/non
Enquête médicolégale : oui/non
Maintien de  colonies d'animaux génétiquement modifiés, non utilisés dans d'autres expériences : oui/non

	Décrivez les objectifs du projet (par exemple, les inconnues scientifiques ou les nécessités scientifiques ou cliniques concernées) (1000 caractères maximum)
	Il existe une très grande variation dans les réactions immunitaires que chaque individu développe lors d’une exposition à un stimulus donné. Cette variabilité de réponses immunitaires est en partie expliquée par notre patrimoine génétique mais surtout par l’influence de facteurs environnementaux. Parmi ceux-ci, les microorganismes et particulièrement les virus semblent jouer un rôle déterminant même si les mécanismes sous-jacents ne sont pas bien connus. Mon projet de recherche s’intéresse à l’influence des infections virales sur l’immunité innée, qu’on oppose traditionnellement à l’immunité adaptative. Alors que seule l’immunité adaptative était décrite par le passé pour présenter une mémoire spécifique d’un stimulus donné, des recherches récentes ont mis en évidence que l’immunité innée était elle aussi modulée par notre historique d’infection. Dans le cadre du financement européen ‘ERC StG 2019 ‘VIROME’, j’aimerais comprendre où et comment des infections virales peuvent « éduquer » des cellules immunitaires innées appelée « monocytes » et avec quelles conséquences pour l’immunité à long terme de l’hôte.


	Quels sont les avantages potentiels susceptibles de découler de ce projet (quelles avancées de la  science pourraient-elles être attendues ou comment les humains, les animaux ou les plantes pourraient-ils  bénéficier du projet)? (1000 caractères maximum)
	Comprendre les mécanismes par lesquels les microorganismes modulent notre système immunitaire est essentiel pour pouvoir rendre nos réponses immunes plus efficaces (améliorer les réponses vaccinales, améliorer les réponses immunes anti-cancers…) ou à l’inverse pour modérer l’inflammation dans le cadre de réponses immunopathologiques. Dans nos sociétés industrialisées, de plus en plus de désordres allergiques et de maladies inflammatoires chroniques sévissent. Dans le cadre de la théorie de l’hygiène, il est proposé que l’exposition réduite aux microbes durant la petite enfance favorise l’émergence de ces désordres immunitaires. Comprendre comment les microbes éduquent notre système immunitaire innée pourrait permettre de reprogrammer/réorienter des réponses immunes délétères.  

	Quelles sont les espèces animales qui seront utilisées ?
	L’espèce Mus musculus 

	Quel est le nombre maximal d'animaux ?
	Dans le cadre de ce projet de 5 ans (impliquant plusieurs scientifiques), un nombre maximal de souris défini est de 610 par an (3050 en tout).

	Dans le contexte de ce qui est fait aux animaux, quels sont les effets  négatifs attendus sur les animaux, le niveau de gravité probable ou attendu  et le sort des animaux?
	Les souris sont infectées par deux virus murins respiratoires, qui sont des modèles relevants de virus humains infectant les enfants. L’herpèsvirus murin 4 ou MuHV-4 (homologue du virus d’Epstein Barr) et le pneumonia virus of mice ou PVM (homologue du virus respiratoire syncytial humain). Ces virus sont à l’origine d’une infection persistante asymptomatique (MuHV-4) ou d’une infection respiratoire aigüe avec des signes cliniques légers (avec la dose utilisée) pour le PVM. Les symptômes éventuels seront scorés et le poids sera mesuré au quotidien. Si un animal venait à présenter des signes manifestes de souffrance au cours de l’expérimentation (abattement important, cachexie,etc..) ou si un animal manifestait un seul des points limites suivants, il serait aussitôt euthanasié : 
-Perte de poids rapide et/ou supérieure à 20%
-Abattement important, hypo-réaction lors d’un stimulus externe.
-Tout signe de détresse respiratoire (tachypnée, respiration difficile)
-Tout autre signe clinique indiquant un état de souffrance ou un état moribond
 Pour investiguer les conséquences à long-terme des infections virales, les souris primo-infectées par le MuHV-4 ou le PVM seront exposées à un challenge inflammatoire par la suite (infection hétérologue ou modèle d’asthme allergique ou modèle d’inflammation du colon). La sensibilité des souris à ce challenge sera comparée en fonction de l’historique d’infection. Les signes cliniques scorés précisément et les souris seront euthanasiées immédiatement en cas de signe de souffrance tel que détaillé au-dessus. Dans tous les cas, le devenir des animaux et l’euthanasie pour permettre le prélèvement des organes d’intérêt et l’analyse des cellules par cytométrie en flux. 

	Application des3Rs
	

	1. Remplacement (1000 caractères maximum)
	

	Indiquez pourquoi des animaux doivent être utilisés et pourquoi des alternatives n'utilisant pas d'animaux ne peuvent être utilisées
	Il n’existe aucune alternative à l’expérimentation animale permettant d’étudier l’influence à long terme des infections virales sur l’immunité innée de l’hôte. Pour adresser cette question complexe, nous allons investiguer les interactions potentielles entre différents compartiments du corps tels que la moelle osseuse, sphère respiratoire et le système digestif. Ces investigations ne peuvent pas être récapitulées par des approches in vitro. Par ailleurs, la souris représente un modèle d’étude accessible de mammifère, relevant pour investiguer des questions importantes pour la médecine humaine. L’utilisation de ces espèces permet dès lors de transposer certaines interprétations chez l’homme. Enfin, de nombreux outils sont disponibles chez la souris (anticorps monoclonaux, souris transgéniques,..) et permettent d’adresser des questions très précises.

	2. Réduction  (1000 caractères maximum)
	Sur la base de notre expérience spécifique avec les modèles expérimentaux proposés ici, en combinaison avec des méthodes appropriées d’analyse de la puissance, nous avons soigneusement évalué le nombre de souris nécessaires pour atteindre les objectifs énoncés. Plus précisément, le test «ANOVA, effets fixes, spéciaux, effets principaux et interaction» a été choisi et le logiciel G * power a été utilisé pour estimer la pertinence/relevance statistique de cette ANOVA.

	Expliquez comment l'utilisation d'un nombre minimum d'animaux est garantie
	

	3.Raffinement  (1000 caractères maximum)
	Le modèle murin est un modèle idéal d’étude en immunologie. En effet, c’est un modèle de mammifère, accessible, présentant de nombreuses homologies avec le modèle humain (permettant dès lors certaines translations en médecine humaine). De nombreux outils sont disponibles (génétiques, immunologiques) et des modèles infectieux ont été mis au point (virus murins homologues de virus humains). 

	Expliquez le choix des espèces animales et pourquoi le(s) modèle(s) animal(aux) utilisé(s) sont les plus raffinés, eu égard aux objectifs scientifiques
	Par ailleurs, les souris font partie des plus petits vertébrés qu'il est possible d'utiliser pour des expériences in vivo. Les souris adultes pèsent entre 25 et 40 g et ont un temps de génération court. De plus, les souris femelles se reproduisent de manière prolifique en laboratoire et les souris sont relativement dociles et faciles à manipuler.

	Expliquez les mesures qui seront prises pour minimiser les effets négatifs sur le bien-être des animaux (douleur, souffrance, inconfort ou dommages permanents).
	De manière générale, les souris doivent bénéficier d’un espace adéquat et d’un environnement enrichi, dont l’absence peut entraîner l’apparition de comportements stéréotypés. Le milieu des souris est enrichi avec des morceaux de tuyau en PVC, des morceaux de bois autoclavés ainsi que du papier et un abri en carton. Il est également important de tenir compte du rythme nycthéméral approprié à l’espèce. La ventilation, la température et le degré d’humidité sont contrôlés au quotidien pour garantir un environnement optimal.

Par ailleurs, une anesthésie des souris à l'isoflurane sera prévue pour chaque manipulation pouvant entraîner du stress ou de la douleur (infection, injections). L’anesthésie à l’isoflurane permet de réduire fortement le stress et la douleur liés aux manipulations et prévient les risques de mauvaise réalisation de ces manipulations ; elle assure également un réveil rapide, ce qui limite les risques de troubles de la thermorégulation



