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RESUME

La variole est I'un des pires fléaux gu’ait conifwmanité jusqu’a son éradication en 1980. Il
existe aujourd’hui une menace terroriste de rééemerg du virus de la variole comme arme
biologique. Le manque de moyens thérapeutiqguedailde immunité de la population
mondiale depuis l'arrét de la vaccination antivizgioe et les complications post-vaccinales
lites a l'utilisation du vaccin réplicatif histotiq ont conduit ces dernieres années a une
intensification des recherches pour lutter contrevariole et les autres virus du genre
orthopoxvirus. En complément d’assurer la productitun nouveau vaccin antivariolique
répondant aux normes sanitaires actuelles, ilreispensable de développer des molécules
antivirales efficaces aux modes d'actions diffésenatilisables immédiatement en cas
d’attaque terroriste et pour pallier les complioasi post-vaccinales.

L'objectif du travail de thése est d’explorer deunelles stratégies thérapeutiques en ciblant
plus particulierement la réplication du virus dedecine, utilisé comme modéle substitutif au
virus de la variole.

La premiere stratégie est l'utilisation d’aptamepeEptidiques ciblant A20, une protéine
centrale du complexe de réplication formant aveatile ADN glycosylase D4 le facteur de
processivité pour 'ADN polymérase virale. Ces |ugs sont sélectionnés vivo en double-
hybride en levure pour interagir avec une cibletgique et potentiellement I'inhiber. Ainsi
nous avons sélectionné un aptamere interagissantume région critique de la protéine cible
A20 et capable d’inhiber significativement la réplion du virus de la vaccine en culture
cellulaire.

La seconde stratégie est I'utilisation d’'un critdagaut débit de molécules chimiques pour
leur capacité a rompre les interactions entre notible de choix A20 et deux de ses
interacteurs connus, la protéine D4 et la primadiedse D5, par une approche basée sur
l'utilisation de deux rapporteurs luciférase enule Nous avons démontré que deux
molécules issues du criblage permettaient linfghit significative et spécifique de la
réplication de plusieurs orthopoxviruas vitro.

Ces travaux viennent compléter le faible arsenétagheutique disponible destiné a lutter

contre les infections & orthopoxvirus.



ABSTRACT

Variola virus (VARYV), the etiologic agent of smaidlp was responsible of the most
devastating infectious disease. Because of suctga®ventive measures by immunization,
the World Health Organization (WHO) declared globeddication of smallpox in 1980. The
subsequent discontinuation of vaccination has neadall children and many adults virtually
susceptible to smallpox infection. If variola virwas used in an act of terrorism or warfare it
could cause a real catastrophe. So it is essdnotidevelop new antiviral molecules with
different mechanisms of action and usable immelyiatecase of terrorist attack. Here we
report the use of two original strategies to idgntiew effective anti-orthopoxvirus agents
targeting specifically the viral replication complef vaccinia virus (VACV), a valuable
surrogate for the smallpox virus.

First, through a yeast two-hybrid assay, we havecssl peptide aptamers directed against
the VACV A20 protein, a central component of thplieation complex and shown to form,
with the D4 protein, a processivity factor for thieal DNA polymerase. Peptide aptamers are
combinatorial protein molecules designed to inhib& function of target proteins in living
cells. We have proved that one selected aptameraicting with a central region of A20 was
able to significantly inhibit viral DNA synthesisid viral production in cell culture.

Second, we have performed a high-throughput sargeof small molecules to isolate
compounds capable of disrupting A20 interactiorhveither D4, an uracil DNA glycosylase
or D5, a DNA-independent nucleoside triphosphat@¢€Pase) that contains a helicase
domain. The screen is based on an automated dufdrse yeast two-hybrid assay,
performed in 384-well plates. Among a collection 27,600 compounds from diverse
commercial chemical libraries we have identifiedotyotential inhibitors that exhibit
antipoxvirus effect on infected cell culture. Thesenpounds were also found to specifically
inhibit DNA replication.

Thus, the screening for inhibitors of protein-pnoténteractions within viral replication
complex remains to be a promising strategy for tiflgng new compounds active against

orthopoxvirus infections.
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INTRODUCTION GENERALE

La variole est I'un des pires fléaux qu'ait confiwimanité jusqu’a son éradication en 1980. II
existe aujourd’hui une menace terroriste de rééemegydu virus de la variole comme arme
biologique. Le manque de moyens thérapeutiqudaidke immunité de la population
mondiale depuis I'arrét de la vaccination antivigice et les complications post-vaccinales
liées a l'utilisation du vaccin réplicatif histotig ont conduit ces derniéres années a une
intensification des recherches pour lutter cordredriole et les autres virus du genre
orthopoxvirus, hautement contagieux. En complérd&ssurer la production d’'un nouveau
vaccin antivariolique répondant aux normes samisa@ctuelles, 'OMS a recommandé la
mise au point d’au moins deux molécules antivirales modes d’actions différents
disponibles immédiatement en cas d’attaque biatsteopour traiter les personnes infectées
et pour traiter les complications post-vaccinaldasieurs antiviraux ont été développées pour
lutter contre le virus de la variole. Les molécuessplus performantes dans les essais
cliniques sont a ce jour des dérivés du cidofoviaenolécule ST-246, mais aucune n’est

encore officiellement approuvée comme traitemeétisigue.

L’objectif du travail de these était d’explorer deuvelles stratégies thérapeutiques en ciblant
plus particulierement les interactions des pro®ingpliquées dans la réplication du virus de
la vaccine, modéle substitutif au virus de la MaridNous nous sommes intéressés plus
particulierement a la protéine A20 qui est un cosapb clé dans I'assemblage du complexe
de réplication et connue pour interagir physiquetnaaec 3 protéines virales essentielles a
I'activité du complexe : 'ADN polymérase E9, laimase/hélicase D5 et l'uracile ADN

glycosylase D4. A20 forme notamment avec l'uradleN glycosylase D4 le facteur de

processivité pour I'ADN polymérase virale.

La premiere stratégie était de sélectionner deptatreeres peptidiques » interagissant

spécifiguement avec la protéine A20 et capableshiber son interaction avec les autres

protéines virales. Les aptameéres sont des peptiele® acides-aminés qui sont exposeés a la
surface d’'une protéine présentatrice et, a paftined banque combinatoire de plusieurs

dizaines de millions de peptides différents, saedionnésn vivo en double-hybride en

levure pour interagir avec une cible protéiqueatéptiellement I'inhiber.
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Un tel criblage a donc été réalisé et apres coafion des interaction vitro les aptameéres
interagissant spécifiguement avec la protéine AB0 &é exprimés de maniére stable en
culture cellulaire pour tester leur capacité abehila réplication virale apres infection par le
virus de la vaccine. Nous avons prouvé qu'un detnagres sélectionnés (Apt 72)
interagissait avec une région centrale de la pret&20 montrée comme critique pour la
réplication de I’ADN viral. Remarquablement, cettapére, exprimé de facon stable en
cellule était capable d’'inhiber de maniére reproidle et significative la production du virus
in vitro. Le mode d’action de I'aptamere inhibiteur 72 d#es cellules reste cependant a
démontrer pour s’assurer que l'inhibition viralé k®n liée a l'interruption d’'une interaction
entre A20 et l'un de ses partenaires et causéec@agveptide. A ce jour cette sélection
d’aptaméres peptidiques reste la seule effectuéensuirus du genre orthopoxvirus.

La seconde stratégie était l'utilisation d'un cag haut débit original de molécules
chimiques pour leur capacité a rompre les intavastientre notre cible de choix A20 et deux
de ses interacteurs connus, la protéine D4 etitaage/hélicase D5, par une approche basée
sur l'utilisation de deux rapporteurs luciférasaréffy et Renilla) en double hybride en
levure. Au total, 27 600 molécules ont été crinlé&lles sont issues des banques
commerciales Prestwick, Nanosyn, Tripos et Chergeriét tres diverses en terme de
structure. 148 composés ont été sélectionnés, jaritdaciblant 'interaction A20-D5. Apres
une sélection des ces composés basée sur leursépFspphysico-chimiques (stabilite,
solubilité etc...), vingt-neuf molécules ont alorse éestées individuellement pour leur
capacité a diminuer l'effet cytopathogéne (ECPuinhgar le virus de la vaccine en culture
cellulaire. Nous avons identifié deux molécules atdps d’inhiber significativement et
spécifiguement la réplication des virus de la vae@t du virus cowpox en culture cellulaire
par un mécanisme d’inhibition spécifique de la bgse d’ADN viral. Les essais de
traitement de souris, infectées par le virus cowpawnt pas été concluants dans les
conditions testées pour ces deux composés, direateimmsus du criblage. La synthése
d’analogues de ces molécules par des chimistesrgibyermettre le développement de
dérivés au pouvoir inhibiteur amélioré. Difféerentgssologies de ces dérivés et plusieurs
modes d’administrationpér 0s, sous-cutanée...) devront alors étre testés pouwdroles
conditions optimales d’un effet protectaarvivo. La suite des travaux consistera a prouver

gue ces deux molécules agissent au niveau deréictten A20/D5 in vitro.
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Nous disposons maintenant non seulement de nouvehibiteurs, dont le développement
doit étre poursuivi, mais également de nouveauwilsomoléculaires pour I'étude de la
réplication des orthopoxvirus. Par ces deux dénesrai grace aux résultats encourageants
obtenus, nous avons renforcé l'idée que le cribldiehibiteurs d’interaction protéine-
protéine dans le complexe de réplication viralugst stratégie prometteuse pour identifier de

nouveaux composeés actifs.
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I] LES ORTHOPOXVIRUS

Les orthopoxvirus appartiennent a la famille desxviridae. Il s’agit de grands virus
enveloppés a ADN, de structure complexe et se phaltit dans le cytoplasme des cellules
hotes. Le genr©rthopoxvirus comprend huit virus : le virus de la variole (VARVe virus
monkeypox (MPXV), le virus cowpox (CPXV), le virde la vaccine (VACV), le virus
rabbitpox, le virus horsepox, le virus camelpoxestvirus de I'ectromélie. Les 4 premiers

virus sont pathogenes chez ’lhomme.

A/ LES INFECTIONS A ORTHOPOXVIRUS

1- LA VARIOLE
a) Historique

La variole a été I'une des maladies les plus détasts dans I'histoire de 'lhumanité pour
avoir causé la mort de centaines de millions dvitlis au fil des siécles.

La plus ancienne trace de présence de variole aetitduvée sur des momies égyptiennes
datées de 3000 ans avant J-C. Malgré le peu déditGabccordé aux textes anciens, il
semblerait que la maladie se soit propagée endadsle aurait persisté pendant plus de 2000
ans avant de se propager vers 'Europe. En I'anapds J-C, la dite « peste d’Antonius » qui
éclata en Mésopotamie et qui se propagea a Rom#&esstertainement attribuable a la
variole. Des I'an 1000, la variole devient endémeiglans les régions densément peuplées
d’Europe et d’Asie et dans le pourtour méditerran@a partie a cause des déplacements liés
aux Croisades. Par la suite, au cours des vageesssives d’exploration et de colonisation,
la maladie devient endémique dans toute I'Afriga&oduite dés 1507 aux Caraibes et 1520
au Mexique, la variole a méme été un facteur détenmb lors de la conquéte des terres
amérindiennes. Au £B° siécle, la maladie s'établit dans toute I'Eurobasie, I'Inde et la
Chine et représente une immense cause de mortaété jusqu’'a 30% des personnes
infectées. Au 19"siécle, la variole tuait encore plus de 10% daolaulation mondiale.

Lors de la guerre franco-anglaise en Amérique dudN@A754-1767) le virus va pour la

premiere fois étre utilisé comme arme biologique.
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En effet, le Gouverneur Général des colonies hmitares d’Amérique du Nord, I'anglais Sir
Geoffrey Amherst, fit distribuer aux tribus indiemmennemies des couvertures contaminées
par des individus varioleux. Effet radical dansplapulation indienne Iroquoise (Sherman
2008). C’est indubitablement la mort de personeaijgtats en Europe qui a cette époque a
influencé empires et royaumes européens a promola/&i variolisation ». Cette technique
rapportée de Turquie par Madame Mary Montagu ctaisien l'inoculation du virus issu
d’'une pustule par voie nasale ou cutanée chealjetssssains. Cette méthode engendrait tout
de méme la mort dans 2,5% des cas. C'est en 17%ppmgrait un nouveau procédé de
« vaccination » contre la variole découvert par &divJenner (le terme de vaccination,
apparu bien plus tard, est un hommage de Louig®aatlenner). Ce dernier avait remarqué
gue les fermiéres devenaient réfractaires a laokadprés avoir contracté la « variole de la
vache » ou cowpox, maladie des pis de la vachasrmssible a I'homme (chez qui elle
provogue une maladie bénigne). Il montre que d@sssinoculés avec le virus cowpox par
scarification et exposés a la variole sont alomqumes. L'utilisation de cette technique sera
alors généralisée avec succes a travers de vastgzagnes de vaccination dans le monde
entier des 1801. Malgré une baisse notable dersadence, la variole resta un probleme de
santé publique jusquau milieu du X% siécle. Les politiques d'intensification de la
vaccination et des rappels (augmentant signifieatent la protection) ont permis
I'éradication de la maladie en Europe dans les es®® (dernier cas en France en 1955).
Disposant alors d’'un vaccin lyophilisé efficaceDMS décide de la mise en place d'un
programme intensif d’éradication globale de la®ar{Fenner 1980), touchant encore jusqu’a
15 millions de personnes en Afrique, Asie et Améeiqlu Sud. Le dernier cas naturel fut
diagnostiqué pour 'Europe en Yougoslavie en 197fcer le monde entier en Somalie en
1978.

Lors de sa 33" assemblée en 1980, 'OMS déclare I'éradicationadeariole : “we declare
solemny that the world and its peoples have woediven from smallpox...” (Fenner 1980).
La primo vaccination antivariolique a été stoppépuds 1979 (et en 1984 pour les rappels) en

France.
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b) Risque de réémergence et menace terroriste

Des [l'éradication de la variole proclamée en 19BOMS a recommandé larrét des
recherches sur le virus et la destruction ou leaggement de tous les stocks mondiaux dans
deux centres de référence pour empécher toute agtipp de la maladie. Les échantillons
ont alors été envoyés soit au Center for Diseasgr@qCDC) a Atlanta (Etats-Unis) soit au
State Center for Virology and Biotechnology a Kolts (Russie) (WHO 1999).

Mais ces dernieres années en particulier apresttiastats du 11 septembre 2001 a New York
et I'épisode des courriers piégés au charbon (Ar)hide nombreux gouvernements ont pris
en considération le risque de l'utilisation du gircomme arme biologique par des groupes
terroristes ou une puissance militaire (Alibek 199% variole est classée dans la catégorie A
des agents potentiellement utilisables dans uregtatde bioterrorisme par le CDC, catégorie
regroupant des agents responsables d’une modiitée et posant des problémes majeurs de
dissémination et de transmission entre individesyvirus est méme en téte de liste car il est
stable dans I'environnement, fortement transmissgar voie aérienne entre individus, tres
infectieux et mortel dans 30% des cas (Mahy 2008)isque de propagation étant d’autant
plus fort que I'arrét de la vaccination antivariple depuis presque trente ans a engendré une
constante augmentation du pourcentage de la papulabn immunisée contre le virus. La
crainte terroriste a été renforcée par la décoavdiin programme soviétique secret de
militarisation de la variole qui aurait rendu pdsia la chute de I'Union Soviétique, le
transfert de la souche hautement virulentadia » a des pays « potentiellement proliférants »
ou méme des groupes terroristes (Alibek 1999). LDdMdonc décidé de ne pas détruire les
derniers stocks de virus pour permettre la mispanot d’outils de diagnostic moléculaire, de
vaccins plus slrs et surtout de nouveaux antiviraeg recherches se sont intensifiées avec
I'utilisation de modeéles substitutifs du virus come virus de la vaccine, le virus cowpox et
le virus monkeypox, pathogenes chez 'lhomme. Emdaale « Plan National de Réponse a
une menace Variole » prévoit et détermine les nesspratiques a mettre en ceuvre en cas de
réémergence de la maladie. Il s’agit de mesurespmi®ention, de renforcement de
surveillance, d’élaboration d’'un diagnostic rapétdiable, et de la constitution de stocks de
vaccins et du matériel nécessaire a la vaccinatola population francaise.
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c) Clinique

Le virus de la variole infecte ’lhomme uniquemahty’existe pas de réservoir animal et les
insectes ne jouent aucun réle dans la transmisstooette maladie (Esposito and Fenner
2001). Le virus est transmis d’'individu a individissentiellement par voie aérienne par
inhalation de gouttelettes émises par une persdnfextée lors de la toux ou de

I'éternuement. Il peut également étre transmissap&Eosolisation de particules virales issues
de lésions cutanées contaminant toutes surfacesneolas vétements ou la literie. La

transmission placentaire du virus est possiblegtansable de variole congénitale a 'origine

d’avortement en début de grossesse.

La période d’'incubation du virus est de 8 a 14gapres l'infection et reste asymptomatique.
La personne contaminée reste en bonne santé étpaggontagieuse. Pendant cette période
le virus infecte les cellules des muqueuses rasjies et les ganglions lymphatiques via les
macrophages et se réplique activement (premieéena).

Le virus dissémine ensuite dans les différents rganternes (foie, rate, moelle osseuse et
ganglions) et les réponses cellulaires immunitaises mettent en place. Les organes
lymphoides secondaires sont infectés entrééet le 16™ jour (seconde virémie). A la fin
de lincubation le virus via les leucocytes infetés vaisseaux capillaires du derme et de
I'oropharynx. Les premiers symptdmes apparaissens ve 13 ou 14™ jour et sont
similaires a ceux d'une grippe: maux de téte, rBévnausées, douleurs musculaires,
convulsions. La fievre, en maintenant le patieitealimite la dissémination. Apres 2 a 4
jours la température diminue tandis que I'éruptiatanée ou « rash » apparait.

Les Iésions se développent initialement sur lesuauses buccales et oropharyngées (phase
d’énanthéme) et permettent la dissémination dusvipar aérosol, via les sécrétions.
L’éruption cutanée (exantheme) apparait d’abordiswisage, les mains et avant-bras puis
s’étend au tronc et membres inférieurs et se ghsesur 'ensemble du corps en moins de
48 heures. Cette distribution centrifuge du rasimpé de différencier la variole de la varicelle
mais ne constitue pas un critére assez probantlaqlupart des médecins aujourd’hui. Les
Iésions évoluent de la macule a la papule de 2rdliBnétres de diamétre enchassée dans le

derme (8™ jour aprés I'éruption), puis ces papules deviehms vésicules a I'aspect de
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perles de verre £3°au 4™ jour). Les vésicules se transforment alors en upest

caractéristiques avec leur ombilication et leuittiation sous-jacente {8%au 7™jour).

A partir du 1£™jour, la pustule se desséche et la cro(ite toujatestieuse tombe & partir du
20°™ jour laissant chez 75% des survivants des ciestiiedélébiles (figure 1). L'énanthéme
finit par atteindre toutes les muqueuses et estrigihe de troubles laryngés, bronchiques et
digestifs.

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4

Jour 5 Jour 7 Jours 8-9 Jours 10-14 Jour 20

Figure 1 : Evolution de I'exanthéme chez un enfant attpartla variole. Du jour 2 au jour 4 : rash macdair
Jour 5 : vésicules ; Jours 7 & 9 : pustules ; Jbuig 14 : dessication et décrustation ; Jour@€atrices.

L’individu est contagieux un jour avant I'apparitiales pustules et le reste jusqu’a la chute
des crodtes. La contagion est maximale pendant <1 jours suivant I'éruption cutanée.
Un individu contagieux infecte en moyenne 1 a S@enes dans son entourage direct. Le
taux de mortalité a été estimé de 30 a 50%. llliésten particulier aux surinfections
bactériennes concomitantes et a la disséminationrds dans I'organisme touchant les yeux
(cécité), la peau (dermatite septique), les aditomhs et les os (déformations), les systemes
respiratoire, digestif, cardiaque et nerveux cénfF@nner, Henderson et al. 1988). Les

survivants développent une immunité antivariolitpugours protectrice (Vichniakov 1968).
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d) La vaccination

Historiquement la pratique de la vaccination déeotes par Edward Jenner a la fin du
XVIII ™ siécle se réalisait de «bras & bras » (figuret2iboutissait bien souvent a la
transmission accidentelle de maladies infectiegs@sme la syphilis ainsi qu'a la réduction
du pouvoir immunogene. Le vaccin était alors prbdwir des génisses ou des moutons
infectés par le virus cowpox par scarification od (figure 3). La pulpe obtenue par grattage
était additionnée de glycérine pour une consermaiofroid possible pendant plusieurs mois.

Figure 2 : La vaccination « bras-a-bras »

Figure 3 : Génisse curetée pour récupérer la pulpe vaecinal

En 1917 a lInstitut de la Vaccine a Paris, Fasguelet au point la « dessiccation sous
congélation » du virus vaccinal. Le vaccin est fl@ec, thermostable et facilement
transportable. La disponibilité d’'un vaccin sousfe lyophilisée utilisé pendant la campagne
d’éradication a permis par la suite d’'intensifies programmes de vaccination dans les zones
endémiques. Plusieurs modes d’inoculation étaiglisés, par scarification cutanée a I'aide
d’'un vaccinostyle ou de fagon privilégiée a I'adiane aiguille bifurquée (figure 4).
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Figure 4 : Aiguille bifurquée (a gauche) et vaccinostylal(aite) utilisés pendant la campagne de vaccinatio

Mais quelque soit la technique, la prise du vaetitivariolique est marquée, apres une phase
de latence de trois jours, par I'apparition d’'unsstple « Jennerienne » caractéristique au site
d’inoculation, et évoluant selon les méme étapeangupustule variolique (figure 5). Elle
s'accompagne fréqguemment d’adénopathies marquandéleloppement de la réponse
immune, et parfois d’'un état fébrile. Douze a 2Qrgoapres inoculation, la pustule se
desséche, une crodte brunéatre apparait et laiase gl une cicatrice blanche et indélébile.
L’apparition de la pustule vaccinale indique lasprivaccinale. Les anticorps neutralisants
induits par la vaccination antivariolique sont sfigaes du genre et permettent une protection

croisée avec les autres orthopoxvirus.

Day 7

Figure5 : Evolution de la Iésion liée a la primo-vaccioati

Bien que l'efficacité de cette vaccination n’aitnais été mesurée dans un essai comparatif,
des études épidémiologiques ont montré qu’une gioteélevée persistait cing ans apres une
primo-infection et au moins dix ans aprés un sappel. La meilleure preuve de I'efficacité
du vaccin reste I'éradication mondiale de la vaxiol
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e) Les complications post-vaccinales

Le vaccin peut engendrer certaines complicatiomiisamortelles. Ces complications post-
vaccinales sont soit liées a une réplication exeeshi virus de la vaccine, soit d’origine plus
diverse (Crance, Lamarque et al. 2002; Cono, Ceisaly 2003) (figure 6).

Figure 6 : Les complications post-vaccinales : De gauctimée : «eczema vaccinatum », «vaccinia
necrosum », « vaccine généralisée » et « inoculation multggeondaire ».

L’ eczema vaccinatum pouvait toucher les enfants sujets a de l'eczémaaod’autres
dermatoses prurigineuses. Il était caractéris@uparréplication active du virus sur de larges
surfaces cutanées provoquant des lésions enflammgdsfectées. Cette complication

s’observait chez 42 sujets pour un million de vaési Le décés survenait une fois sur trois.

Le vaccinia necrosum ou vaccine progressive était observé chez lesiigul ayant une
déficience de I'immunité cellulaire. Il est caraté par une plaie au site de vaccination, liée
a une réplication virale intense dans les tissuss$acents de I'épiderme, qui s’étend
inexorablement et devient ulcéreuse. Cette contmlitas’observait chez 5 sujets pour un
million de vaccinés. Le déces survenait systématiggnt en trois a cing mois.

L’encéphalite post-vaccinale, rare, survenait enég@l deux semaines apres la vaccination
chez des individus a priori sans prédispositiortipdiéere. La fréquence des encéphalites
dépendait de la pathogénicité de la souche vaecuiilsée et pouvait avoir deux formes :

soit des lésions vasculaires cérébrales cheznfasts de moins de dix ans lors de la primo
vaccination soit des lésions démyélinisantes cleszplus de quinze ans lors du rappel.

Environ 15 a 20% des cas étaient mortels.
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La vaccine généralisée était associée au passageududans le flux sanguin permettant sa
dissémination dans tout I'organisme. Apparaissi@itsaune éruption papuleuse généralisée
non pustuleuse liée a une multiplication virale dépmique. La fréquence de cette

complication était de 250 cas sur un million aveplus souvent une évolution favorable.

L’infection accidentelle par inoculations multiplescondaires (600 cas/million) était la plus
commune. Le patient pouvait transmettre le viryggiir du site d’inoculation vers une autre
surface de son corps ou contaminer un proche p#aco Les atteintes ophtalmologiques
pouvaient conduire a la perte de I'ceil.

Récemment, des cas de contaminations secondairéseomécrits aux Etats-Unis en 2004 ou
plusieurs millions de personnes (civils et miliég)y ont été vaccinées (Cono, Casey et al.
2003). D’autres complications ont aussi été répiéds comme des myopéricardites, des
angines de poitrine, des infarctus cardiaques ettli®mbocytopénies. Elles ont conduit a
l'arrét de la campagne massive de vaccination ab& bien que la relation de causalité n’ait

été démontrée que pour les myocardites. D’apresetude réalisée en 1968 aux Etats-Unis,
le nombre de déces causés par la vaccinationd&ain pour un million (Lane, Ruben et al.

1969).

A ce jour, en raison de la fréquence de ces coatpits, la vaccination n'est pas justifiée

dans la mesure ou le risque d’exposition est fablmexistant.
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2- LES AUTRES INFECTIONS A ORTHOPOXVIRUS

a) L’infection par le virus de la vaccine

Le virus de la vaccine induit une protection creis&ec le virus de la variole et a été utilisé
pour la vaccination antivariolique pendant préesddex cent ans mais son origine reste
inconnue (Gubser, Hue et al. 2004). Au cours deertd@es de vaccination antivariolique, il
s’est avéré que le virus inoculé n’était plus levgox (prélevé sur une vache atteinte par ce
virus) mais le virus de la vaccine (comme I'a p@®uvownie en 1939). Les hypothéses
émises sur son origine que sont I'existence de tiontsadu virus cowpox ou de la variole, des
recombinaisons entre les virus cowpox et de laol@rou méme une contamination des
bovins utilisés pour la vaccination par des cheveufigctés par un poxvirus équin ont été
infirmés. Le virus considéré comme une especeevaglart entiére peut infecter de nombreux
vertébrés.

Les rares infections humaines sont observées endeasomplications post-vaccinales,
d’accident de laboratoire, ou de transmission atttille d’'un individu recemment vacciné a
un sujet non vacciné. Néanmoins plusieurs épidédeegaccine ont été recensées au Brésil
depuis 1999 (Damaso, Esposito et al. 2000) et de. lnes symptomes cliniques sont ceux
observés lors de complications consécutives a lination antivariolique, basée sur

I'injection de ce virus.

b) L'infection par le virus monkeypox

Le virus monkeypox est principalement localisé efrigie centrale et en République
démocratique du Congo. Il a été identifié pourrenpiéere fois en 1958 a Copenhague comme
étant I'agent étiologique d’une maladie semblabla zariole chez les singes en captivité. Le
virus se propage au sein des populations d’écsredd rongeurs et de singes, au contact
desquels 'lhomme peut étre contaminé (Hutin, Whilkaet al. 2001). La transmission inter-
humaine est peu importante (environ 3%). Cette asemst la poxvirose la plus préoccupante
depuis I'éradication de la variole. Le premier basnain de monkeypox a été décrit en 1970
en République Démocratique du Congo (ex-Zaire)f mmis aprés I'éradication de la variole

dans le pays (Foster, Brink et al. 1972).
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Jusqu’en 1979, une cinquantaine de cas ont ététoégs majoritairement dans le bassin
congolais, avec des taux de mortalité allant dea3P8% alors que plus de 10% des individus
avaient subi une vaccination antivariolique (Jez&igb et al. 1988; Jezek, Grab et al. 1988).
En mai 2003 la premiere épidémie hors Afrique éoyige a eu lieu aux Etats-Unis ou 81 cas
ont été recensés (Di Giulio and Eckburg 2004). diree de cette épidémie était des chiens
de prairie . Ces animaux, porteurs asymptomatiqaesient été contaminés par de petits
mammiféres (écureuil et rat géant de Gambie) indsatt Ghana au Texas. lls ont a leur tour
contaminé leurs propriétaires par morsure. Les festations cliniques d’une infection a
monkeypox sont similaires a celles de la variodguption pustuleuse, fievre, symptomes
respiratoires causant parfois la mort. Les moyemnsphylactiques et thérapeutiques
antivarioliques, dont la vaccination sont efficacestre « I'orthopoxvirose simienne » (Fine,
Jezek et al. 1988).

c) L’infection par le virus cowpox

Le virus cowpox est responsable d’'une maladie sliqua autrefois observée chez les
vaches. Au début des années 1970, le virus estwibsleez d’autres animaux infectés par des
rongeurs peridomestiques, constituant le résedeie virus (Vestey, Yirrell et al. 1991). Le
cowpox est présent dans quelques pays européates giays de I'Asie du sud ouest. Les
infections chez ’'homme sont rares souvent locasis#ux mains, a la suite de griffures d’'un
chat domestique contaminé par un rongeur (Chantfeyer et al. 1999; Hazel, Bennett et al.
2000). D’un point de vue clinique, apres une intgma de douze jours, des papules
douloureuses apparaissent et se transforment douless puis en pustules ombiliquées
hémorragiques. Les syndromes pseudo-grippaux aogment associés. Les lésions cutanées
restent majoritairement présentes sur les mailes\eésage et disparaissent aprés trois a douze

semaines.
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B/ CARACTERISTIQUES DES ORTHOPOXVIRUS

1- ORGANISATION DU GENOME ET PHYLOGENIE

Le génome des virus du genre orthopoxvirus esttito@sd’'un brin d’ADN linéaire,
bicaténaire, dont la taille varie de 150 a 300 kplzlos aux extrémités par des boucles en
forme d’épingle a cheveux. La région centrale (imagt de 90 kpb) est fortement conservée
entre les espéces tandis que les régions termisafdsrelativement variables (Moss 2001).
Les génes de la région centrale codent majorit@neérpour des protéines de structure du
virion ou des enzymes impliquées dans la réplioaéibla transcription virale. Les régions
terminales codent pour des protéines non essestiéll la réplication virale en culture
cellulaire et notamment pour des facteurs de wnadeet de restriction d’h6te. Ces géenes
probablement d’origine cellulaire auraient été uegg au cours de la co-évolution des virus
avec leurs hétes naturels. Plus d'une centaineédeesices génomiques de poxvirus ont été
analysés et ont permis d’étudier les relations qugthiques entre les différents virus
(McLysaght, Baldi et al. 2003). Ces études ontdéliutilisation des virus de la vaccine, du

cowpox, monkeypox et camelpox comme modéles subfgitu virus de la variole.

2- STRUCTURE DES VIRIONS

Les images de microscopie électronique montrentlegig@articules virales des poxvirus ont
la forme d’'une brique lisse de 350 nm de long €@ @m de large (Dubochet, Adrian et al.
1994) (figure 7). Le virion est délimité par unemi@ane lipoprotéique épaisse de 12 nm lui
conférant une structure antigéniqgue complexe efemer® une nucléocapside de forme
biconcave appelée « core » et deux corps latépasitionnés dans les concavités. Le core
contient le génome et les nucléoprotéines et éstishpar une palissade protéique de 18 nm.

Figure 7 : Particule virale visualisée au microscope étattiue et représentation schématique d’un virion
mature intracellulaire. Membrane externe (jaune)ps latéraux (rouge), core (bleu et membrane enebl
foncée), ADN viral (vert).
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Les orthopoxvirus produisent deux types de viriaagours de leur cycle réplicatif : la forme
IMV (Intracellular Mature Virus) et la forme EEV XEacellular Envelopped Virus),
différents dans le fait que la particule EEV estoarée par un enveloppe lipidique

supplémentaire, et donc distincte sur le plan antigue.

3- CYCLE DE REPLICATION
(pour revue (Moss 2007))

Une des particularités des poxvirus par rappoxus fes autres virus a ADN est qu’ils se

répliqguent dans le cytoplasme cellulaire.

La premiere étape du cycle réplicatif des orthopoevest I'attachement des virions a la
surface de la cellule, réalisé par linteraction gl®téines virales probablement sur des
glycosaminoglycanes cellulaires (Chung, Hsiao etl@P8). Deux principaux mécanismes
d’entrée ont été décrits, d’'une part la fusion demembrane externe du virion mature
intracelulaire (IMV) avec la membrane cytoplasmigaepH neutre et d’autre part une
endocytose pour les virions extracellulaires ermeds (EEV) a pH faible.(Bengali, Townsley
et al. 2009) Dans les deux cas le «core » viraltesant le génome est libéré dans le
cytoplasme (figure 8). Dans le core a lieu, immtieent apres l'infection, I'étape de
transcription de genes viraux précoces permet@mrdduction d’ARNm codant pour les
protéines du complexe de réplication et les immurdufateurs. L'étape suivante est la
réplication de I’ADN viral et la transcription commitante des genes dits « intermédiaires »
codant notamment des facteurs de transcriptionssages pour enclencher la transcription
tardive. Les génes tardifs codant pour les progédee structure sont ensuite transcrits et les
protéines correspondantes sont incorporées danspaldicule virale naissante. La
morphogenése des virions a lieu dans une régiomythplasme dépourvue d’organelles
appelée « usine virale » et débute par la formatione double couche lipidique présentant a
sa surface les protéines virales membranaires.foladermée cette membrane constitue la
membrane externe du virion immature non-infectiélM®, 5 & 6 heures post-infection. Le
clivage des protéines des IV et la condensatioata viral transforment les IV en virions
matures intracellulaires (IMV). Ces particules aifeuses sont relarguées soit par cytolyse
soit par bourgeonnement. Les IMV peuvent acquémr enveloppe supplémentaire provenant
de l'appareil de Golgi ou d’endosomes primaires rptarmer des virions enveloppés

intracellulaires (IEV). Ces derniers atteignensiaface cellulaire le long des microtubules et
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sont libérés par fusion membranaire sous formeides enveloppé associé a la membrane

(CEV) si le virion reste attaché a la cellule aistorme d’EEV s'il se détache.

Les IMV sont responsables de la dissémination duswil'individu a individu. Ces particules
sont en effet trés résistantes dans le milieu Extémais peu adaptées a la propagation chez
I'héte car facilement neutralisées par les antisoles CEV sont essentiellement impliquées
dans la transmission du virus de cellules a cdl{Basco and Moss 1992). Les EEV sont
responsables de la dissémination longue portéeiawde I'organisme entier par passage dans
la circulation sanguine (Payne 1980). Les quantiggéshacune de ces particules varient selon

les souches virales (Smith, Vanderplasschen 208P).

3 _
S

Transcription précoce
et synthése protéique

Figure 8 : Représentation schématique du cycle viral dusvite la vaccine. IMV : virus mature intracellutgir
EEV : virus extracellulaire enveloppé.
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4- LES PROTEINES DU COMPLEXE DE REPLICATION

Les orthopoxvirus codent pour la plupart des pnat®inécessaires a leur réplication. Le
complexe de réplication du virus de la vaccine cang a ce jour une ADN polymérase (E9),
une composante stoechiométrique du facteur de gsvit® de la polymérase (A20), une

protéine liant 'ADN simple brin (I3L), une topoiswrase (H5), une nucléoside

triphosphatase indépendante de 'ADN avec une ig&etiélicase et primase (D5), une

protéine capable de résoudre les jonctions de didgll{A22), une uracile ADN glycosylase

impliquée dans le métabolisme nucléotidique etrs@ammposant du facteur de processivité
avec A20 (D4) (Klemperer, McDonald et al. 2001).

L’accent est mis sur 3 protéines du complexe mestobmme étant capables d’interagir avec
la protéine A20 (Ishii and Moss 2002), fil condustée ce travail de thése (figure 9):

T

O

Figure 9 : Représentation schématique du complexe de adjplicdu virus de la vaccine
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L'uracile ADN glycosylase (D4)

Les uraciles ADN glycosylases (UNG) sont ubiquésaiet retrouvées chez les mammiferes,
les bactéries, les herpésvirus et les poxviruge@etizyme, dont la fonction est I'excision des
bases uraciles incorporées par erreur dans I'ADBN essentielle pour la réplication virale
(Millns, Carpenter et al. 1994). Il a été montré& gette protéine était capable d’interagir avec
la protéine virale A20 pour former le facteur deqgassivité de 'ADN polymérase virale.
L’interaction entre D4 et A20 est essentielle plauréplication virale (Stanitsa, Arps et al.
2006) et I'activité glycosylase aurait un réle ddmgpathogenése virale (De Silva and Moss
2003). Cette protéine est par conséquent une ciblehoix pour le développement de

composes inhibiteurs de la réplication des orthgpas.

La nucléoside triphosphatase ADN-indépendante (D5)

Cette enzyme est synthétisée précocement lors inieckion. Elle est essentielle a la
réplication et interagit également avec A20 (Evand Traktman 1992; Evans, Klemperer et
al. 1995; McCraith, Holtzman et al. 2000; Ishii adss 2002).

Tout derniérement I'analyse de mutants D5 sensilestempérature a montré une réduction
drastique de la réplication virale a températune-permissive (Boyle, Arps et al. 2007). Les
auteurs ont montré que la protéine devait étre doume multimérique pour maintenir
I'activité nucléoside triphosphatase. La multimatien fait appel a deux domaines (domaine
AAA+ et Walker B) et a une région en amont du saéalytique. Cette activité enzymatique
bien que nécessaire a la réplication ne pourraitrtpot pas expliqguer a elle seule la
contribution essentielle de D5 a la réplicatioralgr

Des étudesn silico ont indiqué que la région C-terminale de D5 apsait a la superfamille

[l (SFIII) des NTPases de classe AAA+, qui inclas hélicases réplicatives de nombreux
autres virus ADN et ARN, mais cette activité n'espeté encore testée (Boyle, Arps et al.
2007). De plus le domaine N-terminal de cette pnet@ossede une séquence et des aspects
structuraux en commun avec la superfamille desgwés dont les membres ont divers roles
dans l'initiation de la transcription et la répavatde I’ADN. In vitro ce domaine est essentiel
a la réplication de I'ADN viral (De Silva, Lewis at. 2007).
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L’ADN polymérase virale (E9)

Cette enzyme est essentielle a la réplication dusvet présente une homologie avec les
polymérases des herpéesvirus (Earl, Jones et ab)1B8e posséde une activité exonucléase
3’-5’ pour corriger les erreurs introduites lorsldeéplication (Challberg and Englund 1979).
La protéine est capable de catalyser I'additiory@@0 nucléotides par événement de liaison
in vivo et moins de 10 nucléotidés vitro (McDonald and Traktman 1994; McDonald and
Traktman 1994). L’holoenzyme ADN polymérase actiessentielle a la réplication, est
formée par la liaison d’E9 avec son facteur de gseiwité constitué par l'interaction des
protéines A20 et D4 (Stanitsa, Arps et al. 2006).

La protéine A20

Toutes ces considérations autour de ces protémes laissent & penser que la protéine A20
joue un role pivot dans la réplication du viruse§peu de données sont disponibles sur cette
protéine qui ne possede aucune activité enzymatqunaue. Le gene de cette protéine est
transcrit de fagon précoce apres infection (Isimd aMoss 2001). A température non-
permissive, des mutants thermosensibles entraflesndéfauts dans I'accumulation de '’ADN
et une perte de processivité de la polyméraseeviRuinjabi, Boyle et al. 2001). Ces résultats,
combinés au fait que la protéine soit capable efagir avec de multiples partenaires
essentiels a la réplication du virus, nous permettBéémettre I'hypothese que A20 est
impliquée dans I'assemblage du complexe de rémitdfigure 9). La protéine A20 constitue
donc une cible particulierement pertinente pourdiveloppement d’inhibiteurs de la

réplication virale.
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Il LES MOYENS DE LUTTE CONTRE LES INFECTIONS A
ORTHOPOXVIRUS :

A/ LES VACCINS ANTIVARIOLIQUES :
1- LES VACCINS DE PREMIERE GENERATION :

Il s’agit des vaccins vivants produits sur animgugqu’en 1980 et utilisés lors de la
campagne d’éradication de la variole (Fenner, Hesamaheet al. 1988). lls ont été entretenus et
multipliés dans diverses conditions selon les pEps1968, 19 souches du virus de la vaccine
étaient utilisées a travers le monde avec des peuypathogenes variables. Pendant le
programme d’éradication les vaccins les plus @ésligtaient le vaccin Dryvax (souche
NewYork city board of health), utilisé aux Etatsit/et la souche Lister, utilisée en Europe,
Afrique, Asie et Océanie (VACV-List)

Aucune étude épidémiologiqgue n'a permis de mettreéeidence une souche vaccinale
optimale, a la fois plus protectrice et moins pgérne. Ces vaccins étaient administrés avec

une aiguille bifurquée ou un vaccinostyle.

En réponse a la menace terroriste d’utilisatioadeariole, la France dispose a ce jour d’'un
stock suffisant de doses pour vacciner I'ensemblé&dgopulation. Ces vaccins ne disposent
pas d’'une autorisation de mise sur le marché (AMM)is d'une autorisation temporaire
d'utilisation (ATU) de cohorte, régie par un décmainistériel qui autorise leur utilisation
dans des conditions précises.

2- LES VACCINS DE DEUXIEME GENERATION :
Afin de répondre aux criteres de Bonnes Pratique&abrication (BPF) faisant défaut aux
vaccins de premiere génération, plusieurs compagpiarmaceutiques ont développé de

nouveaux vaccins, mono- ou polyclonaux, produitswdture cellulaire.

Le vaccin américain ACAM2000 des laboratoires Acedaxter est un vaccin monoclonal

dérivé du vaccin Dryvax, produit sur cellules Vetomis au point pour tenter de limiter les
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risques de complications post-vaccinales (Artenstéohnson et al. 2005). Mais les essais
cliniques de phase | débutés en avril 2004 ont skthpés suite a la survenue de
myopéricardites dans les mémes proportions qu’keveaccin Dryvax.

Deux vaccins polyclonaux sont actuellement en wsigues :

Il s’agit premiérement du vaccin Sanofi-Pasteurdpiba partir de la souche vaccinale Lister
amplifiée sur culture de cellules d’embryon de pouDes études chez la souris n'ont montré
aucune différence significative de pathogénicitaret immunogénicité similaire au vaccin de
premiere génération (Ferrier-Rembert, Drillien et2007). Les essais cliniques ont donné
satisfaction et le vaccin a été acquis par le Rayauni.

Le second vaccin a été développé par les Laboeat@onnaught sur cellules MRC-5 a partir
du vaccin Dryvax. Les essais de phase | (350 ga)ieront montré aucun effet secondaire a

ce jour (Greenberg, Kennedy et al. 2005).

3- LES VACCINS DE TROISIEME GENERATION :

Les vaccins de deuxieme génération ont permisrdpleeer les précédents vaccins mais dans
la plupart des cas les effets secondaires demeuresntvaccins de troisieme génération sont
produits en culture cellulaire a partir de souchigales non-réplicatives pour éliminer les
possibles complications. Les souches sont obtepaespassages successifs en culture
cellulaire (souche MVA) ou génétiguement modifi@as des délétions provoquées dans des
genes liés a la propagation virale (souche NYVAC).

Le candidat MVA a été développé a la suite de 5¥bages successifs de la souche Ankara
sur cellules d’embryon de poulet. Cette soucheseuve délétée d’'une vingtaine de génes et
criblée de mutations ponctuelles sur son génomex(Br, Staib et al. 2004). Elle ne peut se
répliquer dans les cellules humaines. De nombreétetes de protection chez différents
animaux ont montré une bonne efficacité a courh¢emais plus faible a long terme, et a des
doses 100 a 1000 fois supérieures a celles durvacstorique (Ferrier-Rembert, Drillien et
al. 2008) (Phelps, Gates et al. 2007). Le vaccimwamune » développé par la société
Bavarian Nordic utilise la souche MVA. Les essdisiques de phase | et Il ont prouvé que le
vaccin entrainait uniquement des réactions locales un titre en anticorps neutralisants qui
persiste plus de cent jours.

La souche LC16m8 a quant a elle été isolée apresepks passages de la souche vaccinale

Lister sur des cellules primaires de reins de mplmkahashi-Nishimaki, Suzuki et al. 1987).
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Le phénotype de cette souche hautement atténuéstiisté a une mutation dans le géne
B5R, codant pour une protéine d’enveloppe respdasdd la dissémination du virus dans
'organisme. Les résultats obtenus chez l'animalntremt que cette souche permet une
réponse humorale comparable a celle obtenue avedryeax avec une pathogénicité

diminuée. Les essais cliniques sont en cours (Ke@ameron et al. 2006).

4- LES VACCINS DE QUATRIEME GENERATION :

Il s’agit de vaccins sous-unitaires constitués degines virales antigéniques de surface des
deux formes infectieuses IMV et EEV, produites p#&nie génétique. Un vaccin ADN
contenant les génes codant pour les protéinesréeceul et A27 (pour la forme IMV) et
A33 et B5 (pour la forme EEV) a été développé. Ausiré par voie intranasale, il a
démontré son efficacité dans des études de pratectintre une infection létale chez la souris
et son immunogénicité chez le macaque (Hooper.e€Cestl. 2003).

La variole ayant été éradiquée, I'évaluation pedie I'efficacité de tous ces nouveaux
vaccins est impossible chez 'lhomme. Et en génémlétudes sur modeles animaux, bien

gu’imparfaits, indiquent une protection a long terpartielle contre une épreuve virale |étale.

B/ LES IMMUNOGLOBULINES ANTI-VACCINE (VIG) :

Les VIG sont des solutions stériles de la fracttomunoglobulines issues de sérums humains
contenant des anticorps anti-vaccine d’individuscu#s. Leur injection se fait par voie
intramusculaire ou intraveineuse. Les autoritéigagses ont collecté (chez des sujets
vaccines) et stocké environ 120 litres de plasnyaemhimmuns utilisables uniquement en cas
d’attaque variolique, et acheté quelques flacon¥ ki pour traiter les éventuels accidents
vaccinaux de I'équipe nationale dédiée. Bien q&gaur, il n’existe aucune preuve absolue
de leur efficacité chez 'homme leur action est et méme considérée comme bénéfique par
la grande majorité des experts. L'utilisation dd&\disponibles commercialement (VIGIV
Cangene et VIGIV Dynport) est recommandée par & dor Diseases Control (CDC) pour
le traitement de éczema vaccinatum et certains cas de vaccine progressive ou génggalis
(Wittek 2006).
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C/ LES MOLECULES ANTIVIRALES :

1- LE CIDOFOVIR, INHIBITEUR DE L’ADN POLYMERASE VIRALE

Le (S)-HMPMC ou cidofovir [(S)-1-(3-hydroxy-2-phaspnylmethoxypropyl) cytosine,
Vistide™], analogue acyclique du nucléoside cytosine, alétéit en 1986 (De Clercq, Holy
et al. 1986). Il s’agit d’'un nucléoside phosphoretgclique (ANP)In vitro, cette molécule
montre une activité antivirale de longue durée darge spectre contre les virus a ADN,
incluant les adénovirus, les herpesvirus, les widis et les poxvirus (De Clercq 2007).
L’effet antiviral prolongé du cidofovir lié a lahgue demi-vie de ses métabolites a l'intérieur
des cellules, est une propriété de la moléculeeahet des administrations espacees et une
utilisation en prophylaxie.

Le cidofovir bloque la synthése de 'ADN des poxgiren agissant comme un terminateur de
la chaine d’élongation (Magee, Hostetler et al.320@e plus, son incorporation dans la
chaine par 'ADN polymérase virale inhibe égalemBacttivité exonucléase 3-5’ de la
polymérase du virus de la vaccine, censé corriggefreurs lors de la réplication de I’ADN.
L'obtention de virus de la vaccine résistants aiofcvir a permis de confirmer le mode
d’action de la molécule chez ce virus (Andrei, Gannet al. 2006). Deux mutations a
I'origine des phénotypes de résistance ont étdisges dans le gene de 'ADN polymérase
(E9OL). La premiere au niveau de la région du geswaot pour I'activité 3'-5’ exonucléase

(A314T) et la seconde au niveau du domaine catalgtde la polymérase (A684V).

L’activité antivirale du cidofovir en culture celaire a d’abord été démontrée contre le virus
de la vaccine avant d’étre confirmée chez touwiless du genre orthopoxvirugdont le virus
de la variole pour lequel la concentration requiser inhiber 50% de la réplication virale
(ICs0) est de 6uM (De Clercq 2002).

L’activité antiviralein vivo a été mise en évidence pour la premiére fois &3 Ihez des
souris immunodéficientes SCID infectées par voigaireineuse avec des doses létales du
virus de la vaccine. Un seul traitement a perma&igimenter de fagon significative la survie
des souris (Neyts and De Clercq 1993).
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Plus recemment, chez des souris immunocompétarfetées par voie intranasale avec une
dose létale du virus de la vaccine, un traitemeaue de 100mg/kg de cidofovir injecté par
voie intrapéritonéale ou sous-cutanée a permiaridesde toutes les souris en comparaison a
la mort de I'ensemble des souris non-traitéesu8sjpost-infection (Smee, Bailey et al. 2001;
Smee, Bailey et al. 2001; Smee, Bailey et al. 2002)molécule est aussi efficace injectée par
voie intranasale et protége les souris d’'une ifdacpar le virus cowpox, inoculé par voie
aérienne en aérosol (Bray, Martinez et al. 2008finHe cidofovir a prouvé son efficacité
antivirale sur le modéle primate infecté par veigdtrachéale avec une dose létale de virus

monkeypox (Stittelaar, Neyts et al. 2006).

Cette molécule a une AMM depuis 1996 pour le tra@et par voie intraveineuse de la
rétinite a cytomégalovirus chez les patients atadn SIDA. Son potentiel thérapeutique chez
’homme a été démontré contre les infections pshkerpésvirus, adénovirus et poxvirus. Le
cidofovir a été testé avec succés chez 'lhommeuenigent sur les poxviroses liées au virus
orf (Parapoxvirus) (Geerinck, Lukito et al. 2001)a virus dumolluscum contagiosum
(Molluscipoxvirus) (Meadows, Tyring et al. 1997 alba, Blanco et al. 2000).

Actuellement, en cas d’épidémie de variole le C@Gmmande uniquement le cidofovir en

en tant que thérapie antivirale (Cono, Casey et2@03). Le médicament requiert une

administration par voie intraveineuse avec un esda néphrotoxicité élevé nécessitant un
traitement protecteur complémentaire au probéndtidlezari and Kuppermann 1997; Lacy,

Hitchcock et al. 1998).

Le groupement phosphonate étant responsable dabda lbiodisponibilité orale, des dérivés
du cidofovir ont été synthétisés pour tenter deuwdee ce probléme et améliorer le pouvoir
antiviral de la molécule. Les plus prometteurs swore en cours d’évaluation chez I'animal
(De Clercq 2007).

Des conjugués esters lipidiques alkoxyalkyles diofovir comme I'hexadecylpropanediol
(HDP-cidofovir, appelé aussi CMX001) et I'octadestilanediol (ODE-cidofovir) ont été
synthétisés. Ces composés sont capables d'infabe¥plication des orthopoxvirus vitro
avec des concentrations inhibitrices cent fois dhibles que celle du cidofovir (Kern,
Hartline et al. 2002).
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Des expérimentations de protection chez la sonfixiée par des doses létales de virus de la
vaccine, cowpox ou le virus de I'ectromélie ontypré I'efficacité de ces deux molécules
(Buller, Owens et al. 2004). Ces études démontyeatles dérivés semblent plus facilement
absorbés par les cellules que le cidofovir (dansapport 11 a 23) et elles ne s’accumulent
pas dans les reins (Ciesla, Trahan et al. 2003)m@écules sont en cours d’évaluation chez
'animal. Les premiers résultats pour la moléculX®01 sont encourageants puisque le
composé administré oralement protege I'ensemblesdess infectées en intranasal avec une
dose létale de virus de I'ectromélie, et ce mémsglee la molécule est administrée seulement

au sixieme jour apres infection (Parker, Touchettal. 2008).

D’autres dérivés ont également vu le jour ces éeesiannées avec le développement du 6-
[2-(phosphomethoxy)alkoxy]-2,4-diaminopyrimidine ABy) ou HPMPO-DAPYy. L’activité
antivirale de ce composé a été demonireeitro contre le virus de la vaccine, le virus
cowpox et le virus calmelpox &t vivo chez la souris et le primate non-humain infectse
virus monkeypox, avec une efficacité similaire adofovir (Balzarini, Pannecouque et al.
2004).

La toute derniére génération de dérivés du cidofeegroupe les molécules (S)-HPMP-5-
azacytosine, (S)-cHPMP-5-azacytosine et sa prowgr@sgter alkoxyalkyle, HDE-cHPMP-5-
azacytosine (Krecmerova, Holy et al. 2007). Cettmigre molécule est capable d’inhiber la
réplication du virus de la vaccine, du cowpox etcdmelpoxin vitro avec une efficacité 100

fois supérieure a la molécule parente (Krecmerbiady et al. 2007).
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2- LE ST-246, INHIBITEUR DE LA FORMATION DES PARTIGLES VIRALES
ENVELOPPEES

La molécule ST-246 a été sélectionnée comme imibitde I'apparition de [I'effet
cytopathogene (ECP) du virus de la vaccine suwulesllVero au cours d’'un criblage en
culture cellulaire de plus de 300 000 composés ichies (Yang, Pevear et al. 2005).

In vitro, cette molécule inhibe spécifiquement la multglicn des virus du genre
orthopoxvirus dont la variole, le monkeypox et lewpox, avec des g de l'ordre du
nanomolaireln vivo, 70 a 100% des souris infectées par des doséssléla virus cowpox ou
de la vaccine et traitées par voie orale avec 50ingg¢ ST-246 deux fois par jour pendant 5 a

14 jours (traitement non toxique) survivent (Quéandbuller et al. 2007).

L’obtention d’un virus cowpox résistant au ST-24antré une mutation dans le gene V061
du virus codant pour une protéine de lI'enveloppmlei (Yang, Pevear et al. 2005). La
protéine homologue chez le virus de la vaccine,, pEBmet I'enveloppement du virus, au
niveau du trans-Golgi lors de la morphogenése, goumer des virions extracellulaires

enveloppés (EEV). Dans les premieres heures pfesttion par le virus de la vaccing)

vitro, la molécule empéche la formation de formes EEVsmas la formation des IMV.

La molécule ST-246 a une bonne biodisponibilitdegrast stable & température ambiante et
s’avere prometteuse pour le traitement des orthdpmses et des complications post-
vaccinales. Le ST-246 est actuellement en essagok chez 'homme (Jordan, Tien et al.
2008). D'ores et déja, la compagnie pharmaceutijibemarle a prévu d’entreprendre la
synthése a grande échelle du ST-246 pour portarofebre de doses disponibles a 25

millions.
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3- LES AUTRES MOLECULES ANTIVIRALES

Plusieurs autres molécules plus ou moins récemigscapables d’inhiber la réplication des

orthopoxvirus.

La plupart des molécules inhibitrices de la répima virale sont des analogues

nucléosidiques qui ciblent des enzymes viralesssaires a la réplication.

La ribavirine et son dérivé EICAR [(5-ethynyl-1-b+ibofuranosylimidazole-4-carboxamide)
5’-monophosphate], inhibiteurs de I'lMPdéshydrogéng sont efficaces contre plusieurs
virus a ARN et ADN dont le virus de la vaccimevitro etin vivo (Smee, Bailey et al. 2000).
La neplanocine et ses dérivés inhibiteurs de la $34ddenosyl-L-homocysteine) hydrolase
sont également de puissants inhibiteurs du virusadeaccine avec des 4ginférieures a

1pg/mlin vitro.

D’autres analogues nucléosidiques inhibent la péhase virale comme I'adénine arabinose
(araA) agissant en compétition avec le dATP, sabstaturel pour la syntheése d’ADN. Un
analogue acyclique de la purine, S2242 [2-amin(tRB{dihydroxy-2-
propoxy)methyl]purine] et sa pro-drogue diacétyleesHOE961, ont montré une activité
antivirale contre le virus cowpax vivo mais moindre que le cidofovir (Smee, Bailey et al.
2002). Un inhibiteur connu de la réplication desplsvirus le 5’-iodo-2’-deoxyuridine (IDU)
est également capable de retarder significativetaemtort de souris infectées par le virus de
la vaccine méme lorsque le traitement est donméis japrés I'infection. Mais le composé est

trop toxique pour une utilisation par voie généfaleyts, Verbeken et al. 2002).

Plus récemment un analogue nucléosidique de laitlyenla N-methanobarbathymidine
[(N)-MCT] a prouvé son efficacité pour la protectide souris infectées par des doses létales
du virus de la vaccine et du cowpox et s’est ravél@n-toxique a fortes doses (Smee, Hurst
et al. 2007).
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D’autres molécules sont capables d’inhiber la mogamese et la propagation du virus de

cellules a cellules :

Un inhibiteur des tyrosines kinases cellulaireseséaire a la dissémination dans I'organisme
des formes virales EEV a aussi été décrit en 20@%git de la molécule GleevB¢ (STI-
571, utilisée dans le traitement des leucémies aige$ chroniques). La molécule est capable
d’inhiberin vitro la sortie du virus de la vaccine de la celluleaée, réduit la dissémination

du virusin vivo et favorise la survie des souris infectées (RedBasmarius et al. 2005).

Un inhibiteur de la kinase ErbB-1, la molécule OB3 (autre molécule anti-cancéreuse)
permet d’'inhiber la sortie des virions hors de &lute infectée et permet également la
protection des souris infectées avec des dosdeddta virus de la vaccine (Yang, Kim et al.
2005).

Récemment la molécule anticancéreuse mitoxantrgm®w@a/é son action antivirai@ vitro
contre le virus de la vaccine en inhibant la foioratdes particules intracellulaires IMV
(Deng, Dai et al. 2007). Un virus résistant a ldéoale a permis d’identifier une ADN ligase
virale comme étant la protéine cible. Cependanprtaection des souris infectées avec le

virus de la vaccine n’est pas assurée par cettéaule administrée par voie intrapéritonéale.
La molécule TTP-6171 inhibén vitro, la protéinase I7L du virus de la vaccine impliquée
dans la morphogenese virale. Les tests d’inhibitiovivo n'ont pas encore été décrits (Byrd,

Bolken et al. 2004; Byrd and Hruby 2005).

Cependant aucune de ces molécules inhibitrice® maesure au cidofovir ou au ST-246 en

termes d’activité anti-orthopoxvirus.
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[1l] LA TECHNOLOGIE DES APTAMERES PEPTIDIQUES
(Revues (Hoppe-Seyler, Crnkovic-Mertens et al. 2Bxnes and Colas 2006)

A/ DESCRIPTION

Les aptameres peptidiques ont été développés @eundiés années 90 dans le laboratoire du

Dr Brent au Massachusetts General Hospital a Bq§totas, Cohen et al. 1996).

Ces molécules inspirées directement des immunoljp@suou des récepteurs des cellules T
présentent un motif peptidique de séquence aléatdoublement contraint (par la structure
protéique des régions entourant ce le motif), forimane boucle exposée a la surface d’'une

plate-forme protéique de séquence constante.

La double contrainte favorise I'exposition de lgioh variable vers I'extérieur (méme pour
des résidus hydrophobes), comme pour les régidesndi@ant la complémentarité (CDR) sur
les immunoglobulines. L'avantage par rapport aurmiumoglobulines est que les aptameres,

facilement manipulables, sont congus pour fonc&or@nl’intérieur de la cellule.

Par rapport a des séquences peptidiques aléatoinesontraintes, ou fusionnées a I'extrémité
de protéines ou molécules plates-formes, la dowdetrainte des régions variables,
véritablement « ancrées », rend les aptaméres maingrables aux protéases et augmente
I'affinité de liaison par réduction de la libertérdormationnelle des boucles variables (Colas
2000).

La plate-forme protéique la plus souvent utiliséela thioredoxine (LaVallie, DiBlasio et al.
1993), choisie pour sa faible taille (12 kD), szbdité et sa solubilité. Mais d’autres protéines
comme la green fluorescent protein (GFP) (Abedipddaro et al. 1998), la nucléase
staphylococcique (Norman, Smith et al. 1999) o&TéV, dérivé de l'inhibiteur de protéase
Stefin A (Woodman, Yeh et al. 2005) ont été utdséNotons aussi que la double contrainte
facilite I'élucidation de la structure tridimensiwglle des régions variables surtout lorsque

I'on connait la structure de la plate-forme comroarga thioredoxine.
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La banque d’aptaméres peptidiques utilisée dansraeaux de thése pour cibler la protéine
A20 du virus de la vaccine a été construite pasdaiété Aptanomics. Pour limiter la
fréquence d’'apparition des codons stop a I'intérabes régions variables, chaque résidu est
codé par le motif NNK ou N = A, T, C ou G et K= Qi lors de la synthese
d’oligonucléotides, insérés par la suite danstieattif de la thioredoxine A bactérienne. Cela
permet le codage des 20 acides aminés en laissartreent une possibilité de codon stop. La
banque fournie se compose de séquences aléatoestcpour des peptides de 8 acides

aminés (complexité théorique de®2®mbinaisons).

Les techniques de double-hybride sont le plus suueenployées pour sélectionner les
aptameéres pour leur capacité a reconnaitre lewtgipes cibles dans la cellule (Geyer and
Brent 2000). Cependant, un systeme « bacterialagispa aussi été utilisé pour sélectionner
des aptaméres contre des anticorps, protéinesraerdés cellules vivantes (Lu, LaVallie et
al. 2003).

B/ LE DOUBLE HYBRIDE

La technique du double-hybride permet l'identifioatd’interactions protéiquas vivo dans
un systeme cellulaire, principalement en levuren Steveloppement est lié a deux

observations importantes.

La premiére est que les facteurs de transcriptimaryotes possedent une structure modulaire
constituée de deux domaines distincts : un domdmdiaison a I'ADN et un domaine

d’activation de la transcription.

La seconde est que ces modules peuvent agir amitéxdans forcément faire partie du méme

ensemble protéique (Brent and Ptashne 1985).

L’idée est de fusionner une protéine dite « appt domaine de liaison a ’ADN et une autre
protéine dite « proie » au domaine d’activatiorfattteur de transcription.
Un gene rapporteur dont le promoteur comporte gésabeurs pour le domaine de liaison a

I’ADN de la fusion appat est également utilisé.
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Si les deux protéines fusionnées sont capablededdigir, les domaines de liaison et
d’activation se retrouvent a proximité et le factde transcription actif est ainsi reconstitué
(Fields and Song 1989). Ce dernier va alors pereédttranscription d’'un gene rapporteur
(figure 10).

La plupart du temps on utilise un gene rapportexotrophique pour permettre la sélection
positive des levures sur milieu sélectif mais égaliet un rapporteur colorimétrique comme le

géeneLacZ pour confirmer la spécificité d’activation du fagtale transcription.

L’appat est la protéine contre laquelle on chergheoler des intéracteurs et les protéines
proies sont en général des protéines expriméeauparbanque d’ADNc ou une banque
d’aptaméres peptidiques dans notre cas.

Difféerents systemes double-hybride en levure oat ddveloppés avec comme différences
majeures la nature des modules transcriptionnelssést I'expression constitutive ou

inductible des protéines proies et les genes ragmar utilisés pour révéler les phénotypes
d’interaction. Le systeme appelé «interaction trapst parmi les plus robustes jamais

développés (Kolonin, Zhong et al. 2000). Ses aspesgentiels sont :

-I'utilisation du domaine de liaison a I'ADN du négsseur bactérien LexA et I'utilisation de

modules activateurs synthétiques tels que B42 di2B1

-'expression inductible par le galactose des @s®us le controle du promotebAL 1

-I'utilisation des genes rapporteurs intégres awpdtiqueLEU2 et du génd.acZ, en amont
desquels se trouve un nombre variable d’opéralenss, conférant ainsi différents niveaux

de sensibilité.

Pour s’affranchir d’une co-transfection fastidiedes plasmides appat et proie, la technique a
eté améliorée par l'utilisation des propriétés dejegaison des levures haploides de type
sexuel différentd ou 8. Chaque type portant soit le plasmide appatleg@tasmide proie, la

conjugaison permet d’obtenir des levures diplofthess lesquelles sont apportées I'appat et la

proie simultanément.
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Lors de la sélection d’aptameres peptidiques, $tesye permet d’isoler facilement a partir de
la colonie positive bleue, le plasmide codant d@ptamére capable d’interagir avec I'appat
et de déterminer rapidement la séquence de sanrégidable. La technique garantit

egalement l'expression correcte et la non-toxidee la protéine appat dans ce systéme

eucaryote (figure 10).

o CONJUGAISON  »
Souche a

Souche alpha

Site de liaison Marqueur de sélection
LexA Ade2 Leu2 LacZ

Site de liaison Marqueur de sélection
LexA Ade2 Leu2 LacZ

\<» Pas de pousse

Bleues sur milieu de sélection+XGal

Figure 10 : Principe du criblage d’aptameéres sur une protéineible par double-hybride en levure.La
protéine « appat » est fusionnée au domaine dmtia ’ADN (DBD) d’un facteur de transcription coma
LexA et les aptameéres peptidiques sont fusionné®eaaine d’activation, dans 2 différentes soucleeskedure
haploide de type sexuel opposé. L'aptamére et&appnt apportés ensemble par conjugaison, prasessu
lequel deux cellules haploides fusionnent pour farome cellule diploide. A I'intérieur d’une levudéloide, si
un aptameére est capable d'interagir avec la pretéppat il y a reconstitution d’un facteur de tcaiption
fonctionnel qui active un ou plusieurs génes rafguos contenant les sites de liaison pour le DBpeetnet la
pousse des levure avec une coloration bleue sigunik sélection.
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C/ LES APPLICATIONS DES APTAMERES PEPTIDIQUES

Nous assistons actuellement a une crise dans tugieité de 'industrie pharmaceutique.
Malgré des investissements phénoménaux sur de kegiMechnologies et de multiples
partenariats avec les entreprises de biotechnaldggéemajors n’introduisent que trés peu de
nouveaux médicaments sur le marché. Le manqueidadieife et la forte toxicité observés
dans les essais cliniques restent les deux cauagmumes d’échec dans la poursuite du
développement de nouvelles thérapeutiques. Ellegepe étre expliquées la plupart du temps
par l'utilisation au préalable de modeles animanadaptés, par la validation insuffisante des
cibles thérapeutiques et parfois par linsuffisaspgcificité des composés sélectionnés.
Généralement pour valider une cible il est d’'usdtpgir sur I'expression protéique ou
génique en cellule ou modéle animal par des tedesigl’invalidation de gene knock-out,
antisens ou ARN interférence, voire méme une suessppn de la cible. Cependant la plupart
des molécules thérapeutiques n'agissent pas syuréssion de leur cible mais sur I'inhibition
d’'une fonction protéique qui ne reproduit pas faneét I'effet de l'inhibition d’expression.
Ces méthodes classiques de validation de cibleonemus adaptées pour s’assurer qu’une

molécule induise a posteriori le phénotype désiré.

Initialement développés pour I'étude des réseaulécntaires de regulation, les aptameres
peptidiqgues sont capables de se lier spécifiquersentune cible protéique intracellulaire
donnée avec la possibilité d’'inhiber sa fonction, g&néral par inhibition des interactions
protéigues, et d’'une maniére proche des pertummtaausées par des petites molécules
chimiques. Les aptameres « décorent » leur ciblseshiant sur différentes surfaces de la
protéine. Le site de liaison d’'un peptide capale@énérer le phénotype désiré représente une
opportunité d’inhiber une fonction particuliere woe interaction clé impliquant la cible.

Les aptaméres peuvent donc étre employés pourevaliec plus de confiance des facteurs
protéigues connus comme cibles thérapeutiques ftes en testant les conséquences
biologiques de leur inhibition intracellulaire.

De plus, avec leur capacité de se lier a differelumaines sur leur protéine cible, les
aptaméres sont capables de bloquer sélectivementackivités distinctes alors que les
approches antisens ou ARN interférence abolissenés les interactions avec lesquelles le

produit du gene cible est impliqué.
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Ces molécules peuvent étre également employéeddslanticorps pour la détection d’'une

protéine cible, et compte tenu de leur excellepigciicité, discriminer des membres trés

proches d’'une méme famille protéique avec de faitedarités de séquence (Colas, Cohen et
al. 1996) ou méme dans quelques cas, discriminsiquirs variants alléliques d’une protéine

(Xu, Mendelsohn et al. 1997; Colas, Cohen et @020

Les aptameres peptidiques peuvent également awoimpact direct ou indirect dans le

développement de nouvelles molécules thérapeutiques

Les aptameéres peuvent étre utilisés tels quels @mrotéines thérapeutiques. Jusqu’a
récemment, un certain nombre d’obstacles technigiaéisassocié a la thérapie protéique dont
l'instabilité métabolique des peptides, leur inaafaa traverser les membranes cellulaires et
leur immunogénicité potentielle.

Des progres ont été réalisés dans ce domaine @adjonkction de modifications chimiques
pour la stabilisation des protéines thérapeutigeede développement de systemes de
distribution.

En particulier les domaines de transduction proeigPDT), consistant en une courte
séquence d'acides aminés fusionnée aux protéin€ésaptbutiques, permettent une
incorporation cellulaire efficace de peptides famubellement actifs (Buerger, Nagel-
Wolfrum et al. 2003).

Ainsi, des aptameéres sélectionnés pour leur capacie lier au domaine intracellulaire du
récepteur EGF et au facteur de transcription StaiB été fusionnés au domaine de
transduction protéique polyarginine, produits erctéae, et sont capables d’inhiber la
croissance des cellules tumoralesvitro (Buerger, Nagel-Wolfrum et al. 2003; Nagel-
Wolfrum, Buerger et al. 2004).

Plus récemment, des aptameres dirigés contre féipeareliée au prion Pgmont été produits
en bactérie sans le domaine PDT puis ajoutés sucalkiles de neuroblastome infectées par
le prion (Proske, Gilch et al. 2002). lls ont pesrdie réduire la formation d’isoformes du
prion pathogene Pg De nombreuses études pré-cliniques sont encaressaires pour

prouver l'intérét des aptaméres comme moléculaspleéitiques.
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Une autre stratégie consiste a identifier et careser les surfaces d’interactions critiques des
aptameres sur leur protéine cible (hot spots) etreddercher des composés chimiques
capables de «casser » ces interactions, dansoifedp mimer I'action biologique des
peptides. L'avantage est que si la surface valm@ame étant critique a la fonction de la
protéine est accessible a I'aptamere, elle le tseésaprobablement a des composés chimiques
capables de se fixer au méme endroit pour décleteneéme effet biologique.

La société Aptanomics (Lyon) a adapté ce principerpnettre au point un criblage haut-
débit de molécules en levure appelé AptaScftéebasé sur le systéme rapporteur & double
luciférase ou « dual luciferase » (Colas 2008). apgameres constituent donc d’excellents
guides pour la découverte de nouvelles moléculésapreutiques inhibitrices d’interactions
protéiques.

Nous avons utilisé cette technologie pour rechercles composés chimiques capable de

casser l'interaction entre plusieurs protéinesaamexe de réplication (projet II).

Les propriétés physiques des aptameres en pagtidalipetite taille des régions variables
insérées dans une protéine plate-forme bien cais@é peuvent étre tres utiles a
I'élucidation de leur structure bioactive tridimérmelle. Sur cette base, les aptameéres
peptidigues peuvent également permettre le dévetoppt de composés thérapeutiques

mimétiques par des techniquesdieg design basé sur la structure.

Une étude récente a méme envisagé la possibilitdiser les aptameres peptidiques pour la
détection de protéines en haut-débit, en méthddenative aux anticorps (Evans, Johnson et
al. 2008). Les auteurs ont prouvé que I'immobii@matd’'une dizaine d’aptameres sur des
biopuces permettait la détection et la quantifaratde protéines cibles dans une mixture

complexe avec une sensibilité de I'ordre de caltpuise pour I'étude d’échantillons cliniques.

Une autre approche originale a consisté a sélewtiodes aptameres non pas pour interagir
avec une cible donnée mais pour leur capacité &@nun phénotype particulier a un

modéle cellulaire (sélection phénotypique). Unlegle dans le but d’empécher la croissance
bactérienne de souches pathogénes a permis paplexdensélectionner un aptameére dont la

cible, identifiee a posteriori, était un facteur deulence, la thymidilate synthase (ThyA)
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(Blum, Dove et al. 2000). Ce résultat confirmetiirét des aptaméres pour le développement

de nouveaux antibiotiques.

En résumé, les aptameres peptidiques peuvent dplgés pour I'analyse fonctionnelle de

protéines spécifiques en cellules, pour identifievalider avec confiance de nouvelles cibles
thérapeutiques et servir de base au développeneenbulveaux traitements. Les aptameres
sont d’extraordinaires outils moléculaires a I'faéee entre la recherche fondamentale et
appliquée et ils contribuent au rapprochement de @eux domaines. L'ensemble des
applications des aptameres peptidiques en rechéocldamentale et thérapeutique décrites

précédemment sont réesumées dans la figure 11.

P
Aptameres peptidiques

Figure 11 : Les applications des aptameéres peptidiquesarerehe fondamentale et appliquée (Y2H : double
hybride en levure). D’apres Pierre Colas 2008.
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D/ LES SUCCES DES CRIBLAGES D’APTAMERES PEPTIDIQUES

La premiére sélection d’aptaméres a été réaliseecta protéine cyclin dependant kinase 2
(Cdk2), régulateur du cycle cellulaire qui contréentrée des cellules en phase S (Colas,
Cohen et al. 1996). Les auteurs ont isolé 14 peptitk 20 acides aminés capables de se fixer
sur la protéine Cdk2 in vitro et affichant desités de liaison de I'ordre du nanomolaire (38
< Kd < 112 nM). Certains de ces aptameres sontbbepal’interagir avec d’autres protéines
de la famille Cdk, ce qui est probablement di adugiae ces peptides se lient a des régions
conservées entre des membres proches de la méniee famtéique. Ces peptides sont
d'autant plus intéressants pour des stratégieshitition qu'ils ciblent des domaines
conserveés durant I'évolution a cause de leur ingmoe biologique. L'analyse fonctionnelle
des aptameres anti-Cdk2 révele qu’ils peuventafément interférer avec la phosphorylation
de I'histone H1, substrat de Cdk2, in vitro, etsaimhiber l'activité de la protéine Cdk2.
Parmi ces peptides, pep8 est capable d’interagmiaeau du site actif de Cdk2 et bloque

l'interaction avec I'histone H1 par inhibition cotgive.

Par la suite des aptameéres peptidiques ont ététiséleés contre une gamme importante de
protéines cibles : en passant par les régulataursyde cellulaire comme E2F1 (Fabbrizio,
Le Cam et al. 1999), ou la Cyclin J (Kolonin andl&y 1998; Kolonin and Finley 2000), des
protéines G et facteurs d’échanges comme Ras (Xulam 2002), ou Rho-GEFDD2
(Schmidt, Diriong et al. 2002), une protéine ambptotique de la famille des Bcl-2 : Nr-13
(Nouvion, Thibaut et al. 2007) un récepteur tyreshinase : EGFr (Buerger, Nagel-Wolfrum
et al. 2003) et méme un facteur de transcripti®TAT3 (Nagel-Wolfrum, Buerger et al.
2004).

Mais les aptameres peptidiques sont particuliéréradaptés pour cibler des facteurs non-
cellulaires comme les protéines virales.

La réplication et la maturation du virus de I'héfmaB (HBV) se déroulent a l'intérieur des
capsides virales nouvellement formées dans le agoe des cellules infectées. Une
sélection d’aptameres a été réalisée pour ciblprdgéine core du virus qui multimérise pour
former la capside virale. L'idée est qu'un aptaméapable de bloquer I'assemblage de la

capside pourrait également bloquer la progressiocydle viral.
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Parmi une série d’aptameéres qui interagissent figpéement avec la protéine coin,vitro, et
en cellules de mammifére, Butz et son équipe datsénné un peptide capable de bloquer la
formation de la capside virale et par conséqueapakle d’inhiber la réplication virale et la

production de viriongn vitro sur cellules de foie (Butz, Denk et al. 2001).

Les tumeurs causées par le papillomavirus humaiRVjH comme le cancer du col de
I'utérus, expriment deux oncoprotéines virale EE&tLa protéine E6 exerce une action anti-
apoptotique, entre autre, en induisant la dégragtiotéolytique de la protéine p53.

Des aptameres peptidiqgues sélectionnés liant lettipes E6 du HPV sont capables de
bloquer I'activité anti-apoptotique de la protégteengendrent une élimination spécifique par
apoptose des cellules cancéreuses positives allopaprirus grace a l'augmentation du
niveau de la protéine p53 (Butz, Denk et al. 2008yenburg, Zwerschke et al. 2001).

Des aptameéeres ont également été générés contreot@ng oncogene E7 de HPV. llIs
induisent aussi I'apoptose des cellules cancérdidmsenburg, Zwerschke et al. 2001).

Ces peptides vont pouvoir servir de modele poureggndes agents thérapeutiques pour

traiter les tumeurs et dysplasies associées as. viru

Cette stratégie de correction du défaut d’apopiteses les cellules tumorales peut étre
étendue a de nombreux cancers en ciblant par demeyes les protéines cellulaires anti-
apoptotiques qui sont surexprimées ou exclusivemgnimeées dans les tumeurs.

Une étude récente démontre que des aptameres tcib&lactivement des mutants

conformationnels de p53 a l'intérieur de cellulema@reuses permet de réduire l'activité de
transactivation du mutant et d’'induire spécifiquai&poptose de ces cellules (Guida, Bisso
et al. 2008).

Il existe d’autres exemples dans la littérature cdblage d’aptaméres contre des cibles

virales :

Des aptameres ciblant la partie N-ter de la pretéihl du virus de la mosaique dorée de la
tomate (TGMV, membre de la famille des geminivirpgjmettent une réduction significative
de la synthése d’ADNh vitro dans un systeme réplicon (Lopez-Ochoa, RamiredePet al.
2006).
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Des peptides sélectionnés par phage display etntitd complexe nucléoprotéine P du virus
de la rage ont prouvé qu’ils pouvaient inhiber éplication viralein vitro sur culture de

cellules infectées (Real, Rain et al. 2004).

Une autre équipe a sélectionné des aptameres aed® aminées contre I'intégrase du virus
de 'immunodéficience humaine de type 1 (HIV-1). peptide a permis d’inhiber I'activité
enzymatique de l'intégrasa vitro et la réplication du virus en culture cellulaites auteurs
ont également prouvé que cet aptamere inhibaitalaoh de lintégrase sur I'ADN. Des
expérimentations de gel filtration analytique oévélé que I'aptamére inhibiteur renversait
I'équilibre d’oligomérisation, de dimeres actifsirdégrase en tétrameéres inactifs (Armon-
Omer, Levin et al. 2008).

Dans tous ces exemples, un ou plusieurs aptamélestisnnés ont montré une capacité a
interférer avec la fonction de la cible en causanfphénotype particulier, aprés expression
(par transgénese) ou introduction (comme protéieesmbinantes fusionnées a des domaines
de transduction protéiques) dans des modeles aiedislou chez 1®rosophile (Kolonin and
Finley 2000).

Dans la plupart des cas les affinités de liaisom $@utes et varient entre 1 et 100 nM et
permettent donc aux aptameéres d’interrompre legantions protéine-protéine de leur cible
ou méme de bloquer le site actif d’'une enzyme. ¢édlente spécificité de reconnaissance et
la forte affinité de liaison suggerent que ces mgt@s ainsi sélectionnés pourraient étre

utilisés a la maniére d’anticorps dans la plupasg théthodes de détection de protéines.

Les mécanismes d’inhibition des aptaméres observéavers ces publications sont divers.
Les aptameéres peuvent soit bloguer directemenint@sctions protéiques clés de leur cible,
se lier & des « hot spots », critiques pour cetainteractions ou inhiber des interactions

protéine-ADN.
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Un mode d’inhibition alternatif a été décrit poaslaptaméres sélectionnés contre la protéine
core du virus de I'hépatite B et I'oncoprotéine @6 papillomavirus. Dans les deux cas, les
aptameres sont capables de séquestrer leur protdime dans des corps d’inclusion
périnucléaire appeléggresomes, ce qui conduit a I'appauvrissement de la ciblengerieur

de la cellule.

D’autres peptides ont été décrits comme activantppqu’inhibant, la fonction de la cible
confirmant ainsi que les perturbations induites Iparaptameres sont tres similaires a celles
causeées par des molécules chimiques, et bien pkiglgs perturbations qui pourraient étre

causées par des méthodes de génétique reverse.

Ces exemples variés de sélections d’aptameéres dé@mbque cette technologie est vouée a

un bel avenir.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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I] INHIBITION DE LA REPLICATION DU VIRUS DE LA
VACCINE PAR DES APTAMERES PEPTIDIQUES

A/ Introduction

La variole a longtemps constitué I'un des pireadbéinfectieux qu’ait connu I'humanité. Le
succes de la campagne d’éradication du virus VI8 et I'arrét de la vaccination par les
pays industrialisés, font craindre une possiblisation de ce virus comme arme biologique.
Du fait de sa forte contagiosité, des faibles mey@érapeutiques disponibles, I'utilisation du
virus de la variole dans un acte terroriste engraiib un désastre sans commune mesure avec
I'utilisation d’autres armes biologiques.

De plus, en cas d’attaque, la vaccination antiligie ne représenterait pas une solution
satisfaisante pour les premieres victimes et pesirpersonnes ayant des contre-indications
puisque le vaccin proposé est source de morbidit® korigine d’'un certain nombre de
complications graves gu'il est nécessaire de traitéaide d’antiviraux.Pour compléter la
seule possibilité thérapeutique antivirale offigejue représente le cidofovir, I'identification
de nouveaux inhibiteurs actifs sur les virus durgamthopoxvirus (dont fait partie le virus de
la variole) est nécessaire.

Les composants viraux plus particulierement ciblégours de ce travail sont les protéines du
complexe de réplication. En effet, les enzymes imougles dans la réplication de I'’ADN viral
des poxvirus représentent des cibles de choix plakgs sont essentielles a la multiplication

virale.

Notre projet consistait a identifier des molécuwapables d’inhiber les interactions protéine-
protéine du complexe de réplication de la vacamegele substitutif au virus de la variole.
Nous avons ciblé plus particulierement la protéik®9 qui est un composant majeur du
complexe et qui interagit physiquement avec 3 jpmegvirales essentielles a I'activité du
complexe de réplication : 'ADN polymérase E9, lanmase/hélicase D5 et l'uracile ADN
glycosylase D4. Le but était de sélectionner degptameres peptidiques » interagissant
spécifiguement avec la protéine A20 et capableshider son interaction avec les autres

protéines virales.
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Les aptameéres sont des peptides de 8 acides-ampinésont exposés a la surface d'une
protéine présentatrice (dans ce travail la protéirfldoredoxine A dE.coli) et sont
sélectionnés a partir d'une banque combinatoirstitoike de plus de 30 millions de peptides

différents.

Cette banque nous a été fournie par la sociéténhisa Aptanomics spécialisée dans la
sélection d’aptameres inhibant I'activité de pnoé&Si oncogenes. La protéine A20 a été
exprimée en levure et son interaction avec deusedepartenaires (les protéines D4 et D5) a
été confirmée. La sélection des aptameéres inteyagfisavec A20 a ensuite été réalisée par
criblage de la banque par la technique du doubleity en levure. Apres confirmation des
interactionsin vitro par GST pull-down, les aptaméres interagissantisgpgement avec la
protéine A20 ont été exprimés de maniere stableutare cellulaire et leur capacité a inhiber
la réplication virale a été évaluée apres infectpar le virus de la vaccine.

Nous avons prouvé qu’'un des aptameéres sélectiqis/2) interagissait avec une région
centrale de la protéine A20 montrée comme critigper la réplication de '’ADN viral. Nous
avons également montré que cet aptamere 72 éfagtblead’inhiber significativement la

production du virus de la vaccinevitro.

55



B/ Publication n°1

Inhibition of vaccinia virus replication by peptidptamers

Laurent Saccucct’ 2 Jean-Marc Crance, Pierre Colas' % Marc Bickle®, Daniel Garin*

and Frédéric Isent

L Unité de virologie, Centre de Recherches du SedécBanté des Armées (CRSSA) Emile
Pardé, F-38702 Grenoble, France.

2 Protein’eXpert SA, zone Minatec Entreprises, %jsacouis Néel BP50, F-38040 Grenoble,
France.

3 Aptanomics SA, 181-203 avenue Jean Jaurés, 69067, Eyance.

*Present address: Station Biologique, CNRS, UPS,28i82e Georges Teissier, 29280
Roscoff, France.

* Corresponding author.
CRSSA, 24 avenue des Maquis du Grésivaudan, BBFD23Grenoble, France.

Tel: +33-4-76-63-68-44 Fax: +33-4-76-63-69-06
E-mail address: Daniel.Garin@wanadoo.fr

Running title: Peptide aptamers against vaccimasvi
Abstract: 182 words
Main Text: 5370 words
Figures: 5

Table: 1

56



GModel
AVE-2450; Nooof Pagac?

Antiviral Rzs2arch oo 2000 oo—om

Contents lists available at SciencaDirect

Antiviral Research

journal homepage: www.elseviar.com/locate/antiviral

Inhibition of vaccinia virus replication by peptide aptamers

Laurent Saccucci®®, Jean-Marc Crance?, Pierre Colas®!, Marc Bickle®,
Daniel Garin®*, Frédéric Iseni®

* Unded devinalagie, Instrur do Racharches Blamédicgles des Arméas. CHESA Emile Pandé 24 gvenue des Maguls du Grésivandan,
EPRT. F-3R702 Grenakle. France

® Protein'eXpers 84, zane Minatec Entreprises, 7 parvis Louls Néel BP50, F- 38040 Grenabie, France

2 fpranowiics 84, 187-203 qenue fagn jaurds, 88007 Lyon, France

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article histary:

Received 4 Decambar 2008

fecatved in revised form 22 |armary 2008
Acrapted 16 February 2009

Arailable anline xoc

A20 protein i 2 major component of the vacginia virus replication complex. It binds to the DNA poly-
merase E9, the uracil DNA glycosylase D4 and the primasehelicase DS, theee proteins that are essential
far viral DNA synthesis The identification of malecules able to interact with the replication complex and
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shown to be important for its function in DNA replication. We next showed that vaccinia virus DNA
synthesis was impaired in cells constitutively expressing peptide aptamer 72 and that virus production
was inhibited in those cells. Thus, peptide aptamer 72 may be-a useful tool for the development of new
compounds specifically targeting poxvirus replication.

Yaast rwa-hybric
Genatic scrmen
Anri-orthoposirus drugs

T 2009 Elsevier BV, All rights reserved.

1. Introduction

Smallpox was eradicated 30 vears ago after a worldwide vac-
cination campaign ceordinated by the World Health Organization
(WHO) {Geddes, 2006}, Since then, vaccination has been stopped
(except for some military and healch care personnel}, which results
in a high proportion of unprotected people in today's population,
This situation raises concerns about the potential use of variola
virus (VARV} az a biological weapon, Indeed, variola virus is listed as
acategory A agent for bioterrorism by the Centers for Diseaze Con=
rrol {CDC) (Lane et al,, 2001 & The fear of an artack using VARY has
stimulated the development of new anti-crthopoxviral compounds
that would be effective in response to a smalipox outhreak.

Up to date, there is no marketed antiviral molecule to treat
poxvirus infection. The food and drug administration (FDA) has
only approved the use of cidofovir {COV), but solely as inves-
tigational new drug application. This nuclecside analogue is an
imhibitor of a broad range of DNA viruses in cell culture {De Clerca,
2003 4 Unfortunately, COV exhibits a number of disadvantages that
would prevent its massive use in case of an orthopoxvirus epi-

= Corresponding author. Tel! +33 4 76 8368 dd; fax: +334 TE53 6006
E-mall address: Danisl-Gari mfwanacoofr (DL Garin).,
' Present address: Statlon Biologlgoe, CNRS, LIPS 2882 Placs Georges Teissisr
26289 Roscoff, France.
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demic: first, it has a poor oral bioavailability and therefore must
be administered by the intravenous route; second it has a sig-
nificant nephrotoxicity and, finally, cidofovir-resistant poxviruses
have been isolated {Andrei et al, 2006; Kornbluth er al, 2008;
Smee et al,, 2002} Recently, 5T-246, a promising new therapeutic
against orthopoxvirus infection has been identified. This molecule,
which can be administered by the oral route, is active against sev-
eral orthopoxviruses such as vaccinia virus (VACY), cowpox virus
(CPXV) and camelpox virus {CMLV) {Yang et al., 2005), 5T=246 was
shown to target the VACV F13 protein, which is involved in the for-
mation of extraceliular enveloped viruses {Blasco and Moss, 1591%
This compound is currently in phase Il clinical trials {Parker et
al., 2008) There is still a need to enlarge the armamentarium of
antiviral molecules active against poxviruses with different and
original mechanism of action. The selection of new compounds act-
ing against different targets could be useful in case of emergence
of drug resistance to the reference anti-poxvirus agents and will be
cucial to rapidly and efficiently respond to a potential smallpox
outbreak.

Orthopexviruses, for which VACV is the prototypical member,
are unique among DNA viruses in that they carry out their repli=
cation exclusively in the cytoplasm of the host cell. Thus, the virus
does not depend on nuclear enzymes, and conseguently encodes
mostif not all the proteins necessary for genome replication {Moss,
2007). Among these proteins, five were shown to be absolutely
gzzential for the synthesis of the ~200kbp viral genome, These
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Fig. 1. Protein-protein Interactions within the VACY replication complaw (A)
Schematic mprReentation of the VALY replication complex. ES: DNA polymarass,
Dd: wracil DA glycosylasa, DS: Primase Halicase. A20 which has no known enzy-
matic activity interacts with ES, Dd and 05 {B) A2D interaction with Dd and DS
i yeast nwvo-hybrid, ME210a yeast calls ware co-transformad with pSH18-34 and
pEC2OZ-A20. ME210g ywast calls were transformad with pWiP2 vectors exprassing
Le-B112 and DE-B112 Aftar marng, the diploid yeasts warz plated onto Ura-.Hiz—,
Trp=, galactose raffinoss plate containing ¥-gal. After 3 days incubation, the plars
was scannad. 10 M: paptide aptamarthat interaces with Cdk2 { Oolas st ai_, 20007 £5
peptida aptamar randomly picked from a library Empry: pEG202 wector| e wit hout
AOR gansl

are ES, the catalytic subunit of the DNA polymerase, DS, a DNA-
independent nucleoside triphosphatase (MTPase) that contains a
helicase domain {Boyle et al, 2007) and a primase activity {De
Sitva et ak, 2007}, the uracil DMA glycosylase D4, the protein kinase
Bl (Traktman et al, 19B9) and the A20 protein, The latter pro-
tein has no known enzymatic activity but plays a major role in
poxvirus replicarion. A20 in complex with D4 was recently shown
o form a heterodimeric processivity factor for the viral DMNA poly-
merase (Stanitsa et al., 2006 Through its direct interaction with
ED {Klemperer et al, 2001 ), it probably serves as a bridge berween
D4 and the DNA polymerase, Yeast nwo-hybrid experiments have
also revealed thar AZ0 interacts with D5 and HS, a protein involved
in transcriprion elongation {Cresawn and Condit, 2007; Ishii and
Moss, 2002; McCraith et al, 2000y Thus, A20 is a central com-
ponent whose role is likely to form andfor stabilize the DNA
replication complex { Fig. 1A} The discovery of molecules able to
inhibit the function of A20 within the replication complex could
represent a relevant strategy o ganerare new compounds against
orthopoxviruses,

Peptide aptamers are combinatorial protein molecules designed
o inhibit the function of target proteins in living cells { Colas et
al., 1996}, They consist of conformationally constrained random
=guence peptide loops displaved by a platform protein tike the
bacrerial Thioredoxin A {TrxA) protein (Colas, 2008; Hoppe-Seyler
& al, 2004} Once expressed intracellularly, peptide aptamers can
inhibit the function of their targer proteins by interfering with pro-
tein interactions or by inhibiting their enzymatic activity, Peptide

aptamers are selected, against the protein of interest, from coms-
bimatorial expression libraries using screening rechnigues like the
yeast two-hybrid system {Geyer and Brent, 2000). A number of
reports have described the selection of peptide aptamers targeting
wviral proteins such as the hepatitis B virus core protein {Butz et al.,
2001}, the tomato golden mosaic virus AL1 protein {Lopez-Ochoa et
al, 2006} and human papillomavirus E6 and E7 oncoproteins {Butz
eral,, 2000: Navenburg eral, 2001 % Inall these studies, the selecred
peprides were able to interfere with the viral life cycle. Therefore,
the peptide aptamer technology is-a useful tool to validate thera-
peutic targets (Baines and Colas, 2006

In this study we report the selection of peptide aptamers
directed against VACV A20 protein, We show that one of the
aptamers is a strong inhibitor of viral DNA synthesis and is able
o inhibit virus production in cell culture. Interestingly, this pep-
tide interacts with a domain of A20 that was previously shown to
be critical for its function in DNA synthesis (Ishii and Moss, 2001;
Punjabi et al., 2001},

2. Materials and methods
21 Materals

The yeast strains and yeast two-hybrid plasmids used in this
gudy were supplied by APTANOMICS {Lyon, France) and described
in detail elsewhere (Bickle et al,, 20083

22 Plasmid constructions

pEG202-A20 plasmid was constructed by PCR amplification of
the AZ0R gene from VACV {Copenhagen strain} DNA using the
primers 3-CTGGAA TTCATG ACTTCT AGC GCT GAT TTA AC-3 and
5'-=CCACTCGAC TCACTCGAATAATCTTTT TTT GACATC-3' that con-
@in an EcoRl and a Xhol site, respectively, The PCR fragment was
cleaved and ligated into the EcoRl/Xhol-cleaved pEG202 plasmid.

pW2-D4 and pWP2-D5 vectors were constructed in the same
way using the primers 3-TCT GAA TTC ACC ATG AAC TCA GTG ACT
GTA TCA CAC G-3' and 5'-CTC CTC GAG ATA AAT AAA CCCTTG AGC
CCAATT TAT A-3', 5'<TCT GAA TTC ACC ATG GAT GCG GCT ATT AGA
GGT AAT G-3' and 5'-CTC CTC GAG CGG AGA TGA AAT ATC CTC TAT
GAA TAT-3, respectively. After digestion, the PCR products were
cloned into the EcoRl{Xhol-cleaved pWFP2 vector.

pEG202-A20 1-150, pEG202-AZ0 1-176, pEG202-A20 1-203,
pEG202-A20 1-227 pEGZ02-A20 1-327 vectors containing trunca-
rions of the A20R gene were constructed using the forward primer
5'-CTG GAA TTC ATG ACT TCT AGC GCT GAT TTA AC-3' and reverse
primers 5'-CGA CTC GAG TCA ATT AAC TGG AGA CTG ATATIT TG-3
{A20 1-150): 5'-CCA CTC CGAG TCA AAA TAA TGT GTC TTC CTC TAT
TIC-3 (A201-178), 5'-CCACTC GAG TCATCC CAACTT AATATACGA
TATGG-3'{A201-203), ¥<LCA CTC GAG TCAACG ATCTAC CTT GAT
GGA CTC-3' (A20 1-227), 5'-CCA CTC GAG TCA CTC ATT AAT ATC
TAA TTT ATT AG-3F {A20 1-327). The cleaved PCR fragments were
ligared into the EcoRlfXhol-cleaved pEG202 plasmid.

pGST(TrxA/aptamers vectors were obtained by PCR amplifica-
tion of the TrxA/aptamer sequence from pWP2 plasmid using the
primers 5'-CGA CAC CGA CGT GCT GAA GGC C-37 and 5-GCT TGG
{CA CGG TCA GCT TGC C-3', The amplified product was introduced
into a Rsril-cut pGST2TrxA plasmid by homologous recombination
in yeast as previously described {Abed et al., 2007}

23, Twashybrid scregring of the peptide apramer {ibrary

The randomized eight amino-acid peptide aptamer library
onstructed in the pWP2 vector was supplied by AFTANOMICS.
B00ml of MB210a yeasts were transformed with 100 g of pep-
tide aptamer library and 1.5 x 10° mansformants were obtained.
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MB22 6o yeasts were co-transformed with pEG202-A20 and pSH18-
34 {bearing a locZ reporter gene), The yeast rwo-hybrid selection
was performed essentially as previously described (Bickle et al.,
200E); 2 = 107 diploid exconjugants were obtained {Le, 33% mat-
ing efficiency). Diploids were plated onto Ura~His~Trp~Leu~Ade~
galactosefraffinose plates and incubated for 7 days at 30°C
Mates were then replica-plated onto Ura~His™Trp~ X-gal galac-
ose/raffinose, Clones that grew in the absence of leucine and
adenine, which possessed a P-galactosidase activity, were picked.
Library plasmids were recovered and re-rransformed into EGY4 8
yeasts. The interaction phenotyvpes were confirmed by mating
aszays with EGY42a yeast strains co-transformed with pEG202-A20
and pSH18-34. The apramer genes obrained from positive clones
were sequenced.

2.4 Interaction mating assay in yeast

MB210a yeasts were co-transformed with pSH18-34 and
pEG202-A20 {or pEG202-AAZ0 constructs). MB210a yeasts were
mansformed with the pWP2 vectors {coding for D4, DS or pep-
tice aptamers). The two haploid yeast strains were streaked across
plates as horizontal or vertical lines on yeast rich solid medium
{YAPD), The diploid exconjugants formed by mating at the intersec-
tions were replicared onto Ura~His=Trp~ galactose/raffinose plates
mntaining X-gal {to detect activation of the loc? reporter gene) and
incubated for 3 days ar 30°C.

2.5 Expression af A20 in insect cells

To produce the AZ0 protein in insect cells, a recombinant
baculevirus carrying the A20R gene was built according to the
manufacturer's instructions {Bac-to-Bac Baculovirus Expression
System, [nvitrogen, Carlsbad, CA). Briefly, the VACY AZ0R gene
{Copenhagen strain} was cloned into the pFastBac™HT A vector.
The construct was used to transform competent DH 10Bac™ E coli
cells { Invitrogen, Carlsbad, CA}. A recombinant bacmid DNA con-
taining one copy of the A20R gene was recovered and transfected
into 5f9 cells {Invitrogen, Cat, Mo, 11496-015), The recombinant
viruses produced inthe cell culture medium were used to obtain a
high titer viral stock. For AZ0 expression, 7.5 » 107 S(21 cells{Iavit-
rogen, Cat. Mo, 11497-013) in suspension were infected at an MO! of
5PFU/cell for 72 b in 5£-000 Il SFAM medium (GIBCO, Auckland, NZ).
Infected cells were resuspended in 10 mlof kysis buffer [20 mM Tris,
pH 7.5, 150 mM MaCl, 2 mM beta-Mercaproethanol, 0.01% Tween20,
protease inhibitors {Complere EDTA=free, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany}, and 2.5;.|.gml" DiNase [ (Sigma Chemical
Co., 5t. Louis, MO}], sonicated 3 times 1 min on ice and centrifuged
at 15,000 x gfor 153 min. Protein extract wasthen resolved ona 12%
505-polyacrylamide gel electrophoresis (S05-PAGE). The expres-
sion of A20 {that carries an N terminal & His-tag) was detected by
Wesrern blor using the Penta-His Antibody (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany! at a 1:2000 dilution,

2.6, GET pull-down

TrxAlaptamers were produced as glutathione S-transferase
{GST) fusion proteins in BL21 {DE3} E. coli strain. Protein expres-
sion {from a 20 mi culture) was induced with 0.5 mM of isopropyl
thiogalagtopyranoside (IPTC) for 16h at room temperature, Bac-
teria were pelleted, resuspended in 1ml FBS 1x and sonicated
three times 1 min on ice. One per cent Triton X-100 was added
and afrer a 30 min incubation on ice, the lysates were clarified by
eentrifugation at 12,000 x g for 10min, Extracts were then incu-
bared with 45 pl glutathione sepharose 4B {Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden) at room temperature for 30min on a rotating
wheel. The beads were washed three times with 1 ml of PBS 1x

and incubated with B0O p| of cell extracts from S£21 cells overex-
pressing the His-tagged A20 {see above)for 2h ar4 °Con a rotating
wheel, The beads were washedthree times with 1 mlof wash buffer
{20mM Tris, pH 7.5, 500mM NaCl, 2mM beta-Mercaptoethanol,
001% Tween20) and resuspended in 45 .l of Laemmli buffer 2x,
The retained material was loaded on a 12% SDS-PAGE and analyvzed
by Western blot using the Penta-His Antibody for A20 detection and
anri-glutathione S-transferase anribody (Sigma Chemical Co., St
Louis, MO} at a 1:1000 dilution for TrxA/apramers detection, Anti-
mouse or anti-rabbit HRP-conjugated immunoglobulin was used
as secondary antibody followed by chemoluminescent revelation
fAmersham GE Healthcare, Buckinghamshire, UK):

2.7. Production of scabie cell lines

Stable integration of CAT and TrxAfaptamers in 293 cells was
accomplished according to the manufacturer’s Fip-in System proto-
col {frvitrogen, Carlsbad, CA). pcDNAS/FRT/TrxA-aptamers vectors
were constructed, first, by subcloning the TrxA-aptamer genes
from pGST/TrxA/aptamer constructs into the Xhol/Motl-cleaved
pPERR=IMCS vector { Pamonsinlapatham et al, 2008), TrxA=-aptamer
genes were then subclonedintothe Xhol/Mhel cleaved pcDNAS/FRT
vector. Flp-In™-293 cells {Invitrogen, Carlsbad, CA} containing
stably integrated pFRT/lacZeo {with the yeast FRT recombination
site) were co-transfected with pcDNAS/FRT/TrxA-aptamers {or
pcDMAS|FRT/CAT and pOG44, aplasmid expressing the & cerevisiae
Flp recombinase, Stable cell lines were then selected by growth in
100pg mi~! hyeromycin {Sigma Chemical Co., 5t. Louis, MO).

2.8, Ceil Ivsis and detection of Ted/aptamers

Confluent 293 cell cultures expressing the peptide aptamers
were washed twice in cold PBS 1x and lysed in 1 ml cold lysis
buffer |20 mM Tris-HClpH 7.5, 150 mM NaCl, 1% {v/v) NP40 and pro-
tease inhibitors cocktail {Complete EDTA-free, Roche Diagnostics
CmbH, Mannheim, Germany}| for 10min on ice. Insoluble debris
were removed by centrifugation ar 12,000 = g for 10 min. For West-
ern hlot analysis, protein extracts were boiled for 5min in Laemmli
buffer and separated on a 15% SD5-FAGE. The proteins were elec-
trotransterred onto @ 0.2 wm nitrocellulose membrane {Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). The TrxA/aptamer fusion proteins were
detected using the Thio-probe (K-20): sc-801 antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA)L

28, Virus and infecrions

Twenty-four-well plate containing 293 cellsexpressing the pep-
tide aptamers (or CAT} were infected with VACY (WR strain, ATCC
VR-119) at an MOI of 0,001 PFU/cell in DMEM supplemented with
Q4% (vjv} fetal calf serum at 37°Cin a 5% €0y atmosphere, Cells
were harvested at the indicared rime points (7, 24, 30, 48, 54, and
72 hipiy. The virus yield was determined by virus titration in 56-
well plates of Vero cells {ATCC CCL-B1). Titration was performed
with serial fourfold dilutions of the samples and the viral titer
was expressed in CCIDspml=" {Ferrier et al., 2004} Three sepa=
mte experiments were performed, and each sample was titrated
inquadruplicate.

210, Quantification of viral DNA synthesis

283 cells expressing the peptide aptamers (or CAT) were infected
with VACV (WR strain} at an MOl of 3 PFU/cell, At 2 hpi, cells were
washed rwice and supplemented with fresh media. Cells were har-
vested at the indicated time points and total DNA was isolated
using the QlAamp DNA Blood Mini Kit {Qiagen GmbH, Hilden, Ger-
many) according to the Manufacturer's instructions. Amplification
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of the VACY AZ7L gene by real-time PCR was performed using the
pimers 5'-CAA CGA CTA ACT AAT TTG GAA AAA AAG AT-3' and 5'-
GCC AGA GAT ATC ATA GCC GCT -3 and the A27L gene specific
probe 5'<TTT TCC AAC CTA AAT AGA ACT TCA TCG TTG CGT T-3'
in an Applied Biosystems Prism 7000 505 instrument with v L1
software (Scaramozzino et al., 2007}, Reactions were carried out in
20 plusing the TagMan gPCR Mastermix Plus (Eurogentec, Seraing,
Belgium}, 0.3 uM of each primer, 0.2 M of TagMan probe and 5 pl
of extracted viral DNA {or 5 pl of serial 10-fold dilutions of pVACY-
A27Lsrandard plasmid ), Thermal cycling was performed as follows:
2min at 30°C, 10min at 93°C followed by 40 cycles each of 95°C
for 155, followed by 50°C for 60 5. All PCR runs included negative
ad positive controls and all samples were assayed in triplicate.
Mormalization of the DNA guantity to GAPDH was performed using
specific GAPDH primers and probe from the TagMan GCAPDH control
reagents kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) according to the
Manufacturer's instructions. Correlation values of standard curves
were always »09%,

211. Sratistical analysis

Significant variations of quantitative data were calculared using
the two-tailed Student’s t-test | P« 0,05: statistical significance’.

3. Results
1. Prorein inceractions within che VACY repiication complex

A20 is a major component of the WACW replication complex that
physically interacts with three other essential proteins involved in
viral DMA synthesis {Fig. 1A In order to isolate peptide aptamers
mrgeting A20 we used an improved yeast two-hybrid peptide
aptamer screen { Bickle et al., 2006). As a preliminary experiment,
we wanted to verify thar A20 fused to the DNA binding domain of
LexAwas well expressed in yeast. Amating interactionassay shows
that AZ0 exhibits a strong interaction phenotype with D4 and toa
lesser extent with D5, confirming that A20 is indeed expressed in
its mative conformation in this yeast two-hybrid system (Fig. 1B}
Both AZ0 interaction phenotypes with D4 and D5 are specific, since
no interaction is detected with peptide aptamer 100, selected to
bind to the cell cycle regulator Cék2 {Colas et al, 2000}, or with
pepride aptamer C5, randomly taken from a library. The differential
strength of the interaction phenotypes observed between A20/D4
and A20/D5 is in agreement with previous data obtained in yeast
using the GAL4 two-hybrid system {Ishii and Moss, 2002 ),

12 Two-hybnd screening of the pepride apramer library

Pepride aptamers targeting A20 were selected from 3 ran-
domized library of eight amino acid long peprides displayed ar
the surface of a modified £ cofi thioredoxin A protein (Bickle et
al., 2006} Haploid MB226a yeasts, co-transformed with pEG202-
A20 and the locZ eporter plasmid pSH1B-34, were mated with
WE210a yeasrs transformed with the library in which TrxA/pepride
apramers are fused rothe B112 rranscriptional module (Bickle eral.,
2006 From 2 = 107 transformants, 11 clones expressed a peptide
aptamer showing an interaction phenotype with A20. The interac-
tions between the 11 peptides and A20 were reconfirmed using
dfferent yeast strains (iLe. by mating ECY48u yeasts expressing
peptide aptamers with EGY42a yeasts expressing A20) (data not
shown).

33. Interactions between A20 and peptide optamers in vitro

The interaction between the selected peptide aptamers and
AZD was then tested, in vitro, in glutathione S-transferase (G5T)
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Fig. 2. In vitro Interactions berwssn A20 anc peprids aptamers. TreA/Aptamars
rA-Apr)weme fussd to GET and sxpressad inbacteria. Fusion proteinswera immo-
bilized on glutathione s2pharose 46 beads and incubated with cell exmcis from
21 cells overaxpressing the His-taggad A0, After washes, the miainad complexes
were analyzed by Westarn blor using anfi-Hizs and anni-G8T antibodies for A20and
TrxAfapramers dafacrion, respectively TryA: thioredooin A without paptide. Apt Cr:
unrelatad peptids apramer usac as nagative control. Input: cell lysate from S22 1 calls
axprassing His-A200

pull-down experiments. Bacterially expressed TrxA/aptamer fused
o GST were immobilized on glutathione beads and incubated
with an extract from insect cells expressing A20. The retained
marerial was loaded on a 12% SDS-PAGE and analyzed by West-
ern blor (Fig. 2} This experiment was repeated several rimes
ad aptamers 15, 38, 60, 72 and 79 reproducibly pulled down
A20 from the cell extract. We also noticed that peptide aptamer
72 {and to a lesser extent peptide aptamer 60) pulled down
A20 with a better efficiency than peptide aptamers 79, 38 and
15. The remaining six peptide aptamers did not interact with
A20 expressed from insect cells in this assay {data not shown )
Overall, the results obtained with the pull-down assay and with
the yeast two-hybrid analvsis led us fo conclude that the rela-
tive interaction strength between A20 and peptide aptamers are
= follows: A20-Apr72 » A20-AptE0 » A20-Apr 79 » A20-Apr38 and
A20-Apt15 (Fig. 2 and Table 1}

The sequences of the variable regions of peptide aptamers 72,60,
79, 3B and 15 {inserted in the active-site loop of TrxA) are shown
in Table 1. While peptides 15 and 3B do not show any similarities
with the orher peptides, peptides 72, 60 and 79 share common fea-
ires, Peptides 60 and 72 are enriched in positively charged amino
acids (50% and 37X, respectively), A BLAST analysis against avail-
able viral databases revealed that peptide 72 exhibits sequence
similarity with VACV A4T protein {see Section 4.

34, Mapping of peptide aptamer binding sites on A20

In order to determine the A20 domains that are recognized by
peptide aptamers, a yeast interaction mating assay was performed
berween peptide apramers and various C<terminal deletion con-
structs of A20 (Fiz. 3AL In this experiment, D4 protein was used
m validate the expression of A20 truncations. Indeed, D4, known
m interact with the first 25 amino acid of A20 (khii and Moss,
2002), shows a strong interaction phenotype with all A20 dele-
tion constructs tested (Fig. 3A) Since the interaction phenotypes
chserved with construct AA 1-227 are at least as strong as those
chserved with the full length A20 protein, we conclude that the
AZ0 C-terminal region comprised between AA 227 and AA 426 is

Table 1
Eaguences of peptide aptamear varable regions.

mer A0 int=raction Wariablz reglons

TraA-RQLVLETR-TraA
TravA- RHM MIARR-Tred
TrA-GALILRGV-TreA
TreA-EALMWEGE-TreA
TraA-GPWEVWEP-TrxA

E'-Uitef@:i.g

Ehg s

TrwA: thioraconin A
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Flg. 3. Mapping of peptide aptamer binding sites on AZ0. (A) A yeast two-hybrid
mafing assay was performad using full length A20 and C-tarm rruncated mutants
(rnumbers onthe right indicatad the =gion of A20 that |s axpressad) as baits and
Feptic'=ap|:amer='."2 B0and 79 as preys. Dd, which interaces with the first 25 A8 of
A20 (Ishii and Moss, 2002) was usad as a posithe interaction control. (B ) Location of
binging sites on A20. The arrows and aming-acic numbers ingicate the binging sit2
of D4, H5, D5 { hii and Moss, 2002 and paptide aptamers on A0,

not required for binding of peptide aptamers 72, 60 and 79, No
interaction phenotypes are observed with the construct AA 1-176,
therefore we conclude that the interaction site of pepride apramers
involve key residues located between AA 176 and 227. However,
we cannot rule our that region 1-176 contains residues thar also
contribute to the interaction. Although peptide aptamers 15 and 38
bind to full length A20, we did not detect any interaction pheno-
wpe berween these apramers and the A20 deletion mutants (data
not shown . This is probably due to a weaker interaction between
these aptamers and A20or to the facr that they recognize a region
located in the last 100 AA of the protein, The interaction sices of D4,
03 and H3 on AZ0 have been previously mapped (Ehii and Moss,
2002} D4 and H5 interact with the very N-terminus of A20, while
D5 binds to a central domain, between amino acids 227 and 250,
Thus, ourresules indicate thar pepride aptamers 72, 60 and 78 inter-
act with adomain that is adjacent {but not overlapping) to the DS
binding sire {Fig. 36

3.5, Inhibirion of VACY DNA synthesis by pepride apramers

We then wanted to determine whether VACV DNA synthesis was
inhibited in cells expressing peptide aptamers We decided to test
the potential inhibitory effect of rwo pepride aptamers: peptide
aptamer 72, which exhibirs the highest apparent binding affinity
for A20, and peptide aptamer 38 whose A20 interacting domain
remains unknown, Stable 293 cell lines that constitutively express
these peptide aptamers were obtained together with a control cell
line producing the scaffold TrxA protein withour inserted peptide.
Fig. 4A shows that the three cell lines produce similar amounts
of the expected proteins with an apparent molecular weight of
~10-12 kDa. Peptide aptamer expressing cells were infected with
WACV at an MOI of 3 PFU/cell, Viral DNA synthesis was then quan=
tified by real-time PCR at 3, 5, 7, 8 and 12 h post-infection (hpik
Fig. 4B shows that n cells expressing the control TrxA, the level
of viral DNA produced over time is higher than in cells expressing
the peptide aptamers. A notable reduction in DNA synthesis was
obsarved as early as 7 hpi for peptide aptamer 72 and 9 hpi for pep-
ride aptamer 38. The inhibition is then maintained up to 12 hpi, the
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Fig. 4. Inhibition of VACY DMA synrhesis by peptice apramer= (A) Lysa=s from
stable 293 calls lines axpressing TreAl TreAlaptamars (38 and 721 and CAT weme
loaded on a 15% SD8- PAGE and electrotransfzrred on a nitrocellulose membrans.
Exprassion of Trad apramears was detact2d with an ant- T antbody A molecular
weight marksr is shown on the left. ® ingicamss a c2llular prot2in that cross-Racts
with the anti TeeA antibody (B) 283 calls stably sxpressing Tood, and TrAlaptamers
38 and 72 weare infacred with VACY (WH strain) at an MOl of 3 PRUfoal L Calls were
harvestad at the indicsted time points; VACY ONA was axtractad and guantifisd
by r=al-time PCR wsing primers specific to VACY AZTL gens. Results ame exprasssd
&5 copy number of viral DNA relative 1o GAPDH and reportad a5 mean+ 5.0 from
thre= samples. *Significant differences compare to the TraA control: Smdent’s -
125t; Po 0005, Thesa axperimeanits were performac nwice with comparable results.

last time point rested. We reproducibly noticed that the inhibitory
activity is statistically stronger (at 9 and 12 hpi) in cells expressing
peptide aptamer 72 than in cells expressing peptide aptamers 38
(Student’s t-test: P< 0.05). Thus, the expression of peptide aptamers
72 and 38 induced a significant inhibition of VACY DNA synthesis
{75% and 40%, respectively, at 12 hpi}, suggesting an efficient intra-
cellular targeting of A20 by these peptide aptamers and confirming
the essential role played by this proteinin viral DNA replication.

3.6 inhibirion of VACY growth by peptide aptanners

We next investigated whether viral DNA synthesis inhibition
was correlared with a reducrion of virus production in peptide
aptamer expressing cells infected with VACV, Stable 293 cell lines
were infected at an MOI of 0,001 PFU/cell and virus vield was guan-
tified at different time peints up to 72 hpi. The results, shown in
Fig. 5, indicate that from 24 hpi virus replication in cells express-
ing peptide aptamer 72 is significantly reduced {>75% from 32 hpi)
in comparison with the virus yield obtained in TrxA-producing
cells {Student's t-test: P<0.05). However, in cells expressing pep-
tide aptamer 38, production of infectious virus isless inhibited and
only significantly at 4B and 72 hpi,

4, Discussion

The A20 protein plays a major role in VACV DNA replication,
It is a central component that interacts with the DNA polymerase
ES and two others partners, D5 and D4 with which it forms the
heterodimeric processivity factor for the viral DNA polymerase
{Stanitsa et al, 2006} The four above-mentioned proteins are
essential for DNA synthesis and share 98% sequence identity with
the corresponding variola proteins. Thus. the identification of
molecules that specifically targer the VACV replication complex
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could be relevant for the design of new anti-orthopoxvirus drugs in
case of a smallpox curbreak. In this study we have useda yeast two-
hybrid screen to select B-mer pepride aptamers that specifically
interact with AZ0, From yeast two-hybrid interaction assays against
different truncated forms of A20, we demonstrated that thres pep=
ode aptamers (peptides 72, 60, and 79) interact with a central
domain of this protein berween AA 176 and AA 227 This region
does not correspend to the D4 and HS binding domain {located
at the A20 Nsterminus extremity) {[shii and Moss, 2002) and is
adjacent o {but does not overtap with} the D3 interacting domain.
Since the ES-binding site{s] on A20 has not been mapped yer, we do
not know whether these peptide aptamers compete with the DNA
polymerase for a common binding site on A20.

When the seguence of peptide aptamer 72 (RQLVLRT R} was
aligned againstavailable viral databases, itappeared toshare a cer=
ain degree of identity with the sequence of VACY A47 protein: ¥R
QLILR'? [Vandibeing two close aliphatic residues). Furthermore,
both seguences are flanked by Proline residues. suggesting thatthe
A47 sequence may be exposed in a loop at the surface of the viral
procein, A47 (28 kDa), as AZ0, is expressed early afrer VACV infection
(as predicted from its gene promoter sequence) but its function in
the virus life cycle remains unknown, Recently, a CD8* Tcell epitope
on A47 wasidentified and characterized { Machew et al,, 2005} The
sequence similarity between Ad7 and peptide aptamer 72 suggests
that A47 may interact with A20. Unforrunately, we were not able
m detect an interaction phenotype between A47 and A20 in a veast
nwo-hybrid assay. However, this negative result could be explained
by a poor expression level of the A47 two-hybrid construct and|or
by a misfolding or mislocalisation of the fusion protein. Moreover,
in our hands, A47 was poorly expressed in bacteria as a GST fusion
protein.

Viral DMNAsynthesis was impaired incells constitutively express=
ing peptide aptamer 72. This inhibition correlates with a decrease
in virus production in those cells {Figs. 4 and 5} Although the
inhibitory activity of Apt 72 in the virus yield assay is weak, it was
significant and reproducible, One reason that may explain the low
inhibitory effect of this aptamer isits limited expression in the sta-
ble cell line, Furthermare, the level of peptide aptamer exprassion

may be decreased upon virus infection since VACV is known to shut
off host protein synthesis {Moss, 2007}

Ourresultssuggest thar peptide apramer 72 binds roa domain of
A20 that is critical for its funcrion in viral DMNA polymerase activity,
Interestingly, two independent reports hightighted the impertance
of this domain of A20 ({Ehii and Moss, 2001; Puniabi et al,, 2001)
Using an approach in which clusters of three or four charged
residues are changed to alanine {Le. clustered charge-to-alanine
mutagenesis), mutants of A20 were generared. Recombinant VACY
viruses carrying the mutated AZOR gene were then recovered and
tharacterized, Strikingly, several recombinant viruses containing
mutations in the region between AA 167 and AA 227 of A20 could
not be rescued suggesting that these particular mutations are lethal
o the virus (khii and Moss, 2001: Punjabi et al, 2001). [n con-
rast, other recombinant viruses with mutations either at the N-
or C-rerminus of A20 were viable. Overall, these results and our
datadelineate a region of A20that is critical for its funcrion in DNA
polymerase activity,

Peptide aptamer 72 is enriched with positively charged arginine
esidues suggesring that its interaction with the highly (mainly}
regatively charged domain of A20 may be electrostatic, Further
experiments will focus onthe precise mapping of the apramer bind-
ing surface of AZ0, by an AptaPrint approach { Famonsinlapatham
et al., 2008}, Pepride aptamer 72 provides a promising tool for the
discovery of new compounds targeting specifically the poxvirus
replication complex. It could itself be developed as a therapeutic
molecule, Indeed, by fusing the thicredoxin scaffold to a pro-
tein transduction domain, consisting of nine arginine residues,
peptide aptamers can be introduced into cultured cells and can
inhibit their protein targets {Borghouts eral, 2008}, Alternatively,
pepride apramer 72 could be used as guide for the discovery of
=mall molecules through a yeast owo-hybrid peptide aptamer dis-
placement screening assay (Baines and Colas, 2006} Developing
inhibitors that bind to a precise domain of a protein involved in
ONA synthesis may represent an alternative to the more classical
screen for inhibitors of the viral DNA polymerase activity,

Acknowledgements

We thank Olivier Moncorgé and Marc Le Breton (Aptanomics,
lyon, France) for the construction of the B-mer peptide apramer
library, We thank Corinne Rothlisberger for excellent technical
xsistance and Rob Ruigrok and Livia Merendine for critical read-
ing of the manuscript. This work was supported by research grants
from the Service de Santé des Armées, the Délégation GEnérale pour
FArmement, the ARAMI association and the GenHomme network.

References

Abag, M. Bickla, M. Mari, B, Schapira, M. Sanjuan-Espana. K-, Robbe Sarmesant,
K. Moncorgs, O, Mouradian-Garcla, 5., Barbry, P Rudkin, BB, Fauvargue. MO,
Michaud-Samet | Colas, P, 2007 A comparative analysis of perurbations causad
bir 2 gene knock-out, 2 Sominant negative allzle, and 2 sat of paprids aptamars
Mol =1l Proteomics &, 2110-2121

Andrai, . Gammon, DB, Ftan, B, De Clereg, B, Opdenakker, . Snoack, Ko Evans,
LLH. 2005 Cidofovirmesista noainvaccinia virus is linkad todiminished virulence
in mica. |. Vimol. 80, 8381-4401.

Eeinas, LT Colas, P, 2008 Peprigs aptamers as guidss for smal-maolacule drug
disoovery. Drug Discov. Today 11, 334-341

Bckle, MLE. Dusserme, £, Moncorgs, O, Bottin H-, Colas, P 2004 Selaction and char
actarization of largs collections of paprids aptamers through optimizad yeast
two-hybric procedures. Mat. Protoc. 1, 10651081

Hasoo, B Maoss, B, 1991 Extracsllularvaccinia virus formation and call-to-cal | virus
transmission a2 prevented by dzletion of the g2ne encoding the 37,000-Daltan
outar envelope protain ). Virol. 65, 5910-5820,

Borghouts, £, Kunz, £, Deliz, N_ Groner. B_ 2008 Monomearic recombinant paptida
aptamears are reguired for efficient Intracellular uptake and tare=t inhibition.
Mol Cancer Res. 5, 267-281L

Eoyle, KA Arps, L Trakiman, I 2007 Blochemical and genatic analysis of the vac-
cinia virus &5 protzin multimearizaton-depandant ATPass activity iz requird
1o suppart viral DNA meplication |, Virol 81, B44-858.

doi:101016/i antiviral 2008.02.191

Please cite this article in press as: Saceucci, L, et al., Inhibition of vaccinia virus replication by peptide aptamers. Antiviral Res, (2009},

62



GModel

AVR-2458) Nouof Pages?

L Saccucci et al. / Anrivinal Resagnch o (2000 | aex—xxx

Butz, K., Denk, C, Ftscher B. Crokovic-Martens. I Ullmann, A Schrodarn CH.
Hoppa-faylar, F, 2001 Paptide aptamers targeting the hepatitis B virus corz
protein: 2 new class of malecules with antiviral activity. Oncogene 240, 6578-
6586

Butz, 1, Denk, £ Ulmann, A Scheffher, M. Hoppa-Savler, £ 2000, Induction of
apoptosis in human papillomaviruspositive cancar calls by paptids aptamers
mrgating the viral ES oncoprotein. Proc Matl. Acad Sci. USA 97 5693-
56T

olas, P, 2008, The elavan-year switch of peptice aptamers. | Biol. 7. L.

olas P Cohan B, |2ssen, 1. Grishina, |, Mooy, | Brent, B 1908 Ganaticsalection of
peprigs aptamars that racognize and inhibit oyclin-depandant kinase I Natur
380, 548-550

idolas, I, Cohen, B Ko Ferrgno, P, Silver, P& Brent, R, 2000, Targetad modifi-
@tion angd transportation of callilar proteins. Proc Natl Acad 8o USA 97
13T20-13725

Cresawn, 5.G., Condir, R.C, 2007 A targetad approach to identificarion of vaccinia
virus postreplicative transcription alongation factors: ganatic evidancs fora mia
of the HSR ganein vaccinia manscription Vimlogy 363, 333-341

Da Clarcg, E, 2003 Clinical porential of the acyelic nuclecside phosphonates cido-
fovir. adefovir, and tenofovirin treatment of DNAviTus and retrovirus infactions.
@in. Microbiol. Rew. 16, 368-545_

De Silva, F5. Lewis, W, Barglund, I Koonin, EV. Moss, B, 2007 Poxvirus DMA
imass. Proc. Matl. Acad Scoi USA 104, 18724-18728,

ferrier, AL Garin, D Cranca, | ML, 2004, Rapic [nactivation of vacocinia virws in sus-
persion and drizd on surfaces. |. Hosp Infacr. 57, 73-74.

Gaddas, AM_ 2008, Tha history ef smallpox Clin Dermatol. 24, 152-157.

Cayar, CR, Brent. K. 2000, S=laction of genatic 3 gants from random paptids aptamar
axpression librarizs. Mathods Enzymal. 328, 171-208

Hoppa-Savier, F., Crnkovic-Menens, L. Tomal, E. Butz, K. 2004, Pzptida aptamears:
specific Inhibitors of protzin funcrion. Cure Mol Mad. 4, 528-538_

Ishi, K., Moss, B, 2001 Role of vaccinia viros A20R proteinin ONA replication: con-
struction ang characterization of temperane-sensitive mutants. |. Virol. 75,
1858-1863.

Ishil. K. Moss, B, 2002 Mapping intsracrion sites of the A20R protein com-
ponent of the vaccinia wirus DNA replication complas. Vimlogy 303; 232-
238

Klzmparer, K., Mcbonald, W, Boyle, K. Unger, B_ Traktman, I, 2001 The AZ0R pro-
£inis a stolchiometric component of the procassive form of vaceinia virns DNA
polymarase. | Vil 75 1229612307

Kornbluth, RS, Smes, D.F. Sidwell, W, Snarsky, V., Evans, DH_ Hostetler, KXY,
2005, Mutations in the ESL polymearasa gans of cidofovir-resstant vaocinia virus
strain WH areassociarad with the drug resistance phanonype. Antimicrob Agants
Chemaother. 50, 4038-4043.

Lane, HC Montagne, | L Fauci, A S, 2001 Blowermrism: a clear and present dangsr
Nat Med T 12711273

Lopaz-Ochaa, L, Ramirez-Frada, | Hanlsy-Bowdaoin, L 2008 Pepridz aptamars that
hind to @ gaminivirus replication proteininterfer@with viral replicationin plant
@lls. ). Virol. 80, 5841-5853.

Mathaw, A Temjima, M., West, K_ Green, §. Rothman, AL Ennis. A Rennedy, | 5.
2005 Idantification of murine pawvirus-specific CDE+ CTL 2 pitopes with distinct
functional profiles. |. Immunol. 17, 22122214,

MeCrith S Holtzman, T, Moss B Fialds, 5. 2000 Cenome-wide analysisofvacrinia
virus protain-protein intamcrions. Proc Matl Acad Sci WS A 07, 4ET9—4EEd.

Moss, B, 2007 Poxviridas: The viruses and theirmeplication In: Knips, DM Howley,
PN (Eds ), Fizlds Vinology, vol. 2. Lippincott, Willlams, & Wilkins, Philadelphia,
PR 2905-2945 (2 vols.).

Mavenburg, 5. fwerschke, W, |ansan-Dorr, 2001 Ind uction of apoptosisin carvical
carcinoma calls by peptide aptamers that bind to the HMV-16 ET oncoprotein
FASEB J. 15, 502504,

Pamonsinlapatham; [, Hadj-8limane, K. Raynand, F. Bickls, M. Cormeloup, C,
tarthalaix A Lepallstier, Y. Mercier, P Schaplra, M., 3amsan, | Mathisu, AL,
Hugo, M., Moncorgé, O Mikaslian, |, Dofour, 8. Garbay, O, Colas, P 2008 &
FasGAP £H3 peptide aptamar inhibits RasGAP-Aurom intaraction ang incdocss
@zpasa-indapendant tumar cell daath. FLod OME 3. 22802,

Parker, 8. Touchetta, £, Obarie, € Almand, M., Robartson, A, Trost, LC, Lampert, B
Paimter. G Buller, RN, 2008, Efficacy of therapeauric intervention with an ol
athar-lipid analogue of cidofovir { CMX001) 1n a lzthal mousepos modal. Anthin
Res. 77, 3848,

Punjabi. A Boyle, K. DebMasl, | Grubisha, O, Ungsr, B, Khanna, M_ Trakiman,
I, 2001 Clustred charge-to-alanine mutagenesis of the vacoinia virus A20
g2n2: femperature-sansitive mutants have a DMA-minus phanotyps and ame
cefacrtive in the progoction of procassive DNA polymerasa activing |. Virl. 750
1230512318,

Srammaozzing, M. Ferier-Rembert, AL Favier. AL, Rothlisherger, C. Richard, 5.
Crance, | M, Meyer, H Garin, 0., 2007 Raal-time PCR to identi fy variola virus ar
other human pathogenicorthopox virnses. Clin. Cham, 53, 605-611.

Smes, DF. Sidwall, RW. Kafauvar, DL Bray, M. Huggins, |w., 2002, Chamcterization
of wild-type and cidofovir-resistant strains of cama!pox, cowpon., monkaypo
and vaccinia virnsas, Antimicrob. Agents Chemorhar 45, 1329-1335

Stanitsa, £S5, Arps, L TrRktman, B, 2005 Vaocinla virus uracl] DMA ghroosylase inter-
acts with the A20 protein toform a heterodimeric processivity factor fortheviral
LMA polymerasa. ). Biol. Cham 281, 3430-3451

Traktrman, P Angarson, MK Rempel, RE. 1982 Vaorinla virus encodas an 2ssantial
Zene with strong homology 1o protain kinases. |. Biol. Cherm 264, 214582 1461

Yang G Pevear, D.C, Davies, MH., Collert, M., Bailey, T, Rippen &, Bamone. L,
Burns, £ Rhodes, G Tohan 5., Huggins, |'W., Bakar, .0, Bullar, RL Touchatts,
E. Waller, K- Schriewar, .. Nevts. | De Clercg, £ jonas, K. Hruby, D, joréan, R
2005 An orlly bicazilable antipoxyiros compound (3T-245] inhibits axtracal-
lular virps formation and protects mice from lethal orthopoxvirus challanga. |.
Virol 74, 13138-13149.

63



C/ Discussion

La mise en place d’'un criblage haut-débit en levdiome banque d’aptameres peptidiques a
région variable de huit acides aminés a permis é&econner un peptide interagissant
fortement avec la protéine A20 du complexe de céfibn et capable d’inhiben vitro la
réplication du virus de la vaccine.

Nous avons localisé la région d’interaction desaggtres 60, 72 et 79 entre les acides aminés
176 et 227 sur la protéine cible A20. Nous ne paswependant pas exclure que des résidus
compris entre 1-176 soient aussi impliqués dangefaction. Pour écarter cette hypothese des
constructions fonctionnelles de A20, tronquées eerhhinal, auraient été nécessaires. Mais
bien que I'ensemble des constructions tronqué&s-amminal de la protéine A20 interagisse
avec l'aptameére , il est a noter qu'aucune desepres A20 tronquées en N-ter ne nous a
permis de préciser les régions d’interaction (fegliR). Cela est sans doute lié a un probleme
de stabilité et de repliement de ces constructilams le systéme levure.

A20
1-50
101-426
gee
-~ 138-426
: - iy + A N-ter
-~ 150-426
SR " 176426

Figure 12 : Complément de la localisation des interactiom$aptameére 72 sur la protéine A20 (426 AA).
Différentes constructions tronquées en N-termiesledprotéine A20 (séquences en AA indiquées agjrsont
utilisées comme proie dans un test double hybnidiewure contre I'aptamére 72 et la protéine D5pt@téine
D4 connue pour interagir avec les 25 premiers acieinés de A20 est utilisée comme contrble posititune
interaction n'est observée entre les troncatiorieret I'aptameére 72 ou méme D5 pourtant connue pou
interagir entre les acides aminés 227 et 250 de 8286 troncations N-ter ne nous ont donc pas peatenis
préciser les régions d’interactions des aptaméneA20.
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De facon intéressante, en effectuant une rechater@milarité de séquence des aptameres
sélectionnés avec des banques de protéines v{félest P’), nous avons remarqué que la
séquence de l'aptamére 72 (et seulement elle) mBaseine similarité marquée avec une
partie de la séquence de la protéine A47 du vieuRd/accine. La fonction de cette protéine
de 28 kDa reste inconnue mais nous avons émisdthgge qu’elle pourrait étre impliquée
dans la réplication virale compte tenu du fait fa’'est exprimée de fagcon précoce apres
infection par le virus de la vaccine. Pour tenterdémontrer alors une éventuelle interaction
entre A47 et A20 (compte tenu de leurs similaritis séquences) nous avons utilisé
différentes stratégies qui se sont révélées mathisement toutes inefficaces.

Nous avons tout d'abord cloné le géne codant pauprbtéine A47 dans le vecteur
plasmidique de proie (pWP2-DBD) utilisé pour lebtage de la banque d’aptameére. Le test
double-hybride, identique a celui mis en ceuvre palentification des régions d’interaction
des aptaméres sur A20, ne nous a pas permis deirncenf notre hypothése,
vraisemblablement a cause d’'un probleme d’expresioA47 dans le systéme levure. Par la
suite le gene A47L a été sous-cloné dans le veG&r utilisé pour la confirmatiom vitro

des interactions aptameres-A20 par pull-down. Léosn I'expression de la protéine A47
était trop faible pour envisager la poursuite @gpérimentation. Nous avons également cloné
la partie C-ter de A47 contenant la séquence simiacelle de I'aptameére 72, toujours dans
le vecteur GST mais sans succes non plus au nde#expression de la fusion. Le gene de
A47 a alors été cloné dans un vecteur d’express@mmmifere, en fusion avec I'étiquette HA
dans l'optique de réaliser une co-immunopréciptatavec A20 en cellules de mammiferes.
La aussi la fusion A47-HA n’a pas pu étre corre@rtdétectée par immunoblot. Il resterait
néanmoins tres intéressant de démontrer une éVentugéeraction entre A20 et A47.

L’expression de A47 par le systeme baculovirugreshtenant envisagée.

L’inhibition de la multiplication virale bien queeproductible s’est avérée faible. Il est
envisageable que I'expression des aptameéres dargieées stables soit fortement inhibée
lors de I'infection par le virus de vaccine quidrfére avec la synthese protéique de la cellule
hote au bénéfice de la traduction des protéinedrds . D’ou un effet antiviral limité dans le
temps qui pourrait expliquer I'inhibition relativemt modeste observée, en particulier par
rapport a I'effet de molécules anti-orthopoxviruspbnibles.
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Pour le moment le mode d’action de lI'aptamere imdils 72 dans les cellules reste a
démontrer. Rien ne prouve que l'inhibition viral@tdiée a l'interruption d’une interaction
entre A20 et I'un de ses partenaires et causéegpeptide. La liaison de I'aptamére sur la
protéine A20 pourrait aussi trés bien affecterrtzcpssivité de la polymérase sans pour autant

casser la moindre interaction.

La démarche idéale a entreprendre dans I'avendr fais la preuve de I'inhibition spécifique
de I'aptameére obtenue, serait d’utiliser cet aptanghibiteur pour réaliser un criblage haut-
deébit en levure de composés chimiques capablesndere l'interaction entre cet aptamere et
la protéine A20 et ainsi, on I'espére, de mimeifétedu peptide (Cf. technique AptaScr&én

décrite en introduction, I, D/).

Les délais de la these étant trop courts pour tekeaine sélection d’aptameres inhibiteurs et
la sélection de molécules mimétiques, nous avantsd® méme effectué un criblage similaire
en sélectionnant des molécules capables de rormerdction entre la protéine A20 et deux
de ses interacteurs connus, D4 et D5, utilisésoatr@e préalable au criblage d’aptameres
(figure 1B de l'article 1). Ces expérimentationisiituent le second volet des travaux de

these.
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] INHIBITION DE LA REPLICATION DES
ORTHOPOXVIRUS PAR DES MOLECULES CHIMIQUES

A/ Introduction

Les interactions protéine-protéine jouent un rofenprdial dans la plupart des processus
biologiques, de la communication intercellulairéaanort cellulaire programmée en passant
par la réplication des virus dans la cellule hdteeprésentent donc une source importante de
cibles thérapeutiques potentielles. Encore percaesne des cibles difficiles d’utilisation par
lindustrie pharmaceutique, les stratégies de pleation des interactions protéine-protéine
restent peu utilisées. Pourtant la plupart du teihp®agit de trouver une molécule capable
d’'agir directement au niveau des « hot spots »tefaction, c'est-a-dire interrompre les
guelques liaisons chimiques vraiment indispensabléstégrité de I'interaction et parfois, en
conséguence, au maintien de la fonction. La dégtergénhibiteurs de ces interactions a été
accélérée ces derniéres années avec la constiettitncriblage d’importantes banques de
composés chimiques de faible poids moléculaire.

Difféerents tests rapides, robustes, reproductiblesniaturisés et automatisés ont été
développés et un nombre croissant de publicatiapparte I'identification de molécules
inhibitrices d’interaction protéine-protéine (Col2808).In vitro, ces tests font généralement
appel a des techniques de type ELISA, FRET (Fleerese resonance energy transfert), a la
résonance plasmonique de surface ou a la polarnsake fluorescence. Le criblage peut
€galement reposer sur un test cellulaire dans légsienteractions peuvent étre évaluées par

des techniques de double-hybride en levure ouleslile mammifére.

Les protéines impliquées dans la réplication d®NAviral des orthopoxvirus sont des cibles
de choix dans le but d’obtenir des inhibiteurs fmpes de la multiplication virale.

Afin de cribler des composés capables de rompreifgpéement l'interaction entre les
protéines virales A20 et D4 ou entre A20 et D5,cublage double-hybride haut débit en
levure, basé sur le systeme rapporteur « duakase » a été effectué.

La particularité du test, réalisé en plagques 38#4spuéside dans le fait que les deux
différentes interactions sont détectées indépendarhpar la mesure de l'activité des deux
protéines luciférase (Firefly et Renilla), utiliséecomme rapporteurs respectifs des

interactions (Cf. figure 1 du second article).
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Ainsi & I'intérieur d’'un méme puits il est possili@édentifier une molécule capable de rompre
spécifiguement une seule des deux interactionse Iteprésentant le contrle de I'autre. Ce
test est 'adaptation du criblage AptaScrékimitialement développé dans le but d'identifier

des molécules capable de rompre les interactiotre &m aptamere et sa cible protéique
spécifique (Colas 2008).

Un avantage important avec cette technique estleqgeblage de molécules ne se fait pas
directement sur des complexes protéiques préfomaede systeme utilise des promoteurs
inductibles au galactose (GALp) en amont des sémpsecodant pour les protéines d’intérét et
I'induction se fait simultanément a I'ajout des quoeés chimiques.

Une souche de levure déletée pour le gemyd, codant pour une stérol transmethylase
impliquée dans la synthese de I'ergosterol, efis&# pour augmenter la perméabilité de la
levure aux composés chimiques. Cette mutation ecédf pas la viabilité cellulaire mais la

croissance des levures est plus lente.

L’'obstacle technique initial était lié a l'importen différence entre le phénotype double
hybride de linteraction A20-D4 et celui de I'ingation A20-D5 bien moins intense (Cf.
figure 1B du premier article). Afin d’harmoniserscdeux phénotypes double-hybride pour
obtenir des signaux luciférases comparables etrent®#pour une lecture au luminomeétre
nous avons introduit les génes codant pour leejmes D4 et D5 dans les plasmides pLP2 et
pLP4 contenant respectivement une origine de reic forte (21) et faible (ARS/CEN).

De méme le géne codant pour la protéine A20 argtéduit sur les plasmides pEG202 et
pHALl (21 et ARS/CEN respectivement). Les 16 diifées possibilités de couples ont été
testées indépendamment pour déterminer le pratdtiVation des deux rapporteurs luciférase
(figure 13). Ainsi nous avons pu sélectionner leaxdcouples A20-D4 et A20-D5 optimaux
pour le criblage, & savoir pHA1-A20R / pLP4-D4R @Ve rapporteur Firefly et pEG202-
A20R / pLP2-D5R avec le rapporteur Renilla.
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Figure 13 : Détermination des couples optimaux pour le agbl haut débit de molécules. Les génes D4 et D5
sont introduits dans les plasmides pLP2 et pLP# egéne A20 est introduit dans les plasmides pHAL e
pPEG202. Les différentes possibilités de couplest destées indépendamment pour I'activation du signa
luciférase Firefly (Col) et Renilla (Ren) dans @sttdouble-hybride en levure. Les génes C5 et RGRZE

utilisés comme contrdles négatifs. Les couplesctélenés avec leur rapporteur spécifiques soniingl par
une fléche.

Au total, 27 600 molécules ont été criblées. EBesit issues des banques commerciales
Prestwick, Nanosyn, Tripos et Chembridge, dangtibjple de disposer de composés les plus
diversifiés possible en terme de structure.

148 composés ont présenté une activité luciféragérieure a 40% pour une des interactions
testées tout en ne dépassant pas 30% d’activitBasiie interaction. Remarquablement, la
plupart des composeés ciblent I'interaction A20-8Br¢le pointillé figure 14) alors que peu

d’entre eux sont spécifique de I'interaction A20-{@ércle plein, figure 14).

L’activité inhibitrice de ces molécules a été exa#@r de nouveau dans des conditions

identiqgues et 66 composés ont montré une concoedsatisfaisante avec les résultats du
criblage initial.
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Figure 14 : Résultat du criblage des 27600 composés chimig@haque molécule est représentée par le
pourcentage d’inhibition de I'interaction A20-D5gsal ruc) et le pourcentage d’inhibition de I'irdetion A20-

D4 (signal luc). Les cercles représentent les nubdécsélectionnées pour la reconfirmation.

Cependant, seules les molécules qui, en plus deemtey une bonne confirmation de leur
activité sur ce criblage, ne présentaient ni dhitfon significative sur des précédents
criblages effectués chez Aptanomics (contrble deifipité) ni de caractéristiqgues physico-
chimiques intrinseques préjudiciables a la validitéerésultat (stabilité, solubilité etc...) ont
éte sélectionnées pour les tests en culture cedizellules Vero).

Ce contrble « chimique » des composés a été faitomcertation avec Jérdbme Pansanel,
chémo-informaticien. Vingt-neuf molécules toutegdfiques de l'interaction A20-D5 ont
alors été testées individuellement pour leur ca@axidiminuer I'effet cytopathogéne (ECP)
induit par le virus de la vaccine en culture calitd. Nous avons identifié deux inhibiteurs
spécifiques de la réplication des virus de la vaeit du virus cowpox in vitro. Ces composés

inhibent spécifiquement la synthese de I’ADN viral.
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Introduction

Variola virus (VARV), the etiologic agent of smathp, was responsible for the most
devastating of all infectious diseases. After aense campaign of vaccination to eliminate
the virus worldwide, the last natural case of spwdl was reported in 1977 in Somalia
(Geddes 2006). In the late 70’s, the vaccinati@gmm against smallpox had ceased in most
countries which resulted in a high proportion ohsimmune people in today’s population.
Therefore, if used as a biological weapon by t&ster VARV could represent a serious threat
to the civilian population since no specific an@i treatment is yet available against
orthopoxvirus infection and vaccination is a sowtenorbidity and mortality (Berche 2001).
As a consequence, important efforts have been nradegent years, to develop effective new
anti-poxviral agents. These compounds would noty dié# precious in response to the
malicious release of VARV but could also be usetréat complications due to vaccination
and rarer infections caused by monkeypox virus (MRBXcowpox virus (CPXV) and
molluscum contagiosum virus (MCV).

Currently, for treatment of human poxvirus infeo8p the food and drug
administration (FDA) only allows the use of cidoioCDV), a nucleoside analogue
approved for the treatment of cytomegalovirus e$ifCMV) in AIDS patients. CDV was
shown to block the replication of a broad rangeDdfA viruses in cell culture (De Clercq
2003) and is effective against orthopoxviruses sashVARV, vaccinia virus (VACV),
CPXV, and MPXV (De Clercq 2002). The efficacy of ZQvas also provenin vivo, in
several animal models challenged with lethal dagesther VACV, CPXV or MPXV (Bray,
Martinez et al. 2000; Smee, Bailey et al. 2001; §nBailey et al. 2001; Bray, Martinez et al.

2002; Stittelaar, Neyts et al. 2006).
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Unfortunately, in case of a renewed smallpox owbyréhe large-scale use of CDV is
unrealistic because of its poor oral bioavailapi(ite. it must be administered intravenously),
and its significant kidney toxicity. However, a pising CDV chemical analogue
(CMX001), that could be delivered orally, was shotenretain a potent antiviral activity
while being less nephrotoxic (Parker, Touchettal.€2008).

This molecule is currently under development (pHadmical trials) for the treatment
of poxvirus infections. Recently, ST-246, anoth#icent anti-poxviral compound has been
identified. Unlike CDV which targets the viral DNpolymerase (Kornbluth, Smee et al.
2006), ST-246 interferes with the function of F13L,viral protein involved in virion
assembly and dissemination (Blasco and Moss 19@hg,)YPevear et al. 2005). This orally
available compound is active against orthopoxveusecell culture and mice (Yang, Pevear
et al. 2005; Duraffour, Snoeck et al. 2007). Desfeir efficacy, CMX001 and ST-246 will
not be approved for the treatment of orthopoxvinfsctions before several years. Thus, it is
crucial to find new treatments and to develop nératsgies to design potent inhibitors
against orthopoxviruses.

Protein-protein interactions play a major role insnbiological processes, including
the successive events leading to the productiorvimises from infected cells. In that
particular case, protein interactions occur betweslular and virus-encoded components or
between viral proteins themselves. Theses intenastare involved in all steps of the virus
life cycle such as virus entry, replication (setoobg, assembly and virus egress and many of
them are potential targets for antiviral agentsréigtan, Marsden et al. 2002). Inhibitors of
such interactions present some advantages over ¢famscal compounds designed to inhibit
the enzymatic activity of a protein target. Inde#lte complementarity at protein-protein
interfaces is such that it gives the possibilitysébect small molecules that will interfere with

the interaction in a highly specific manner.

73



Furthermore, resistance to these molecules is elglisince one mutation in one
protein would require a simultaneous mutation andther partner to restore the interaction
(Loregian and Palu 2005). Moreover, active sited®d inhibitors often require a single
mutation to lead to drug resistance. This is whas wbserved with CDV where mutations at
position 314 or 684 in the DNA polymerase inducgstance to VACV (Andrei, Gammon et
al. 2006). Recently, the successful selection ofimaunds targeting the subunit interactions
of herpes simplex virus and cytomegalovirus viralymerase was reported (Pilger, Cui et al.
2004; Loregian and Coen 2006).

Poxviruses are unique among DNA viruses in thay tieplicate exclusively in the
cytoplasm of the host cell. DNA synthesis takex@lan so-called ‘viral factories’ which
consist of cytoplasmic foci located at the perighafrthe nucleus (Moss 2007). Because they
do not rely on nuclear enzymes, poxviruses encoa& rhnot all the proteins necessary for
genome replication. Among these proteins, four wa&rtewn to be essential and directly
involved in the synthesis of the ~ 200 kbp genoRm. VACV these are: E9, the catalytic
subunit of the DNA polymerase, D5, a DNA-indepertdercleoside triphosphatase (NTPase)
that contains a helicase domain (Boyle, Arps eR@07) and a primase activity (De Silva,
Lewis et al. 2007), D4, a uracil DNA glycosylasal &R0, a central component whose role is
likely to assemble and/or stabilize the complexrfed by these four proteins. Recently, A20
and D4 were shown to form the processivity factorthe viral DNA polymerase (Stanitsa,
Arps et al. 2006). Through the direct interacti@vieeen A20 and E9 (Klemperer, McDonald
et al. 2001), the three proteins assemble the psoge DNA polymerase holoenzyme. Yeast—
two hybrid experiments have also revealed that mé&racts with a central domain of A20

(McCraith, Holtzman et al. 2000; Ishii and Moss 200
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Thus, the discovery of molecules able to disrupten-protein interactions within the
replication complex, and particularly the interano8 between A20 and its viral partners,
could represent an excellent strategy to develofecefe antiviral drugs against
orthopoxviruses.

In this study, we have performed a high-throughgmreening of small molecules to
isolate compounds capable of disrupting A20 intsoacwith either D4 or D5 proteins. The
screen is based on an automated dual-luminescease tyvo-hybrid assay, performed in 384-
well plates (Nieuwenhuijsen, Huang et al. 2003)e Tirefly and the Renilla luciferases were
used as reporter genes. This system enables aaa@idimultaneous detection of the two-
hybrid phenotypes caused by the interaction betw&hD4 and A20-D5, hosted by two
yeast populations mixed in each well.

Thus the screening of a collection of 27,600 conmgsufrom diverse commercial
libraries led to the identification of 2 potent ibiors that exhibit antipoxvirus effect in

infected cell culture. Compounds were also founsipecifically inhibit DNA replication.
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Results

High-throughput dual-luciferase yeast two-hybrid sceen for D4/A20 or D5/A20

interaction inhibitors.

A duplex forward Y2H assay was developed with twoiferase reportor genes (fireflyc
and Renilla reniformisuc) to detect small-molecules able to disrupt inteoacbetween two
proteins of the replication complex. Two yeastiggavere used, each hosting a protein-
protein interacting pair directing the transcriptiof either theluc or ruc luciferase. More
sensitiveErg6 deleted yeast strains were used to enhance peitityetdo small molecules.
We have previously determined optimal pairs of mpligs to obtain consistenuc/ruc
luciferase signals. Thus, for the D4/A20 interacticorresponding genes were integrated into
low-copy number plasmids whereas for the D5/A2@rimttion we used high-copy number
plasmids. Briefly, molecules that decrease both-twiorid signals were considered to be
toxic or to interfere with the assay, whereas a@itdidate was defined as any compound that
selectively elicit> 60 % reduction in one of the two luciferase sigmad< 40 % in the other
luciferase signal (figure 1). More than 27,000 deéeemolecules from compound commercial
collections were tested at a single dose of 10ubMe ifitial hit compounds were retested at
10uM in the high throughput screening (HTS) assafynially select a total of 66 compounds
for subsequerin vitro cellular analysis.

These molecules were next sorirdilico according to physicochemical and pharmacological
properties to match with a cellular assay. Non¢heke hit molecules was identical to any
compound previously identified in screening at linafor inhibition of different protein-

protein interactions (C. Bardou, personal commuraoj
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Based on these criteria 29 selected compounds vegrerchased individually and next
screened in a manual assay of viral-induced cytopaiffect (CPE) by VACV-Lister strain
on Vero monolayers as a function of compound conagon. This dose-response analysis
permitted to gauge Egand CGp values in 96-well plates. 2 compounds clearly gyaer
from this cellular screen and efficiently inhibit¢ ACV-induced CPE formation in Vero cells
(Figure 2). Remarkably, these two molecules tachetdy the A20-D5 interaction. All other
molecules tested were ineffective at therapeutiaalevant concentrations or had too small

selectivity and were eliminated for subsequent grpents.

Antiviral and cytotoxicity assays.

The antiviral activities of these two selected connpds were precisely determined in VACV-
Lister or CPXV-infected Vero cells using the santevipusly CPE assay and results are
shown in Table 1. The two molecules inhibited tisually observed cytopathic effects of the
viruses in cultured cells and exhibited a comparghmbtent activity against the different
orthopoxviruses tested with the reference compatiddfovir (EGyo of 11.7 and 11.4 for
compounds 8776 and 10295 respectively). Compouridé &nd 10295 yielded comparable
selectivity indices and lower than cidofovir duddaer concentrations required to a decrease
of cell viability of 50% (CGo). However we worked with raw molecules directlgksd from

the initial screnning library.
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Virus yield assay

The inhibitory effects of compound 8776 and 102%9btle yield of progeny virus were
evaluated at a low MOI (0.01) in Vero cell monolesyeAs shown in figure 3 (A) and (B), the
two selected molecules displayed a dose-dependhitition of the virus production at 24 h
postinfection. A treatment of 50pug/ml of the twongmounds reduced the viral titres by
approximately > 1 log unit relative to infection time absence of drugs for the two different
orthopoxviruses tested. Potency was quantifiedGs, Ehe concentration at which virus yield
was reduce by a factor of 100. The g®alue for molecule 10295 with the VACV-Lister
strain was 2-fold lower than values obtained falotovir or molecule 8776. In comparison,
the EGg value observed with molecule 8776 in CPXV-infectégto cells was 2-fold higher
than values obtained for cidofovir and molecule DA Table 2). Vaccinia virus was
significantly more sensitive than cowpox to the ponnds.

Compounds 8776 and 10295 were evaluated for thgstatic effects on uninfected
exponentially growing Vero cells for 24h. Molecukshibited moderate cytostatic potentials
toward Vero cells in culture over the concentratested with respectively Ggof 118 pg/ml
and 267 pg/ml for compounds 8776 and 10295 (fiQUi€)).

In contrast to C& values obtained at 72 h post-treatment with the tolecules on
confluent Vero cell monolayers, G&values evaluated at 24 h post-treatment on exp@hen

growing cells were 3- to 4-fold higher.
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Specificity of the two selected compounds for virahhibition

To confirm that viral inhibition exerted by the twuoolecules is due to an action inside
infected cells and to turn down the hypothesis thalecule could block entry of the virus, we
performed experiments in which molecules were aduéy 2 h post-infection of Vero cells
with VACV-Lister strain. As shown in figure 4, theo selected compounds retained ability
to inhibit virus production by about 1 log and dwossponse curve profiles were identical to
those in previously described experiments durirgvitus adsorption (figure 3 (A)).
Interestingly, the two hit compounds or cidofowised as control, were inactive against the
replication of the Poxvirus-unrelated Yellow fewerus (YF17D) (data not shown) in Vero
cells. This result suggests that the selected cang®show some selectivity toward VACV
and CPXV. Thus, the effects of these compoundsrebdein antiviral assays are due to

specific antiviral activity rather than the moderaytotoxicity.

The two selected compounds specifically inhibited A replication.

We next investigated the abilities of the two comnpas to inhibit VACV DNA replication in
Vero cells. Total DNA was extracted from cells atigus times after infection and viral DNA
was identified by real time PCR experiments witleafic vaccinia virus probe (figure 5).
Results show that viral DNA was detectable by Stéranfection and accumulated up to 12 h
(the last time point tested). Inclusion of the twwlecules and cidofovir in the culture
medium significantly inhibited DNA accumulation fmo7 hpi. At 12 hpi DNA replication
was drastically inhibited (>80 % inhibition) by daof these molecules in comparison with

non-treated Vero cells.
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We also reproducibly noticed that the inhibitoryiaty is statistically stronger at 12 hpi in
cells treated by the molecule 10295 than in celated by the molecule 8776 or cidofovir

(Student’s t test; P<0.05).

Effect of the two compounds in a mouse model of ledl cowpox virus infection.

To evaluate compounds in their efficacy in protagtmice against intranasal infection with a
lethal dose of CPXV virus (2.20PFU) we challenged infected mice with intranagal)(or
intraperitoneal (i.p.) doses of molecules or stesiline for placebo group, starting 6h after
virus infection. Two compound regimens were tesée®5 mg/kg/day and 25 mg/kg/day from
day O to 4 post-infection (figure 6).

Notably, uninfected mice treated in parallel witle same doses of compounds gained weight,
indicating a lack of toxicity of these molecules tgp 25 mg/kg in mice. As a positive
treatment control, one group of infected animateieed i.p. dose cidofovir (100mg/kg/day O
post-infection). Whereas 5/6 mice in the placeboupgrdied 7 days post-infection, 6/6
cidofovir-treated mice survived. All 6 mice in eactolecule 10295-treated cohort mice died
at 7 days. Interestingly, all 6 mice in cohort teeawith 25 mg/kg/day of molecule 8776
survived 7 days post-infection and the virus-induogortality was delayed by only 2 days.

Unfortunately, this delay in death was not congdeais statistically significant from placebo

group.
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Discussion

With the possible existence of clandestine stocksvariola and the possibility of
bioengineered strains resistant to the classiagatination, there is an increasing concern that
the variola virus may be used for bioterroristicgmses. Virtually all children and a majority
of the adult population are susceptible to smallih the considerable need for new anti-
orthopoxvirus drugs, the goal of this study wasdentify, via an original high-throughput
screening, small molecules that could inhibit iat#ions between several proteins of the virus
replication complex and as a consequence inhibibtthopoxvirus replication.

We adapted a dual luciferase screen that enabiasltaneous identification of small
molecule modulators for 2 independent protein-pnofateractions within the replication
complex, A20/D4 and A20/D5. This assay was reprimechad a robust signal-to-noise ratio
and allows for the sequential quantitative measergrof both luciferase activities in a single
well.

We performed a screen of 27.600 selected small cul@ecompounds from commercial
libraries on the basis of availability and chemiciVersity criteria. We identified two
compounds whose antiviral profile is sufficienthttractive to justify further drug
development efforts (including lead optimizatiohapmacokinetic and toxicokinetic studies,
and animal efficacy studies).

Notably, the compound potencies observed on viruliplication were similar to those of
cidofovir, the unique approved drug for the treattra orthopoxvirus infections. These small
molecules, without any chemical modification, extat significantly greater cytotoxicity
activities than that of cidofovir. Thus, the seleity indices were relatively low in
comparison with the reference substance cidofdmirgeneral, it is expected that a viable

therapeutic antiviral drug should be active at emtiations in the submicromolar range.
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Identification of derivatives of these moleculedlwie necessary to improve their antiviral

potential and decrease their cytotoxicity. Nevdeb® the small molecules identified in this

HTS assay represent an interesting starting pointhie discovery of new drugs more potent
and specific than currently antipoxvirus compourets] that should be active against viral
mutants resistant to cidofovir.

Combination drug therapy against rapidly evolviraghogens is essential in the treatment of
infections by a number of viruses, including vaiolirus, to enhance the potency and
decrease emergence of resistant variants. Synéugyes should be performed with these
compounds and existing therapeutics against VAC\é jlan to testin vitro our lead

compounds in combination with new described inbiigilike ST-246.

Although the mode of action of these compounds pvased to be based on the inhibition of
the DNA replication (figure 4), further studies aneeded to confirm if the D5-A20
interaction disruption is indeed the antiviral macism. Moreover, we do not know whether
these molecules bind to A20 or D5 or whether theyhit competitively by binding to the

interaction interface or whether they inhibit atkrgcally.

In vivo studies with these two molecules have regrbpromising since only 2 days delay in
CPXV-induced mortality in infected BALB/c mice wabserved with a i.p. treatment with

25mg/kg/day for 4 days for compound 8776. Howeverfeund these compounds to be non-
toxic to mice at doses of 25mg/kg/day, by i.p. andtreatment route. The objectives of the
further animal experimentations would be to defintoses of compounds and treatment

regimens that may be effective in preventing deattowpox-infected mice.
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These compounds join a short but expanding lissro&ll molecules that can specifically
abrogate protein-protein interactions.

The screening for inhibitors of protein-proteindrgctions within viral replication complex

remains to be a promising strategy for identifymeyv compounds active against other viral

infections.
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Material and Methods

Materials

Small-molecule compounds used in this study wellectsd from Preswick, Nanosyn, Tripos
and Chembridge chemical libraries. Compounds 1@2@58776 were purchased from ASDI
Biosciences (Newark, DE) (vendor ID, 150003007) aridChemicals (Burlington, Canada)
(vendor 1D, F0035-0015) respectively. Cidofovir (MPC, Vistidé") was synthesized at,
and provided by Gilead Sciences (Foster City, C/)e yeast strains and yeast two-hybrid

plasmids used in this study were described in detsewhere (Bardou, Borie et al. 2009).

Cells and Viruses

Vero cells (ATCC CCL-81), were propagated in M19%dwm (Gibco, Invitrogen
Corporation, UK) supplemented with 10 % foetal c@fum (FCS) at 37 °C in a 5 % CO2
atmosphere. The viral strains used in this repat MACV (Lister strain, X55-33), provided
by Sanofi-Pasteur, CPXV (Brighton strain, ATCC VB23 and Yellow Fever (YF) vaccine
strain 17D.

Experimental animals

Four-week old female BALB/c mice were purchasedmfr@€harles River Laboratories
(Arbresle, France) and quarantined one week bebgperiment. Each group of 6 animals was
housed in filter-top micro-isolator cages. Genarasthesia was performed by intraperitoneal
(i.p.) injection of ketamine (100 mg/kg) and atmopi1.5 mg/kg). Animals were sacrificed by
I.p. injection of pentobarbital (330 mg/kg). Allgiocols were approved by the local ethical
committee (protocol number: 2008/20.0).

Plasmid constructions

pLP4-D4 plasmid, carrying an ARS/CEN origin of rieption, was constructed by PCR
amplification of the D4R gene from VACV (Copenhagdrain) DNA using the primers 5'-
TCT GAA TTC ACC ATG AAC TCA GTG ACT GTA TCA CAC G-3and 5-CTC CTC
GAG TCA ATA AAT AAA CCC TTG AGC CCA ATT TAT AG-3'.The PCR fragment was
cleaved and ligated into the EcoRI/Xhol-cleaved #4lpRasmid.

pLP2-D5, a high-copy number vector (2u), was careséd by subcloning the D5R gene from
pWP2-D5 plasmid (Saccucci et al) into the Xhol/EEoRaved pLP2 vector.
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pHA1-A20 plasmid (ARS/CEN) was obtained by subabgnthe VACV A20R gene from
previously described pEG202-A20R vector (Saccutaleinto the Xhol/EcoR1-digested
pHAL plasmid.

Construction of luciferase reporter yeast strains

All yeast transformations were performed usinglitheum acetate method (Bickle, Dusserre
et al. 2006). To generate the Renilla luciferaggorer strain, TB5@-erg6 yeasts were
sequentially transformed with pHB2-Ren (Bardou, iBat al. 2009), pLP4-D4 and pHA1l-
A20 vectors. Similarly, Firefly luciferase reportgrain was obtained by co-transformation of
TB500—erg6 yeasts with pHB2-FF (Bardou, Borie et al. 0@LP2-D5 and pEG202-A20

vectors. Transformants were grown on HigLeu, Glucose 20 % plates for 2 days at 30 °C.

High-throughput dual luciferase screening

Screening was performed essentially as describ8aidou et al. (Bardou, Borie et al. 2009).
Briefly, TB500—erg6 yeasts expressing D4 and D5 were grown irHiaeu, Glycerol 1 %
and Raffinose 1 % medium at 30 °C. Yeasts were tlileted to ORy = 0.75 and an equal
volume of each culture were mixed. 2.5ul of dilutenpound in 10 % DMSO (10uM final
concentration), were distributed in 384-well plafsscrolon Greiner), followed by addition
of 2.5ul of Galactose 20 % and 20ul of mixed yea#ture. Protein interactions (i.e. A20/D4
and A20/D5) were allowed to form in presence of teenpounds for 6 h at 30 °C. Light
emission catalyzed by firefly luciferase was theramtified after addition of 20ul of firefly
luciferase reagent (Dual Glow Luciferase Assay &ystPromega, Madison, WI), and 4 h
incubation at 30 °C, in an EnVision plate readeerkih Elmer, Shelton, CT). Likewise,
luminescence signal produced by Renilla luciferases determined following addition of
20ul of renilla luciferase reagent (Dual Glow Lecdse Assay System,) and after 3 h

incubation at 30 °C.

In vitro antiviral assays

Confluent monolayers of Vero cells in 96-well piateere infected with VACV or CPXV at a

multiplicity of infection of 0.01 and simultaneoygteated with serial dilutions of compounds
10295 or 8776. Infected cells were cultivated 78rean M199 medium supplemented with
0.4 % FCS at 37 °C in a 5 % CO2 atmosphere. Atoi2shpost infection (hpi), cells infected
but not treated showed 100% virus-induced cytopafiects (CPES).
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Percentage of CPEs in infected cells treated wattmpounds 10295 or 8776 was recorded
microscopically and the 50% effective concentra{igfso) was defined as the concentration
of molecule required to reduce the viral CPE by 50%e EG, of the selected molecules was

calculated as the means from two independent expets.

Determination of cytotoxic and cytostatic effect®f molecules 8776 and 10295

Cytotoxicity was assayed in confluent Vero celltimated for 3 days in presence of different
concentrations of the tested compounds. Cytotoftects were monitored microscopically:
the 50% cytotoxic concentration (gL was defined as the compound concentration causing
50% cell mortality and calculated as the means fitwmindependent experiments.

The cytostaticeffect of molecules 10295 and 8776 was evaluate@xponential growing
Vero cells. Vero cells were seeded into 24-weltqdaat a density of 5 x 1@ells/well. After

1 day of incubation, 500ul of medium containingiaedilutions of the selected compounds
was added. Following 1 or 3 days of incubation|scefere trypsinized and the cell number
per well was determined by manual counting witleenatocytometer (Trypan blue exclusion
assay). The cytotoxic effect of the compounds wapressed as the 50% cytostatic
concentration (C6g), defined as the concentration required to recetlegrowth by 50% and

calculated as the means from two independent expets.

Determination of virus yield in cells treated withmolecules 8776 and 10295

Confluent VERO cells grown in 24-well plates wenércted with VACV, CPXV or YF at an
MOI of 0.01 in DMEM supplemented with 0.4% v/v F@E37°C in a 5% C@atmosphere.
Cells were treated either simultaneously or aftérificubation with different concentrations
of compound 10295 or 8776. The viral inoculum wasoved 2 hpi, cells were washed with
1 ml PBS and fresh medium was added. Virus titnatias performed 24 h post-infection, on
VERO cells, in 96-well microtiter plates as alreadgscribed (Ferrier, Garin et al. 2004).
Viral titre was expressed in lggPFU/ml. The EGo (i.e. the compound concentration
required to reduce the viral titer by 99%) was gldted for each compound from dose-

response curves by regression analysis.
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Quantification of viral DNA synthesis

Vero cells were infected with VACV at an MOI of 3idaharvested at the indicated time
points. Monolayers were rinsed two times at 2 mal aupplemented with fresh media. Total
DNA was isolated using the QlAamp DNA Blood Mini tK{Qiagen) according to the
manufacturer’s instructions. Amplification of thaocinia virus A27L gene by real-time PCR
was performed using the primers 5-CAA CGA CTA AGRT TTG GAA AAA AAG AT-

3’ and 5-GCC AGA GAT ATC ATA GCC GCT C-3' and th&27L gene specific probe 5'-
TTT TCC AAC CTA AAT AGA ACT TCA TCG TTG CGT T-3' inan Applied Biosystems
Prism 7000 SDS instrument with v2.1.1 software (&wezzino, Ferrier-Rembert et al.
2007). Reactions were carried out in 20ul using TagMan Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems), 0.3uM of each primer, 0.2uMragMan probe and 5uL of extracted
viral DNA (or 5ul of serial 10-fold dilutions of pMCV-A27L standard plasmid for direct
guantification of DNA). Thermal cycling was perfoechas follows: 2 min at 50°C, 10 min at
95°C, followed by 40 cycles each of 95°C for 1&slolved by 60°C for 60s. All PCR runs
included negative and positive controls and all Has were assayed in triplicate.
Normalization of the DNA quantity to GAPDH was pmrhed using kit (Tag Man GAPDH
control reagents Kit, Applied Biobiosystems) ac@ogdto the manufacturer’'s instructions.

Correlation values of standard curves were alw®g9

Mice inoculation, treatment and evaluation

Five-week old BALB/c mice were challenged by intxaal (i.n.) inoculation under general
anesthesia with a lethal dose (2.ICIDs) of cowpox virus (Bray, Martinez et al. 2000;
Ferrier-Rembert, Drillien et al. 2007). Uninfectetice were inoculated with sterile saline to
evaluate toxicity of the compounds. Compounds 108936 or CDV were administrated 6 h
after virus challenge. Animals were treated by ani.p. injection with 6.25 or 25 mg/kg of

each molecule once a day for 4 days. Mice treatéd esidofovir were inoculated once with

100mg/kg. Mice were observed for signs of CPXV datifen, individually weighed every 2-3

days and deaths recorded during a 21 day periat aftallenge. Statistically significant
differences in the mean day of death were assaydtiebtwo-tailed Mann-Whitney-test.

All statistical comparisons were made between dregted groups and mock-infected mice.
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Figure 1. Principle of the dual luciferase multiplexed high-throughput yeast two-hybrid
assay.

Two yeast strains are used, each hosting a prptetein interacting pair. The VACV A20
protein is fused to the DNA-binding domain of tin@niscription factor LexA and VACV D4
or D5 proteins are fused to a transcriptional atibn domain. Reconstitution of an active
transcription factor, mediated by protein-proteiteractions, directs the transcription of either
the firefly (Luc) orRenilla (Ruc) luciferase, the two reporter genes usedims dssay. The
panels represent four wells from a 384-well platewhich different small molecules are
screened. (i) The added molecule produces no effeaither yeast two-hybrid phenotype.
(i) The added molecule inhibits selectively onelwd two phenotypes and is considered as a
hit candidate. (iii) The added molecule inhibitghbbphenotypes, either because it interferes
with the yeast two-hybrid assay or because itigtm yeast.
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Compound 8776 (FW 237.3) Compound 10295 (FW 280.8)

Fig. 2 Saccucci et al.

Figure 2. Structures of compounds selected for vitanhibition
Compound 8776 : 1-adamantylmethyl ethycarbamate

Compound 10295 : 1-chloro-4-[(4-ethylphenyl)sulfienzene

91



Compound EC.p? (g/ml) CCgyP (ug/ml)  SI°

2 8776 11.7+0.8 35421 3.0
£
o
£ 10295 11.4+0.2 48.2+1.8 4.2
g
>

Cidofovir 9.8+0.9 170+ 10 17.3
" 8776 22.9+5.2 42.2+7.8 1.8
>
g
é 10295 15.1+4.2 43.75+6.25 29
=
3

Cidofovir 27.3+4.3 170 £10 6.2

Table 1 Saccucci et al.

Table 1. Antiviral activities of selected compounsl and CDV against VACV and CPXV
in Vero cells monolayers.

& Concentration required to inhibit 50% of virus-irmed cytopathic effect.

P Concentration required to reduce cell viability30326

¢ Selectivity index (ratio of C& to EGy).

CGCso and EGp values for each compound are the mean + SD ofvéhges of at last two

independent experiments
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Compound  ECgg? (ug/ml) CCygo® (ug/ml)

2 8776 59.5 118.7
g
Kol
k= 10295 31.3 267.1
8
S
>

Cidofovir 61.4 148.2
" 8776 109.8 118.7
>
£
é 10295 57.3 267.1
S
S

Cidofovir 65.9 148.2

Table 2 Saccucci et al.

Table 2. Inhibition of virus multiplication by selected compounds and CDV against
VACV and CPXV in Vero cells monolayers

& Concentration required to reduce the viral titg©B%

b Concentration required to reduce cell growth b§650

CGCsp and EGy values for each compound are the mean + SD oWdhges of at last two

independent experiments.
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Figure 3. The inhibitory effect of selected compoutts on the production of VACV (A)
and CPXV (B) and their cytopathic effect on cell gowth

The effects of several concentrations of selectemlecnles on virus production were
determined 24h post-infection (see Materials andhblds for details). Viral titres were
determined by plaque reduction assay on Vero cEls. errors bars represent the standard
deviation of the means of quadruplicate virus yiéédermination. (c). The effects of several
concentrations of selected molecules on cell growgre determined 24h post-incubation (see
Materials and Methods for details). The numbena# tells was determined by Blue Trypan
exclusion staining on Vero cells. The values intiche percentage of live cells compared
with DMSO-treated control. The errors bars repretlem standard deviation of the means of

triplicate counting.
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Fig. 4 Saccucci et al.

Figure 4. Specificity of selected compounds for \al inhibition

The inhibitory effect of selected compounds, ad@du post-infection, on the production of
VACV. The effects of several concentrations of seld molecules on virus production were
determined 24h post-infection (see Materials andhblds for details). Viral titres were
determined by plaque reduction assay on Vero cElis. errors bars represent the standard

deviation of the means of quadruplicate virus yedermination.
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Fig. 5 Saccucci et al.

Figure 5. The two selected compounds specificallghibit VACV replication.

Vero cells were treated with 25ug/ml of selectechpound or Cidofovir and infected with
VACV (Lister strain) at an MOI of 3. Cells were kasted at the indicated time points;
VACV DNA was extracted and quantified by real-tiR€R using primers specific to VACV
A27L gene. Results are expressed as copy numbeiradf DNA relative to GAPDH and

reported as mean +/- S.D. from three samples.
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Fig. 6 Saccucci et al.

Figure 6. Effect of selected compound 8776 in protection agast CPXV infection.

Survival of BALB/c mice infected intranasally with1® PFU of CPXV and treated with 25
mg/kg/ x4 days of compound 8776, 100mg/kg/ x1dagidbfovir or PBS (untreated control)
was observed at different days post-infection {daterials and Methods for details).
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C/ Discussion

A ce jour nous ne pouvons toujours pas écartastpie d'utilisation du virus de la variole a
des fins terroristes. Le vaccin antivariolique paiirne pas étre efficace sur des souches
virales modifiées géenétiquement et son utilisagshsynonyme de nombreuses complications
post-vaccinales. La variole mais aussi d’autresdtidns humaines a poxvirus pourraient étre
traitées en orientant les recherches vers le dgpetnent de molécules antivirales actives sur
les orthopoxvirus.

Cette technique originale de criblage haut-débit ndelécules chimiques a permis de
sélectionner deux composés capables d’inhiberrteément la réplication du virus de la

vaccine et du virus cowpox.

La spécificité des ces molécules doit encore étéeigée avec l'utilisation du virus Orf du
genreParapoxvirus (également de la famille d€sxviridae) pour déterminer si les composés
n'inhibent de facon spécifigue que la réplicatiorsdvirus du genre orthopoxvirus.
L'utilisation d’'un autre virus a ADN tel que I'heep virus viendra également confirmer cette

hypothese.

Il serait plus que pertinent pour la suite de pesuyue ces deux molécules agissent au niveau
de linteraction A20/D5 in vitro. La protéine A2Gteextrémement délicate a produire par
génie génétique et ce n’est que tres réecemmentcetie protéine a pu étre exprimée au
laboratoire en complexe avec D4 qui semble la Ilstebi Ceci ouvre de nouvelles
perspectives pour ['élaboration d’expérimentatios co-immunoprécipitation visant a

confirmer I'action des composés.

Les essais sur le modele souris infecté par les\dnwpox n’ont pas été concluants dans les
conditions testées pour ces deux composés, direateimmsus du criblage. La synthése
d’analogues de ces molécules par des chimistesrgioyermettre le développement de
dérivés au pouvoir inhibiteur amélioré et moindqaes.

D’autres tests cellulaires seront nécessaires deanests sur le modéle souris. Différentes
posologies de ces dérivés et plusieurs modes drastngtion per os, sous-cutanée...)
devront alors étre testés pour trouver les conditmptimales d’'un effet protecteiarvivo.
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Une perspective a court terme est de tester ldairende molécules capables d’inhiber les
deux interactions protéiques a plus de 50% et gusdin premier temps ont été éliminées car
considérées comme toxiques (figure 14). Or il @st & fait envisageable qu’une ou plusieurs
de ces molécules agissent sur la protéine A20 egubht toute interaction avec ses deux

partenaires.

Le pari d’'interrompre de telles interactions étatbitieux compte tenu du fait que nous avons
utilisé les protéines entiéres et pas seulementéipens « druggable » qui apparaitraient a
priori comme des cibles pertinantes pour des mt#gcnhibant les intéractions protéiques.

Mais nous disposons de tres peu de données surolgsnes du complexe de réplication.
Une preuve de concept a été établie avec ces mgmdations. Le criblage d’'inhibiteurs

d’interaction protéine-protéine du complexe deiodpion est une stratégie prometteuse pour

identifier de nouveaux composeés actifs contre démlinfections virales.
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DISCUSSION GENERALE

Apres la découverte de I'existence d’'un programmenge au point et de production d’armes
biologiques et notamment de la variole et la sdt@tentats qui ont eu lieu & partir du 11
septembre 2001 la menace variole est prise trégréeux en occident.

L'OMS a recommandé la mise au point de deux moéscuhntivirales disponibles
immédiatement en cas d’attaque bioterroriste paaitet les personnes infectées et pour
traiter les complications post-vaccinales. Difféesnstratégies vaccinales et antivirales ont été
imaginées pour lutter contre le virus de la varidles molécules les plus performantes dans
les essais cliniques sont des dérivés du cidofetvia molécule ST-246, mais aucune n’est
encore officiellement approuvée comme traitemeétisigue.

Dans le but de sélectionner d’autres moléculespvirus, nous avons développé deux
stratégies antivirales originales basées sur tiinfion des interactions protéine-protéine au

sein du complexe de réplication des virus du gerttepoxvirus

L’idée initiale a été de sélectionner des aptampeggidiques ciblant une protéine clé dans
'assemblage du complexe de réplication : la pnetéh20 du virus de la vaccine, modéle
substitutif du virus de la variole. Cette protéivieale, en position centrale au sien du
complexe de réplication, joue un réle essentiekdarprocessivité de la polymérase virale et
interagit avec au moins trois partenaires. Remdnlgu@ent un aptamére exprimé de facon
stable en cellule a montré un pouvoir inhibiteur & réplication virale. Bien que cet
aptamere soit capable d’interagir avec la proté&ip@ en levure et dans des testsitro, rien

ne prouve encore que l'inhibition observée soit Bél'interruption directe d’'une interaction
entre A20 et I'un de ses partenaires en celluliesiées. Les perspectives a court terme seront
de déterminer si l'inhibition n’est pas lieée a lkarfprbation des interactions entre A20 et ses

trois partenaires connus a ce jour D4, D5 et E9.

A ce jour cette sélection d’aptameres peptidiqustdaeseule effectuée sur un virus du genre
orthopoxvirus. De futures expérimentations devrordintenant déterminer si I'aptameére
inhibiteur 72 est actif sur d’autres membres durgeen particulier sur le virus camelpox qui
selon de récents travaux est le virus le plus mratthvirus de la variole et donc le modéle le

plus pertinent pour le développement d’antiviratficaces contre la variole.
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Pour tenter d’améliorer I'effet inhibiteur du pej#i sur la réplication virale une voie de
recherche serait de fusionner I'aptamere inhibiteurdomaine de transduction protéique
(PDT) polyarginine et d’envisager une productionbactérie avant addition de ces fusions
sur des cultures de cellules infectées. Cette ddragrermettrait d’infirmer I’hypothese d’'une
restriction de I'expression des genes cellulairepae conséquent des aptaméres dans les
lignées stables lors de l'infection par le virudaleaccine particuliéerement cytolytique.

Cette expérimentation permettrait également de eoenplinhibition virale exercée par
'aptamere avec celle des molécules anti-orthopales actuellement développées car il est

alors possible de contrdler la concentration det#ieere.

Il peut étre plus judicieux d’utiliser I'aptameénehibiteur pour réaliser un criblage haut-débit
en levure de composés chimiques capables de roimgezaction entre cet aptamere et la

protéine A20 et ainsi, on I'espére, de mimer I'etfa peptide (technique AptaScrééh

La démarche de sélection d’aptaméres est applicatd@asemble des organismes infectieux a
condition de pouvoir exprimer la protéine cible fleon correcte en levure dans une
configuration la plus proche de la protéine nativepathogéne. Cette stratégie couplée au
criblage de molécules chimiques mimétiques dedtafie I'aptamére permettrait de disposer
rapidement de nouveaux composés potentiellemeneresgant pour I'industrie

pharmaceutique dans le domaine de I'infectiologie.

Idéalement pour chaque pathogéne plusieurs pretéumeirraient étre ciblées, certaines
intervenant dans la réplication, d’autres au nivéa&tapes différentes du cycle viral dans la
sortie de la cellule infectée pour ainsi envisagee multithérapie limitant 'apparition de

mutants résistants.

Les limitations actuelles restent le colt des rsadu criblage et des molécules et le colt des

installations spécifiques a I'étude de certainbipgénes (laboratoires NSB3/4 par exemple).
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La technique AptaScreen a été « détournée » paaciend volet de ces travaux.

Nous avons criblé des composés chimiques variéabtep de rompre spécifiguement
l'interaction entre les protéines virales A20 et B4 entre A20 et D5, par un test double-
hybride haut débit en levure, basé sur le systamearteur « dual luciferase ».

Malgré le faible nombre de molécules criblées @meaint 27 600 composés !) en rapport avec
les criblages réalisés par les grandes compagriasmaceutiques, deux molécules ont
prouvé leur pouvoir inhibiteur sur la réplication dirus en culture cellulaire, bien que leur
utilisation soit limitée par leur toxicité intringee.

Des dérivés de ces molécules devraient étre sysdkétestés a nouveau en culture cellulaire

avant de montrer un éventuel pouvoir protecteudssrsouris infectées.

La encore des expérimentations devront étre efestupour prouver le mécanisme

d’inhibition théorique basé sur la perturbation’deeraction entre les protéines D5 et A20.

Par ces deux démarches et grace aux résultatsrageamts obtenus, nous avons renforcé
l'idée que le criblage d’inhibiteurs d’interactigprotéine-protéine dans le complexe de
réplication viral est une stratégie prometteuser pdentifier de nouveaux composés actifs

contre d’autres infections virales.

Grace au criblage d’aptameres peptidiques et aribéag@e de molécules nous disposons
maintenant non seulement de nouveaux inhibiters, lé développement doit étre poursuivi,
mais également de nouveaux outils moléculaires p@iude de la réplication des

orthopoxuvirus.
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