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Une pensée...

Je te dédie ce mémoire et ces temps passés.
Tu m’as tout donné.
Tu m’as tant donné.

J'y suis arrivé.



Sommaire

LISTE 0ES FIGUIES ceeneiieeieiiieeeiiee ettt ettt ettt e e e e e e sttt e st e e s bt e e s sabae e sateeesasteeesataeesanbeeess saneeeesasaeesnsseenns 9
REMEICIEMENTS o s s e e s saba e snaes 11
AN o] o] L=V =Y o] o SRS Erreur ! Signet non défini.
[. PARTIE |1 LA FIBVIE JAUNE c.eeeiieiieieeteee ettt sttt e 15

A, Historique de 1a fIBVIE JAUNE ....uvviie e ettt e et e e e e et e e e e e e abaeaeeeeeenraeeeseeeeeennnnes 15

2 T Y o 1o 115 0T To] (oY -4 =TT 16

1.  Distribution GEOZIraphigUE .....ceiiuiiiiiiiiieiee ettt e e s e e e sareas 17

D [ Tol o 1= o ol IO PSPPSR PR 18

TR Yol [N <Tolo] [o =4 o [V [P OPUPPRUURRRRUPRE 20

C. Agent étiologique : le virus de 1a fIeVIre JAUNE .......oooeiiee i 22

1. Classification €t STTUCTUIE.......coiiiiiiiiiic e e 22

2. GBNOME ViIFAl ettt ettt he e b e bt et s b et e et e ab e bt e b e et b eaeenre e 24

3. Cycle Viral des FlaViVirUs.......ccueeiciee ettt st te e sbe e e be e e te e ebeeenbeennnas 29

DT o= Y oo (o =4 PRSPPI 34

1. Diagnostic de 1a PathOlOZIE ......uveeiiiieee et et e e e e e e 36

O oY i g To T= =T o 1T USRI 37

2. Réponse immunitaire suite @ 'iNfECTION .....coceiicie e 40
[l PARTIE 111 L8 FOIE weutteiiesieeeteete ettt ettt sttt st b et s sbeen e e smeenneennes 43

A, Structure et organization dUu fOIE .....cuiiiciiii e e e e ae e 43

L. FONCHIONS ottt e 45

2. Différenciation hEPatoCYLaIre .....cci i e e e e etrr e e e e e et 45

3. Le MAtabolisme NEPAtIQUE.....ceei ittt e e e e e et r e e e e e e eanres 46

B. Laréponse immunitaire dans 1€ fOIE ......cccivviiiiiiiiiiiieiiierie et 48

1. Détection des PAthOZENES......ciiiiiiiiiii et st e e st e s e e e e sareas 48

2. Les acteurs cellulaires de la réponse immunitaire hépatique.........cccceeveieeeeciee e 49



GR I- I o] (=] - [ ol ol V=Y o F- 14 (o LU [PPSR 52

D. Lesmodeles d’ étude POUN 18 fOIE ..uiiii ittt e e s e e e e e eabar e e e e e e e e eennees 55
[l. PARTIE 11l : Vaccin contre le virus de la fieVre JauNe ........ccccvevveeiieeciee e 59

A, Traitements EXISTANTS ...ooi i e e e e s 59

S T Ty Ao T o [ = e [V Y ol ol g USSRt 60

1. Marqueurs de I'att@nUatioN .......cuee et e st e e sabe e e e aaee e e enrae s 60

R |V, oTo =1 [T T 110 o 10 PP PRPR 63

3. VACCINS COMMIEBITIAUX ..vvtiuriieiirieeiiitieeeitte e st e e s sttt e st e e st e e e ba e e s aab e e e s enaeeesabaeessabeeesambee e s saraeesanne 64

4. Effets secondaires de 1a VacCination ........occueeiiiiiieiiie et 66

C. Laréponse immunitaire a 1a VacCinatioN.......couuiiiiiiiiee ittt ree e 69

1. ANTICOrPS NEULIAIISANTS .uvviiiiiieeiiiiecciiee ettt e s tre e st e e e sttee e et e e st e e e s ataeessateeeenteeesnseeesassnreeesnnenas 69

2. REPONSES CRIUIGINES .uvverieiieiiieeee ettt e et e e e e e e ar e e e e e e e ettaaeeeesestaaaeeeesenssseeeseaeeeeennnres 70

T 0= o Yo o Y TN 1Yo =T SRR 70
V. Objectifs du travail de theSe.......ciiviiii i s e 75
V. Mat@riel €t IMETNOUES ....coouvieiiieiieeee ettt st e et e et e sabeesnbeessseenseseenseean 79

A, Virus €t MOEIES CEIUIAINES. ..c.uiiiiii ittt et et e et e steesateeses e e snseenseeens 79

OV T VT o [ o I TNV I - 1] o [ SRR 79

2. Modeéle 2D : hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires humaines...................... 79

3. Modeéle 3D : co-culture entre hépatocytes et cellules de Kupffer primaires........cccccvveeeeeennnnn.. 79

B.  ANAlySe tranSCriPtOMIQUE ......iii ittt ettt ettt et e et e e st e e s sbbe e e sbeeessabeeessaseeeeenabeeesnnne 81

i o 01 - 1 o - | PP PPPPPPUPPPPP 81

(ORI Y/ [ Tol o Y oloY oY (<l =1 (=T o] o] o [V =TRSO SR 83

D.  IMMUNOTIUOIESCERNCE. ... tiiieieiiteieee ettt st e st e s bt e b bbb e s bt e s be e s sabeesabeesaees 84
VI. RESUITATS 1ottt ettt e sttt e st e e s atae e s s beeesabe e e sabaeesanbeee s sbetaeesanreesntes 87

A. ETUDE N°1: Etude de la dynamique des réponses immunitaires contre les souches sauvages et
vaccinales du virus de la fievre jaune dans un modele in vitro d’hépatocytes dérivés de cellules

SOUCHES NUM@INES ..ottt s b e s e n e 87
O oY o] (=] g o - 1 o LU LSO PR OPPUPPPRRRt 88
2. Principales 0bservations de I'tUAE .........ccueiiiiiiie i 89
3. Etude (Under review Plos neglected disease_23 Septembre 2016) .......cccceevvveeriveeeriereeenvneennns 91

B. Etude N°2: Comparaison des méthodes de normalisation appliquées aux données de séquencage
8 PARN Lttt e et e e e e e et b et e e e e ee b aeeeeeeseaataseeeeeaaaaeeeeeeeeaaaeaeeee e eeeanabaraeeeeenbrareeeeaas 137



O o] o] (=] g o F- 14 (o LU [T UUR P

1. Analyse transcriptomique pPar SEQUENGAEE .....ccuutruttriuie ettt ette st e st e sttt e b e sbeesabe e
2. Principales 0bservations de I'EtUAE .........cc.eeiiiiiiie i s
3. Etude (submitted_24 NOVEMDIe 2016).....cccccuieeiiuieeeeiriieeiieeeesreeeesireeessreeessreeennseeeesneeeesseeees

C. Etude N°3: Mise en place d’un modeéle organotypique de foie humain pour étudier les

paramétres immunitaires et métaboliques régulés par les souches sauvages et de bases vaccinales du

Ve [ I AV I - 1V oS

O o o] o] (=T o o =Y o [ ISR UPURPRNE

2. Principales observations de I'ETUdE .....c..eii i

3. Etude (SoumisSion Q1 2007) .cccveeeeiuieeeeriee e ettt et e eereeeeetreeeeteeeestbeeeeetaeeesabeeeeetreeeeaaaeeen
VL. DISCUSSION ..ottt sttt b e s s bt r e eane s sanenre s 211
VI CONCIUSION 1ttt ettt et st s bt e st et e bt st e st e e e e e e sabeesneeenee 225
IX. P OIS PCLIVES. .ttt et e e et e e e e e e e e e e e e e e n bbbt tbaae i aaaarbraae 227
)OI = 11 o1 [ o =4 =T o] o 1S 233
RESUME @ 12 S ...eeeieeee e e 259

SUMIMIAIY ettt ettt ettt e e st b et e e e e sttt bt e e e e e e abe e e eeeseaabbeeeee s anbbeaeeessasbeeaeeessnsbbeeeseeesannnneneeasans 259



Liste des Figures

Figure 1. Répartition géographique des zones endémiques de la fievre jaune. .......cccoceeveviieeevcieeenciieenns 17
Figure 2. Cycles écologiques du virus de [a fIeVre JaUNE. ....oocuviiiiiiiiiiiie e 21
Figure 3. Particule du virus de 12 fI@VIe JAUNE ......cccviii ittt e e e et e e raeeeaes 23
(U ¢ B €Y= o Yo oo SV T - | F ST 24
Figure 5. Cycle réplicatif du virus de 1a fIeVIe JaUNE..........cceciiii e 30
Figure 6. Evolution de |a pathologie CliNIQUE. .......cuuiiiiiiii e e e e aaee e 34
Figure 7. Cinétique de la réponse immunitaire suite a I'infection par le virus de la fiévre jaune. ............. 41
Figure 8. ArchiteCture NEPAatiQUE. ....cc.uiii i e e e et e e e sbe e e ae e nbeeeesareeenns 43
Figure 9. Différentes étapes du métabolisme hépatiqQUE. ........ceeevveiiieiiii i 48
Figure 10. Réponse immunitaire dans le foie : homéostasie versus inflammation et infection du tissu

Y=Y oF- 14 Lo [V TP 50
Figure 11. « SYStEME Sravity ArOP M. ...ueiciiiei et ee e ette e e te e e et e e e et e e e e abeeeesbaeeeeabeeessessteeesnsreaanns 57
Figure 12. Mutations en acides aminés entre la souche YFV Asibi et la souche YFV 17D. ....cccoccvvvvviienenns 61
Figure 13. Historique de passages de la souche 17D-204 utilisée par les différents fabricants de vaccins.
..................................................................................................................................................................... 65
Figure 14. Réponse immunitaire suite a 1a VacCinatioNn .......ccc.eeiciieiiiiie st aee e 71
Figure 15. Principe du SEQUENGCAZE PAr SYNTNESE. .....uiiiiieieiiie ettt see et e e sre e e s tae e e aaee s 139
Figure 16. Observation de I'architecture des microtissus hépatiques par microscopie électronique...... 171
Figure 17. Détection de canalicules biliaires dans les microtissus hépatiques. .......ccccevvveeeviieeeriieeennnennn 172

Figure 18. Impact de la déxaméthasone sur I'induction des réponses antivirales. .......cccccoevvvvervveeennnnenn. 173






Remerciements

Cette thése de Doctorat a été réalisée dans le cadre d’une collaboration entre Sanofi Pasteur (Marcy
I'Etoile) et la plateforme ViroScan3D.

Par ces quelques lignes, je tiens a remercier toutes les personnes qui ont participé de prés ou de loin au
bon déroulement de cette these...

Je tiens a remercier spécialement ma directrice de thése, Dr Véronique BARBAN (Sanofi Pasteur). Merci a
toi pour ton aide, ton écoute, ton soutien et tes conseils tout au long de ces 4 années. J'ai tellement
appris que je ne saurai pas par ol commencer. Pour tout cela et bien plus encore, un immense merci.

Je tiens également a remercier ma seconde directrice de thése, Dr Catherine LEGRAS-LACHUER
(Viroscan3D). Merci a toi pour ta disponibilité et ton écoute sur cette thése. Merci d’avoir su répondre
présente aux moments importants avec gentillesse et bienveillance.

Je remercie particulierement le Pr Bruno LINA pour avoir accepté de juger ce travail et d’en présider le
jury de soutenance.

Je remercie également le Pr Isabelle DIMIER-POISSON pour avoir accepté de juger ce travail mais
également pour la qualité de la formation fournit au cours de mon cursus.

J'adresse de sincéres remerciements aux Pr Stéphane PAUL et Pr Ali AMARA pour avoir accepté d’étre
rapporteurs de ce travail, leurs conseils et leur compréhension.

J'adresse également mes sentiments respectueux aux membres du comité de pilotage de mon doctorat.
En particulier le Pr Eve-lsabelle PECHEUR pour ses conseils sur les modéles hépatiques et les techniques
d’'immunomarquage. Mais également les Pr Branka HORVAT, Pr Dimitri LAVILETTE et Pr Joel LACHUER
pour leurs conseils avisés et bienveillants.

Je tiens a remercier Dr Marion DECOSSAS (UMR 5248- Bordeaux, France), Dr Simon MESSNER (InSphero
AG - Suisse) pour leur collaboration.

Je remercie tous les collaborateurs de Sanofi Pasteur, pour leur accueil, leur aide quotidienne,
leur bienveillance.

En particulier je remercie Dr Bachra ROKBI pour son aide et ses conseils tout au long de ces 4 années. Tu
as su trouver les mots justes pour m’orienter sur les bons choix. Merci a toi.

Merci également au Dr Daniel LAROCQUE pour son aide et son implication rapide dans mon travail.
Merci également pour ta bonne humeur et tes legons de tennis !



Merci a Fabienne PIRAS, Dr Virginie COURTOIS, Dr Frédérique GEOFFRQY, Dr Laurence QUEMENEUR,
David PONCET, Dr Isabelle LEGASTELOIS, Dr Nadege ARNAUD-BARBE, Dr Emilie CHAUTARD, Dr Yves
Girerd-Chambaz pour leur aide et leurs conseils.

Merci a Sabine CLAYETTE, Delphine RIBON et Sylvie MICHEL pour leur soutien au quotidien.
Merci a Franck NARBONNET et toute son équipe.

Un immense merci a Nathalie MANTEL pour son accueil, le stage proposé et I'accompagnement sur les
débuts de cette these. Merci pour tes conseils et m’avoir permis de travailler avec ta superbe équipe.
Merci a vous tous, Alix JOUFFRET, Marion AGUIRRE, Maryline BOUTEILLE, Elisabeth MARION, Sandrine
RAYNAUD, Jérémy PONTVIANNE, Florine GUILLAUME, Emilie VENTURA pour votre bonne humeur, votre
soutien infaillible dans tous les moments difficiles et pour tous les moments qu’ils nous restent a passer
ensemble.

Merci a toute I"’équipe de ViroScan3D pour leur aide au milieu de toutes ces données. Merci en
particulier au Dr Magali ROCHE pour son suivi et son écoute sur I'ensemble du projet.

Merci a Marie Guinier et Anne NGUYEN pour la réalisation des séquencgages. Un grand merci a Clément
DELESTRE, Camille MARMAI et Anthony BESSE pour les analyses bio-informatiques.

Un immense merci a tous mes amis, pour leur aide, leur soutient, leurs sourires, leurs vacheries.
Rémy, Julie, Rémi, Charlotte, Margaux et Gautier. Maxou et Mel, Céline, Ori, Maelle, Alexandra. Marine,
Matthieu, Claire la meche et Jérome, Claire Bowie et ma Mamane. Vous étes au top. Valou, Jeanet,
Fabien, Jojo, Amaél, Justine, Btissame ma soeurette et toute sa famille... j'en oublie pleins. Merci, Merci
et encore merci.

Merci a ma famille qui a su étre la dans ces moments, les plus récents et difficiles mais avant
tout les plus agréables passés et a venir. A mes frangins, a ma tante et mes grands-parents.

A toi Maman...



Abréviations

Aa : acide aminé

Ac : anticorps

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ALT : Alanine Aminotransférase

ARN : Acide RiboNucléique

AST : Aspartate Transaminase

Cm : centimetre

CMH-I : Complexe d'Histo-Compatibilité type |
CT : Cycle Threshold

CYP450 : Cytochrome P450

DMSO : Diméthylsulfoxyde

D.O : Densité Optique

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
Geq: Genome Equivalent

GRO: Growth-related Oncogene

GST: glutathione-S-Transférases

h: heure

hESC: human Embryonic Stem Cells

HRP: Horseradish Peroxidase

IFN : interféron

IL : interleukine

JEV: Japanese Encephalitis Virus

kb : kilo base

Mg : microgramme

MIF : Macrophage migration Inhibitory factor
pl s microlitre

ml : millilitre

M.O.I. : Multiplicity Of Infection

NK : Natural killer cell

Nm : nanomeétre

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell

PCR : Polymerase Chain Reaction

PCRD : Preclinical Research & Development

PFU : Plague Forming Units

gRT-PCR : quantitative Reverse Transcription-
Polymerase Chain Reaction

RANTES : Regulated upon Activation, Normal T
cell Expressed and Secreted

RE : Réticulum Endoplasmique

R&D : Recherche et Développement

Rpm : rotation par minute

SVF : Sérum de Veau Feetal

TGF-B : Tumor Growth Factor- 8

TNF : Tumor Necrosis Factor

Ul : Unité Internationale

VLP : Virus-Like Particles

WNV : West Nile Virus

YF : Yellow Fever

CMV : cytomégalovirus

HCV : virus de I'hépatite C

HBV : virus de I'"hépatite B

RPKM : Read per kilobase per million of mapped
reads

RUV : Remove unwanted variation

SNP : Single nucleotide polymorphism

HNF : Hepatic nuclear factor






. PARTIE | : La Fiévre Jaune

A. Historique de la fieévre jaune

La fievre jaune est une maladie tropicale virale, causée par le virus de la fievre jaune et associée a des
épidémies majeures en Afrique sub-saharienne et en Amérique du Sud. Les premiéres apparitions de
cette pathologie sont difficiles a déterminer. L'utilisation du terme « fievre jaune » remonte a 1750, lors
d’une épidémie sur les iles Barbade. En se basant sur les descriptions cliniques et épidémiologiques
trouvées dans de vieux manuscrits, Carter estima que la premiére épidémie pouvant étre attribuée au
virus de la fievre jaune aurait eu lieu sur la péninsule du Yucatan au Mexique en 1648. Cette introduction
historique en Amérique latine est associée a la traite des esclaves qui a de fait indéniablement contribué
a I'expansion de la pathologie. Au XVlliéme, I'augmentation des transports maritimes d’esclaves et de
marchandises augmenta la problématique et résulta en de multiples introductions en Europe et aux
Etats-Unis. La multiplication des épidémies eut un impact humain et économique trés importants. Ainsi
une épidémie dans la vallée du Mississipi causa la mort de pres de 13000 personnes en 1878 et la
construction du canal de Panama au Mexique en 1889 fut fortement ralentie par des épidémies
successives qui décimaient les ouvriers [1]. Longtemps associée aux « miasmes » provenant des matiéres
organiques d’origines végétales et/ou animales, la transmission de la pathologie par le moustique Aedes
aegypti fut établie par le médecin Carlos Finlay en 1881. Vingt années plus tard, Walter Reed confirma
ces observations sur des adultes volontaires dont pres de 80% d’entre eux moururent. Dans le méme
temps, Reed démontra que I'agent infectieux était capable de traverser le filtre de Berkefeld, distinguant

ainsi le virus des bactéries, classiquement retenues dans ce filtre [2].

La Fievre jaune avait donc pour origine un agent dit filtrant, le premier virus décrit comme pathogéne

pour I'homme.



La découverte du mode de transmission limita drastiquement les épidémies urbaines aux Etats-Unis, en
Amérique Centrale et méme en Afrique de I'Ouest. Un controle des gites larvaires du moustique urbain
Aedes aegypti fut ainsi mis en place conduisant a la disparition du virus de l'ile de Cuba en 1901. La
Nouvelle Orléans connut sa derniere épidémie en 1905 avec 8399 cas recensés et 908 morts et la

construction du canal de Panama fut achevée en 1914.

En 1925, le singe, d’ores et déja identifié comme hote, fut utilisé pour I'identification du pathogene. La
premiere souche virale fut isolée le 30 juin 1927. Le sang d’un patient, appelé Asibi, obtenu 33 heures
apres le pic de fievre fut inoculé a un singe rhésus au laboratoire de recherche d’Accra. Des signes
pathologiques et une atteinte hépatique furent observés apres 4 jours. Un deuxieme singe fut inoculé
avec le sang du premier et présenta les mémes signes. Par la suite Stokes et al. ont établi la souche Asibi
par passages directs sur singes et indirects sur les moustiques Aedes aegypti [3]. Parallelement, une
souche fut isolée a l'institut Pasteur de Dakar a partir d’'un patient syrien. Les deux souches, bien que
d’origines différentes présentent une homologie de 99,8% avec seulement 23 nucléotides et 9 acides
aminés variants [4]. Ces isolements sont a |'origine de développements vaccinaux initiés dans différents

pays comme I’Angleterre, les Etats-Unis, ou encore le Brésil.

B. Epidémiologie
La fievre jaune est une zoonose, maintenue a I'état sauvage par des transmissions entre les primates non
humains et des moustiques diurnes du genre Haemagogus spp. en Amérique et Aedes spp. en Afrique.
Dans ce contexte les humains ne sont exposés que ponctuellement a cette forme. Au niveau de la savane
africaine, les gites larvaires sont plus importants et sont impliqués dans des transmissions endémiques et
épidémiques entre le singe et I'homme (cycle intermédiaire) et entre hommes (cycle urbain). Le
moustique, dit « domestique », Aedes aegypti, se développe massivement dans les zones péri-urbaines

et est le principal vecteur des épidémies intra-humaines.



1. Distribution géographique
Les zones endémiques de la maladie se trouvent en Amérique du Sud et en Afrique sub-saharienne

(Figure 1).
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Figure 1. Répartition géographique des zones endémiques de la fievre jaune.

Ces zones sont définies en fonction des recommandations liées a la vaccination. Vaccination
recommandée (jaune) ; vaccination suggérée (vert foncé) ; vaccination non recommandée (vert clair). A.
Répartition des zones endémiques en Afrique subsaharienne en 2015. B. Répartition des zones

endémiques en Amérique du Sud en 2014.
Adapté de http://www.cdc.gov/vellowfever/maps.html

Si les premieres cartes définissant les zones endémiques datent des années 1930, I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) organise depuis 2008 le rassemblement d’experts autour de données

épidémiologiques afin d’établir une carte des zones a risques et ainsi orienter les politiques locales et les




consignes de vaccination pour le voyageur. Bien que limitées par les sous informations et |'ancienneté

des données, ces cartes permettent d’avoir une vue globale des points sensibles.

Les régions avec les plus forts risques de transmission se situent en Amérique, incluant les zones cotieres
et les villes intérieures infestées par le vecteur en Argentine, au Brésil, au Pérou, en Bolivie, en Colombie,
en Equateur, au Venezuela, la Guyane, le Mexique et le sud des Etats-Unis. Toutes ces villes ont été ou
sont affectées par la Fievre jaune et représentent en paralléle une zone a risque pour la transmission

d’un autre flavivirus, le virus de la dengue.

Le risque de réémergence des formes urbaines de la Fiévre jaune augmente constamment du fait de
I'urbanisation croissante, des mouvements de populations et de I'expansion des zones de
développement du vecteur Aedes aegypti. Enfin I'absence du virus des zones asiatiques, indiennes et
océaniques s’expliquent a la fois par des facteurs démographiques et biologiques ou encore par la
présence d’autres flavivirus et la plus faible compétence des moustiques vecteurs présents dans ces

zones pour la transmission du virus de la fievre jaune [5-7].

Compte tenu de la large répartition du virus, la variabilité génétique des souches est un facteur critique
dans le développement d’un vaccin. Aprés séquencage d’une multitude de souches d’origines
différentes, seulement 7 génotypes différents ont été identifiés. Parmi ces génotypes, 5 sont identifiés
en Afrique et seulement 2 en Amérique [8-10]. Cette faible variabilité est également retrouvée pour
d’autres arbovirus, et expliquée par I'impact du génome dans la réplication chez le moustique et les

transmissions inter-especes [11].

2. Incidence
Entre 1985 et 2009, 31455 cas et 8108 déces ont été reportés par OMS. Ces chiffres masquent une
grande disparité avec une variation du nombre de cas reportés selon les années et une forte

augmentation des reports entre 1986 et 1995.



En Afrique, le taux de mortalité atteint prés de 22% soit 6090 cas sur les 27467 reportés sur cette
période. Ces taux sont cependant sous-estimés en raison du manque d’informations sur les personnes
décédées. Selon les régions, les proches de victimes retirent les patients du cadre hospitalier si bien que
I’évolution de la maladie n’est pas connue des autorités de santé. En se basant sur les estimations,
I'incidence annuelle dans ces régions a pu étre déterminée. Elle est en moyenne de 14.4 cas pour 100000

habitants [12].

En Amérique du Sud, la fievre jaune se retrouve en Amazonie. Entre 1985 et 2009, 3988 cas et 2287
déces ont été reportés pour un taux de mortalité de 57%. Néanmoins I'incidence annuelle n’est qu’en
moyenne de 2,1 cas pour 100000 habitants. La différence d’incidence entre les deux régions affectées
s’explique a la fois par des facteurs écologiques (présence du vecteur, densités de populations primates
et humains) ou par la couverture vaccinale. En revanche les plus forts taux de létalité en Amérique du
Sud s’expliquent par des souches plus virulentes, une susceptibilité des races aux formes létales [13] et

encore une fois par une sous-estimation des cas en Afrique sub-saharienne [12].

Depuis 1985, une importance série d’épidémies ont été décrites en Afrique, en particulier au Sénégal
(1995-1996, 2002-2003, 2006) au Libéria (1995, 1998, 2000-2001, 2004), au Soudan (2003, 2005), en
Ouganda (2010) et au Congo (2014). La province soudanaise du Darfour a connu en 2012 une des plus
graves épidémies des dernieres décennies. En Amérique du Sud, les épidémies ont été recensées au

Brésil (2007-2009), au Pérou (1995), en Colombie ou encore au Venezuela [14,15].

Outre les populations locales, les voyageurs et travailleurs internationaux sont également sujets aux
infections par le virus de la Fiévre jaune. La majorité des cas répertoriés concerne des voyageurs non
vaccinés et ayant séjourné en zone endémique. En Novembre 2001, une touriste belge de 47 ans, en
séjour en Gambie, est décédée des suites d’une infection [16]. Le décés d’'un Nord-Américain de retour

d’un séjour sur le Rio Négro fut déclaré en mars 2002 dans un hopital du Texas (non publié). En se basant



sur les estimations et les incidences décrites plus haut, le risque d’étre infecté par le virus de la Fievre
jaune lors d’un voyage de deux semaines en zone endémique est de 1 cas pour 267 alors que le décés ne

surviendrait que dans 1 cas pour 1333 [17].

3. Cycle écologique
La fievre jaune est transmise a son hoéte par la piqure d’un moustique infecté dans le cadre d’'une
transmission dite « horizontale ». Le moustique peut également transmettre le virus a ses larves et on

parlera alors de transmission « verticale ».

De nombreuses espéces de singes sont sensibles a I'infection par le virus de la Fiévre jaune [18,19]. La
transmission entre le singe et le moustique, dite enzootique, est responsable du maintien des foyers
infectieux dans les zones endémiques et de la description d’un grand nombre d’épidémies chez I'animal.
Les moustiques impliqués dans cette transmission sont principalement Aedes Africanus pour I'Afrique et
des moustiques du genre Haemagogus et Sabethes en Amérique du Sud. Par ailleurs I'immunisation
naturelle des singes infectés et le fort taux de mortalité dans ces espéces explique le caractéere cyclique
de l'apparition des épidémies de Fievre jaune. Enfin I'urbanisation accélérée et les déforestations
importantes réduisent considérablement les populations de singes et font de I’'homme I’"h6te principal

dans les cycles de transmission [20].

La transmission a 'homme se fait dans le cadre d’un cycle intermédiaire ou sylvatique qui implique
différentes especes du genre Aedes qui transmettent le virus au singe ou a I’homme. Ce cycle n’a jamais
été décrit en Amérique du Sud (Figure 2A) et n’est observable en Afrique que dans les zones de savane

humide, occasionnant quelques épidémies locales (Figure 2B).



Figure 2. Cycles écologiques du virus de la fievre jaune.
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Figure adaptée de [21]

Enfin, le cycle urbain assure la transmission du virus d’'un homme a un autre. Ce cycle est assuré le plus
souvent par le moustique du genre Aedes aegypti, et nécessite I'introduction du virus dans les zones
urbaines par des hommes ayant voyagé en zone endémique. Compte-tenu des densités de populations

humaines et vectorielles, ce cycle est source d’épidémies massives.



En Amérique, en raison du contréle important des vecteurs, la derniere épidémie de Fievre jaune
urbaine date de 1942, au Brésil [22]. Depuis, quelques cas de transmission par le moustique Aedes
aegypti ont été répertoriés [23]. Les cas répertoriés sont donc associés a des travailleurs des zones

forestieres et une transmission par le moustique du genre Haemagogus.

En paralléle des cycles naturels de transmission, des contaminations du personnel hospitalier et des
chercheurs ont régulierement été décrites. Les phases de contact avec du sang de patients récemment
infectés, les accidents d’injection ou la piqure de moustiques infectés en laboratoire sont a 'origine de
ces infections [24]. Les contaminations par les urines ou les excréments ne sont pas suspectées en raison

de charges virales trop faibles ou non détectables.

C. Agent étiologique : le virus de la fievre jaune
1. Classification et structure
Classé depuis 1985 dans la famille des Flaviviridae, le virus de la Fievre jaune est le prototype du genre
flavivirus [25]. Cette famille englobe par ailleurs deux autres genres : les pestivirus et les hépacivirus
(comme le virus de I’'hépatite C). Ce regroupement s’effectuant principalement en raison des similitudes
morphologiques, génomiques et réplicatives [26]. A I'instar du virus de la Fiévre jaune, de nombreux
flavivirus sont des arbovirus, c’est-a-dire transmis a leurs hotes par des insectes vecteurs, comme les
tigues ou les moustiques, chroniquement infectés par le pathogene. Quelques rares flavivirus ont
néanmoins été isolés de rongeurs ou de chauve-souris sans que la transmission par les arthropodes n’ait

pu étre établie.

Sur les 68 flavivirus décrits, plus de 40 sont associés a une pathologie humaine [27]. Parmi eux, on
retrouve les virus de I'encéphalite japonaise (JEV), de I'encéphalite a tique (TBE), de I'encéphalite de
Saint Louis (SLE), du West Nile (WNV) ou encore de la dengue (DENV). lls ont été classés en différents

« groupes » ou « complexes sérologiques » en fonction de leur réactivité sérologique (test de



neutralisation et d’"hémagglutination) [28]. Le virus de la Fievre jaune était connu comme le seul membre
du complexe sérologique Fievre jaune jusqu’a une série d’études phylogénétiques permettant d’intégrer
certains virus dans un groupe dit « génétique » sans qu’aucune forme fatale de pathologies n’aient été

reportées [26].

Le virus de la Fievre jaune est un virus sphérique de 40 a 60 nm de diameétre. Le génome viral est un ARN
simple brin non segmenté de polarité positive. Un ensemble de protéines de capside (C) interagit et
protége cet ARN par formation d’une nucléocapside. Le complexe nucléocapsidique est recouvert d’une
double couche lipidique issue des membranes du réticulum endoplasmique de la cellule hote dans
laquelle sont ancrées les protéines d’enveloppe (E) et de membrane (M) du virus (Figure 3). La surface
externe des virions est recouverte de 90 diméres de glycoprotéines E en agencement icosaédrique [29].
De par leur organisation structurale, ces virus sont tres sensibles a de nombreux traitements tels que des
solvants lipidiques, des détergents, et peuvent étre inactivés par différents traitement chimiques, par la

chaleur ou par rayon ultraviolet (UV) ou y.

Figure 3. Particule du virus de la fievre jaune
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A. Schéma du virion. B. Représentation tridimensionnelle de I'enveloppe virale. C. Particules virales
observées par microscopie électronique a transmission.



Figures adaptées de http://viralzone.expasy.org/all_by species/24.html

2. Génome viral
Le génome, est un ARN monocaténaire de 10862 nucléotides (nt) et de polarité positive. Il est composé
d’une coiffe de type | (m7GpppAmp) en extrémité 5’, suivie d’une courte région non codante en 5’ (100
nt), puis d’un unique cadre ouvert de lecture de 10233 nt et enfin d’une région non codante en 3’ (500
nt) dépourvue de séquence poly-adénylée [25,30]. La partie traduite du génome code pour 3 protéines
structurales : la capside (C), la membrane (M, exprimée sous la forme d'un précurseur prM) et
I’enveloppe (E). Par ailleurs, 7 protéines non-structurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b et NS5)

essentielles a la réplication virale sont codées par le reste du génome (Figure 4).

Figure 4. Génome viral.
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Figure issue de http://viralzone.expasy.org/all by species/24.html




Les deux régions non-codantes, bien que variables, présentent des séquences répétées et des structures
secondaires conservées entre les flavivirus. Ces éléments ont des rbles variés, certains étant décrits
comme essentiels dans les phases de réplication, de traduction et d’assemblage du virus et peuvent
expliquer les variabilités de souches et parfois méme de virulence observées sur différentes zones

endémiques [31-33].

a) Protéines structurales
Ces protéines sont au nombre de 3 et font partie intégrante de la structure des particules virales des

flavivirus

La protéine de capside (C) est une protéine d’environ 11kDa. Cette protéine est le composant structural
unique de la capside qui protége I’ARN génomique des flavivirus. Elle est retrouvée au début de
I'infection a la surface de vésicules sécrétées du réticulum endoplasmique de la cellule hote. Son role est
essentiel dans I'encapsidation spécifique du génome viral, comme en témoigne I'existence de particules
virales extracellulaires sans capside ni ARN viral génomique [34]. La liaison entre la protéine C et 'ARN
viral se fait via des interactions avec des résidus basiques des parties N- et C- terminales de la protéine C
[35]. Par ailleurs, des diméres de protéine C ont été observés pour le DENV et le YFV [36] et seraient
I’élément de base de I'assemblage de la nucléocapside [37]. Au-dela de son réle structural, la protéine C
est impliquée dans la régulation du devenir des cellules infectées. Son expression intracellulaire est par
exemple associée a I'apparition d’une apoptose médiée par la voie mitochondriale et I'activation des

caspases 3 et 9 dans les infections par le virus West Nile [38].

La glycoprotéine de membrane (M) des flavivirus, d’environ 8kDa, est au méme titre que la protéine
d’enveloppe E, ancrée par sa partie C-terminale dans I'enveloppe lipidique des virions matures. Cette

protéine est dérivée d’une forme précurseur, appelée prM, clivée au cours de la réplication par des



protéases cellulaires. Le clivage entraine la libération d’un fragment « pr » dans le milieu extracellulaire.
Ce clivage, réalisé par une furine cellulaire, est parfois incomplet. Un tel phénomene affecte I'infectivité,
la conformation ainsi que I'antigénicité du virus [26]. Dans les particules immatures, le précurseur prM,
d’environ 27 kDa, forme un hétérodimere non covalent avec la protéine E, dont il protége les peptides
de fusion durant I'exocytose des particules virales [39]. Il contient par ailleurs un signal de rétention au
niveau du réticulum endoplasmique [40] et joue un role de chaperonne dans le repliement et
I’'agencement des protéines E [41]. Tout comme la protéine C, la protéine M induit de I'apoptose une

séquence « ApoptoM » suite a I'infection par les 4 sérotypes du virus de la dengue [42].

La protéine d’enveloppe E, d’environ 50 kDa, est une protéine membranaire de type I, comme la
protéine M. Des études de cristallographie aux rayons X ont montré que cette protéine forme des
homodimeres positionnées téte-béche, paralléelement a la surface des flavivirus [43]. Cette structure
particuliére est notamment stabilisée par la présence de résidus cystéine qui forment des ponts
disulfures. Cette disposition ainsi que la présence de 90 diméres donnent au virus son agencement
icosaédrique [29]. Les glycosylations et les déterminants antigéniques de la protéine d’enveloppe jouent
un réle essentiel dans I'attachement du virus a la membrane de la cellule, I'internalisation du virus, la
reconnaissance des anticorps ou encore une fois dans les mécanismes apoptotiques [44]. De plus, la
protéine E serait une des cibles majeures de la réponse cellulaire T [45]. La partie N-terminale de la
protéine ou « ectodomaine », d’environ 400 acides aminés (aa), contient trois domaines distincts. Le
domaine | constitue le domaine central de la structure. Il s’agit d’'un agencement de feuillet B qui lie le
domaine N-terminal de dimérisation de la protéine, ou domaine Il, a une partie C-terminale de type
immunoglobuline, ou domaine Ill. Le domaine Il contient par ailleurs le peptide de fusion (résidus
hydrophobiques 98-110), essentiel a la fusion des membranes de I'hGte et du virus lors de
I'internalisation de la nucléocapside dans le cytoplasme cellulaire [46]. Le domaine Ill est quant a lui

reconnu comme le site d’attachement au récepteur cellulaire, encore non identifié [43,47].



b) Protéines non structurales (NS)
Ces protéines sont au nombre de 7 : NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b et NS5. Non essentielles a la

structure du virion, elles sont en revanche indispensables a la réplication des flavivirus.

La protéine NS1 est une glycoprotéine d’environ 46kDa trés conservée parmi les flavivirus. Elle contient
12 résidus cystéine, invariants parmi les flavivirus et qui forment des ponts disulfures intramoléculaires
[48]. Cette protéine est retrouvée sous deux formes principales. Un homodimeére, la forme la plus
abondante, associé aux membranes intracellulaires et a la membrane plasmique [48,49] et une forme
soluble hexamérique, composée de trois dimeres de NS1 et sécrétée dans le milieu extracellulaire [50].
La protéine NS1 joue de multiples réles au cours de I'infection. En particulier son réle dans la réplication
de ’ARN a été montré en bloquant la production d’ARN par mutation dirigée dans le gene NS1 [51,52].
Ce réle dans la réplication s’est confirmé par son interaction avec NS4 et le complexe de réplication dont
la protéine NS1 pourrait contréler I'activité [53]. La protéine NS1 joue également un réle important dans
la réponse immunitaire antivirale. La forme sécrétée de la NS1 induit une forte réponse humorale. Les
anticorps dirigés contre cette protéine ne sont pas neutralisants mais I'immunité qu’ils induisent, due a
la lyse par le complément des cellules infectées qui présentent la protéine NS1 a leur surface, est

protectrice chez le singe [54,55].

La protéine NS2a des flavivirus est une protéine d’environ 22kDa ancrée dans la membrane du RE. Sa
fonction n’est pas encore bien définie a I'heure actuelle. Elle interagit avec les protéines NS3, NS5 et la
partie 3’ non codante. La protéine NS2a jouerait un role dans la réplication virale et la production de
particules virales infectieuses. Il a de fait été montré que des mutations dans la séquence de NS2a
bloque la réplication et I'assemblage des particules virales [56,57]. La protéine NS2a jouerait également

un réle dans la réponse immunitaire antivirale [58,59].



La protéine NS2b des flavivirus est une protéine d’environ 14 kDa ancrée dans la membrane du RE. Cette
protéine est un cofacteur indispensable a la fonction sérine-protéase de la protéine NS3 avec qui elle
forme un complexe. Le domaine central de la protéine NS2b, trés conservé au sein des flavivirus, serait
impliqué dans cette interaction avec la protéine NS3 et est indispensable a I'activité protéase du
complexe NS2b-NS3 [60]. La protéine NS2b joue également un rble dans la réponse immunitaire
cellulaire puisqu’un épitope présenté par des lymphocytes T CD8+ a été identifié dans la protéine NS2b

du virus de la fievre jaune [58].

La protéine NS3 est une protéine cytoplasmique d’environ 70 kDa. Elle se trouve associée a la membrane
du réticulum endoplasmique (RE) par son interaction avec la protéine virale NS2b [30]. La protéine NS3
est associée a trois réactions enzymatiques. C'est une sérine-protéase virale impliquée dans le clivage co-
et post- traductionnel de la polyprotéine virale. La partie N-terminale, de 180 aa, comprend I'activité
sérine protéase au travers d’un domaine catalytique en triade, His51-Asp75-Ser135 [30]. Cette activité
est dépendante de l'association au cofacteur viral NS2b [61]. La partie C terminale possede les
caractéristiques d’ARN hélicase et d’ARN triphosphatase respectivement impliquées dans la dissociation
des brins d’ARN et structures secondaires pendant la réplication virale et dans la modification de
I'extrémité 5’ du génome viral pour préparer I'ajout de la coiffe [62]. A I'instar des autres protéines
décrites, NS3 est également une cible importante de la réponse immunitaire lors de linfection et
participe a la régulation du devenir de la cellule infectée. Des épitopes T CD4+ et CD8+ ont été identifiés

et des études in vitro ont montré I'induction d’apoptose par le site catalytique de la protéase [44,58].

Les protéines NS4a et NS4b sont des protéines de 16 et 27 kDa respectivement, ancrées dans la
membrane du RE. La protéine NS4a interagit avec la protéine NS1 [53] et contréle I'activité du complexe

de réplication virale en ancrant les composants dans les membranes cellulaires [62]. La fonction de la



protéine NS4b dans le cycle viral est encore inconnue mais son réle dans I'antagonisme de la réponse IFN

est connu [63] au méme titre que pour les protéines NS2, NS4a et NS5 [64].

La protéine NS5 est une protéine de103 kDa. Elle est tres conservée parmi les flavivirus et posséde deux
fonctions majeures. Elle assure le réle, entre les résidus 270 et 900, d’ARN polymérase ARN-dépendante
lors de la réplication virale [65]. Elle présente par ailleurs une activité méthyltransférase qui participe a la
méthylation de la coiffe de I’ARN viral [66]. Enfin, la protéine NS5 des flavivirus peut étre phosphorylée,

régulant ainsi les interactions avec la protéine NS3 [67,68].

3. Cycle viral des flavivirus
Le cycle de réplication du virus comprend plusieurs étapes, dont |'attachement et I'entrée du virus, la
synthese et la maturation des protéines virales, la réplication du génome et la formation et la libération
des virions nouvellement formés. Ce cycle est entierement cytoplasmique et implique des interactions
étroites avec les membranes de la cellule hote. La phase de latence du cycle réplicatif est généralement

de 12h avant que les premiers virions synthétisés ne soient détectés en extracellulaire (Figure 5).



Figure 5. Cycle réplicatif du virus de la fiévre jaune.

1-Attachement et entrée. 2-Fusion et décapsidation. 3-Traduction et clivage protéique. 4-Réplication du génome. 5-
Assemblage de la particule virale. 6-Maturation par clivage de la protéine prM. 7-Bourgeonnement.

TGN : réseau trans-golgien (trans-golgi network) ; ER : réticulum endoplasmique

Figure adaptée de https://www.bio.purdue.edu/lab/kuhn/research.html

a) Attachement et entrée du virus
La liaison du virus a son récepteur spécifique apparait étre un facteur majeur du tropisme cellulaire et de
la pathogénie observée. Aucune étude n’a a I’heure actuelle permis d’identifier un récepteur spécifique
du virus de la fievre jaune. Il apparait que les glycosaminoglycanes soient nécessaires a cet attachement.
Le virus 17D se lie ainsi aux héparanes sulfates a la surface des cellules VERO (cellules de rein de singe).

Mais cette liaison ne représente qu’une interaction initiale entre le virus et la cellule et sert de phase de



concentration des particules virales a la surface des cellules, facilitant ainsi la liaison a un récepteur
spécifiquement reconnu par I'enveloppe virale. De nombreux récepteurs potentiels ont été identifiés
pour d’autres flavivirus comme le DENV, le WNV, le JEV ou le TBEV [47]. Un second mécanisme de liaison
du virus a la cellule a été démontré pour un grand nombre de flavivirus y compris le virus de la fievre
jaune. Ce mécanisme est couramment appelé ADE pour « antibody-dependent enhancement », c’est-a-
dire facilitation de I'infection dépendante d’anticorps. Une fois formé, le complexe anticorps-particule
virale se lie a un récepteur cellulaire via la partie « Fc » de I'anticorps, est internalisé et le cycle viral peut

se déclencher. Ce phénomene est cependant moins fréquent que le mécanisme classique [69].

Dans le foie, qui demeure la cible principale de I'infection, les hépatocytes et les macrophages résidents,
les cellules de Kupffer, supportent la réplication du virus [70-73]. L'infection des cellules dendritiques
semblent étre restreinte bien que le virus y soit internalisé et utilisé pour la présentation d’antigenes
[74]. Des études sur cellules endothéliales ont également montré que le virus s’y répliquait et induisait
des libérations de médiateurs pro-inflammatoires potentiellement impliqués dans les manifestations

hémorragiques observées in vivo [75].

Une fois fixé a son récepteur, le virus entre dans la cellule selon deux modes. Par endocytose, dans quel
cas les virions se trouvent dans des vésicules enrobées de clathrine puis des vésicules pré-lysosomales
dans lesquelles a lieu la fusion des membranes virales et cellulaires [76]. Le pH acide de ces vésicules
induit un changement de la conformation de la protéine E. les dimeres de E sont dissociés en
monomeres et réassociés en trimeres. Le peptide de fusion se trouve alors exposé et initie la fusion des
membranes virales et cellulaires suite a quoi la nucléocapside est libérée dans le cytoplasme [29]. Le
deuxieme mode d’entre se fait par fusion directe des membranes virales et cellulaires au site

d’attachement du virion [77].



b) La traduction et la maturation des protéines virales
Une fois le complexe nucléocapsidique dans le cytoplasme cellulaire, 'ARN génomique viral est
décapsidé. Il est pris en charge par la machinerie cellulaire pour étre traduit en polyprotéine au niveau

du réticulum endoplasmique (RE).

Les protéines virales résultent de clivages co- et post-traductionnels de la polyprotéine virale. Ces
clivages sont assurés par des signalases cellulaires ou la protéase virale NS2b-NS3 [62]. Les signalases
cellulaires catalysent les clivages entre les protéines C et prM, prM et E, E et NS1 et NS4a et NS4b.
Cependant, pour les clivages C/prM et NS4a/NS4b, un clivage en amont de la protéase virale semble
conditionner la reconnaissance des sites de clivage par les signalases cellulaires [78,79]. Le clivage entre
les protéines NS1 et NS2a est également effectué par une protéase du RE [30,80]. La séparation des
protéines non structurales NS2a-2b, 2b-3, 3-4a et 4b-5 est catalysée par le complexe protéasique viral
NS2b-NS3 [30,80]. Aprés clivage de la polyprotéine, la protéine C se trouve ancrée dans la membrane du
RE [34]. En revanche, les protéines structurales prM et E sont quant a elles transloquées, via un peptide
signal en N-terminal, dans la lumiere du RE puis dans le réseau trans-golgien ou elles subissent des
glycosylations [30,80]. Cette maturation va permettre leur assemblage en hétérodimeéres qui se
retrouveront par la suite a la surface des virions immatures. Enfin, apres clivage, les protéines NS3 et NS5
sont cytosoliques, tandis que les protéines hydrophobes NS2a, NS2b, NS4a et NS4b sont membranaires

[62].

c) La réplication de ’ARN viral
Apres la traduction et la maturation des protéines, le complexe de réplication, intégrant les protéines
non structurales et des facteurs cellulaires, est assemblé au niveau de la région 3’ de I’ARN viral [81]. Une
interaction entre les protéines NS1 et NS4a est également décrite pour son role dans la formation et le

fonctionnement du complexe de réplication [53]. La réplication virale s’effectue au niveau des



membranes du RE de la cellule infectée. La fixation du complexe de réplication initie la synthése d’un
brin d’ARN complémentaire de polarité négative. Lors de la réplication, des complexes ARN de formes
différentes sont détectées dans les cellules infectées [82]. Des ARN doubles brins ou fromes réplicatives
(FR), qui sont un appariement des ARN sens (polarité positive) et anti-sens (polarité négative). Des
formes intermédiaires de réplication (IR), issues des FR et qui sont constituées d’ARN doubles brins et de
simples brins naissants. Dans les formes intermédiaires, le brin de polarité négative ou brin matrice sert
de base pour I'amplification des brins positifs. Les brins positifs sont ainsi synthétisés en exces (environ
10 fois) par rapport au brin d’ARN négatif. Les ARNs viraux néo-synthétisés servent alors a la production
des protéines virales ou sont associés a la protéine C pour former la nucléocapside incorporée dans les

nouvelles particules virales [83].

d) Assemblage des particules
La morphogénése des particules virales se produit principalement en association avec les membranes
intracellulaires de la cellule infectée. La formation de la nucléocapside constitue la premiére étape de cet
assemblage. Les protéines prM et E sont transloquées dans la lumiere du RE. Elles s’assemblent en
hétérodimeéres et migrent dans le réseau trans-golgien ou elles subissent des glycosylations. La protéine
prM protege ainsi les peptides de fusion des protéines E durant I'exocytose des particules virales [39].
L’assemblage des particules au niveau du RE est vraisemblablement un événement trés rapide et un
processus coordonnée entre la capside, associée a la membrane et a I'ARN génomique, et
I’hétérodimere prM-E [29,30,80]. Les particules immatures migrent ensuite au travers des
compartiments de la voie de sécrétion dans des vésicules de transport. Puisqu’aucun virus mature, c’est
a dire avec une protéine M clivée, n’a été observé en intracellulaire, le clivage de la prM par une

protéase cellulaire de type furine se fait juste avant ou pendant le relargage des virions lors de la fusion



des membranes de ces vésicules post-golgienne avec la membrane plasmique. Ce clivage est

indispensable a la production de virus infectieux, dits matures.

D. Pathologie

La maladie de la fiévre jaune est provoquée par l'infection de I’'hote par le virus de la fievre jaune suite a
la piqure du moustique vecteur. La pathologie se décline sous un large panel de symptomes allant d’'une
maladie pseudo-grippale non spécifique jusqu’a une atteinte pan-systémique avec des fievres, une
jaunisse, une décompensation rénale, des hémorragies et des atteintes neurologiques souvent létales.
Cette variabilité dans les symptomes rend la caractérisation clinique difficile pour les cas isolés et

explique en partie les sous-estimations régulierement reportées (Figure 6).

Figure 6. Evolution de la pathologie Clinique.
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La période d’incubation varie entre 2,3 et 8,6 jours suivant la piqure du moustique [84], les premiéres
raideurs et maux de téte se font alors ressentir. La pathologie se divise alors en trois phases. La premiére

phase ou période d’infection dure de 3 a 4 jours. L'ensemble des personnes infectées développent cette



phase. Le virus est retrouvé dans le sang des patients et peut, lors d’'un repas sanguin, infecter un
moustique ou présenter des risques pour le personnel hospitalier. Cette phase a été démontrée comme
plus longue pour les patients développant les formes fatales [85]. La seconde phase ou « période de
rémission » s’étend sur une durée de 2 jours. Les symptdmes s’estompent ou disparaissent. Dans de
nombreux cas, la pathologie s’arréte a cette phase et les personnes infectées sont protégées a vie contre
une nouvelle infection. La troisieme phase concerne environ 15% des personnes infectées. Cette période
dite « d’intoxication » se caractérise par le développement d’une jaunisse. Les individus atteints
développent une forte fievre, des nausées, des vomissements sanguins et des hémorragies. A ce stade le
virus disparait de la circulation sanguine et les premiers anticorps apparaissent. Un dysfonctionnement
multi organique est alors observé avec des atteintes hépatiques, rénales et cardiovasculaires
importantes. Les taux sériques d’aspartate et d’alanine aminotransférase (AST et ALT) sont élevés et
positivement corrélés avec la sévérité de la maladie et 1,5 a 3 fois plus élevés dans les formes fatales de
la pathologie [86]. L'atteinte rénale se caractérise par une protéinurie ainsi qu’une augmentation des
taux d’albumine et de créatinine dans le sérum [87]. Enfin une forte thrombocytopénie, un
prolongement des temps de coagulation et des taux élevés de facteurs pro-inflammatoires sont associés
aux manifestations hémorragiques [27]. Dans 20 a 50 % des cas de formes séveres, la maladie évolue
vers une forme neurologique. Le coma et le décés des patients surviennent entre le 7¢™ et le 10°™ jour

de la maladie.

Si la plupart des singes développent une infection asymptomatique, certains singes d’Asie (Macaca
Mulatta et Rhesus) et d’Amérique du Sud développent des infections Iétales associées a une hépatite
fulminante, des atteintes rénales et cardiovasculaires qui ressemblent a la pathologie humaine [88]. La
cinétique d’infection apparait cependant plus courte que pour ’lhomme avec une moyenne de 5 a 6 jours
pour les formes létales contre 7 a 10 jours chez 'Homme [88]. La phase de rémission n’a pas été

observée chez le singe.



1. Diagnostic de la pathologie
La principale difficulté du diagnostic de la maladie se présente pour les cas isolés. La manifestation d’une
pathologie bi- ou tri-phasique, pour des individus non vaccinés ayant récemment voyagé en zone
endémique, avec développement de conjonctivites, d’une jaunisse ou encore de vomissements sanguins
est caractéristique de la pathologie. Néanmoins, tous ces symptdmes ne sont pas perceptibles chez
I’ensemble des individus infectés. De plus, des pathologies, comme la leptospirose, présentent un
tableau clinique semblable, rendant difficile la distinction dans les mémes zones géographiques [13]. Une
épidémie d’hépatite E a par ailleurs était observée concomitamment a celle de la fiévre jaune au Darfour

en 2012 [89].

Le diagnostic spécifique nécessite donc I'isolement du virus, la détection d’ARN viral ou d’antigenes
viraux dans le sang, ou encore la détection des anticorps. Ainsi le virus peut étre isolé dans le sang dans
les 4 a 12 jours suivants l'infection par le virus (revue dans [12]). L'amplification du virus peut étre
réalisée de différentes fagons. In vivo, par injection intracérébrale chez le souriceau ou l'injection intra
thoracique chez le moustique. In vitro, apres infection de cultures cellulaires de moustiques, cellules
C6/36 ou AP61, ou de mammiféres, cellules VERO ou SW13 [90]. Une technique de RT-PCR est
actuellement tres utilisée pour les diagnostics rapides de I'infection [91]. Les amorces ciblant une région
conservée de la protéine E sont utilisées et permettent d’obtenir une sensibilité de détection de 1,15
PFU/mI. Cette méthode a été utilisée pour détecter le virus dans les sera et de nombreux tissus de
primates humains et non humains [92,93]. Une détection rapide des antigénes viraux ou des complexes
anticorps-antigenes peut également étre faite par ELISA, bien que la sensibilité du test ne soit que de 3
logioc PFU/mI [90]. Par ailleurs, la détection des complexes immuns nécessite I'analyse de deux
échantillons distincts afin d’évaluer I’évolution des taux sériques d’IgM et d’IgG. Ces deux techniques ne
nécessitent pas une conservation particuliere des échantillons, facilitant ainsi les diagnostics en zone

endémique. De nouvelles méthodes d’ELISA et d’immunofluorescence ont été développées mais



présentent encore des problemes de réactions croisées dans les zones de co-circulation entre les
différents flavivirus [94,95]. La détection des antigenes NS1 est largement utilisée dans le cas des
infections par le DENV et doit étre appliquée dans le cadre de I'infection par le virus de la fievre jaune
[96]. Enfin, I'analyse post-mortem des foies d’individus décédés peut également faire acte de diagnostic.
La présence de foyers nécrotiques dans la zone médio globulaire ainsi que la détection par

immunohistochimie d’antigénes viraux sont des marqueurs évidents de I'infection [97].

Dans les zones endémiques ou la vaccination est utilisée, il est difficile de distinguer les effets
secondaires viscérotropiques dus a la vaccination (discuté dans la partie vaccination, ci-aprés) et les
formes viscérotropiques dues a l'infection naturelle [98]. Dans ce cas, la différenciation ne se fait que par
I'intermédiaire d’un séquencage du virus isolé, d’'un marqueur post-mortem des tissus infectés ou

encore d’un anticorps monoclonal spécifique [99].

1. Pathogénése
Le virus de la fievre jaune est associé a deux propriétés biologiques majeures : le viscérotropisme et le
neurotropisme. Le viscérotropisme, se caractérise par la capacité du virus a développer une virémie
importante atteignant ainsi un ensemble d’organes tels que le foie (la cible majeure), le rein, la rate ou le
systeme cardiovasculaire. Le neurotropisme, résume la capacité du virus a franchir la barriere
hématoencéphalique (BHE), infecter le parenchyme cérébral et causer des encéphalites. Les souches
sont classiquement viscérotropiques chez les primates humains et non humains. Cette aptitude a été
démontrée dans plusieurs espéces de singes, sensibles a I'infection, aprés inoculation intracérébrale du

virus. La mortalité était en effet principalement due a des hépatites plutét qu’a des encéphalites.

Le virus se réplique au niveau du site d’inoculation aprés la piqure du moustique puis est transporté

jusqu’aux ganglions lymphatiques avoisinants par les cellules dendritiques et lymphocytes locaux [100].



Aprés réplication, le virus se retrouve dans la circulation sanguine des le deuxieme jour et atteint les

organes cibles des le troisieme jour (foie, moelle osseuse, reins, ganglions centraux).

L’atteinte hépatique est une caractéristique de l'infection par le virus de la fievre jaune. Observée
précocement, son intensité augmente graduellement au cours de l'infection. Cette atteinte est
directement liée a I'infection du virus puisque de forts taux d’antigénes viraux ont été détectés dans les
nécropsies hépatiques de deux individus européens [92]. L'infection des cellules de Kupffer est le
premier évenement observé apres inoculation intra-péritonéale du virus chez le singe rhésus. Cette
observation est également faite aprés inoculation sous-cutanée [88]. Dans les derniéres 48 heures
précédant le déces, une dégénérescence massive, impliquant en moyenne 80 % des hépatocytes, est
observée chez 'homme [70]. D’autres données démontrent une perte importante de |'architecture
hépatique et une atteinte majoritaire de la région midzonale hépatique [101-103]. L'observation de
corps apoptotiques, aussi appelés corps de Councilman, correspondant a des cellules éosinophiles aux
noyaux condensés est caractéristique d’une apoptose induite par le virus de la fievre jaune [101-103].
Cette dégradation hépatique concorde avec les détections sériques d’aminotransférase (AST et ALT) dont
les forts niveaux sont observés dans les formes sévéres de la pathologie [104]. D’autres modifications
hépatiques sont observées comme |'accumulation de lipide (stéatose) et les dépots de céroides ou de
lipofuscine (accumulation lysosomale). La mort cellulaire par apoptose plutdt que par nécrose semble
expliquer la limitation de la réponse inflammatoire et des infiltrations au niveau hépatique [101-103].
Ces infiltrations impliquent un grand nombre d’effecteurs cellulaires comme les macrophages, des
cellules « natural killer » (cellules NK), les lymphocytes T CD4+ et CD8+, les cellules de Kupffer CD68+ et

les cellules CD20+ [86,101-103].

Tout comme pour l'atteinte hépatique, l'infection rénale se caractérise par une dégénérescence

épithéliale, I'accumulation de lipide et une inflammation modérée. Ces lésions sont majoritairement



associées a un choc hypotensif tardif [88]. En revanche, contrairement aux compartiments hépatiques et
systémiques, la quantité de virus détectée reste trés limitée [97]. La découverte de virus vaccinal dans
les urines de 44% de sujets vaccinés lors d’'une étude suggéere que les reins sont un site de réplication
important du virus de la fievre jaune [105]. Néanmoins, il pourrait s’agir d’une élimination des virus en
provenance d’autres organes puisqu’il a été montré que les ganglions lymphatiques restaient positifs
pour le virus apres la clairance du virus de la circulation sanguine par les anticorps neutralisants [106].
D’autres organes comme le thymus, la rate ou les ganglions, sont également affectés. Une nécrose au
niveau des centres germinatifs est observée sans qu’un lien avec la réplication virale n’ait encore été
établi. [88,107]. Enfin, des dysfonctionnements cardiovasculaires et insuffisances circulatoires sont
observés. La diminution de la synthése des facteurs de coagulation par le foie mais également de la
synthése de cytokines pro-inflammatoires et de TNF-a par les macrophages infectés et/ou activés sont
décrits comme responsables de la formation de radicaux oxygénés, des altérations vasculaires et des

chocs [27,108].

Outre I'aspect viral de la pathologie, une réponse immunitaire exacerbée, inappropriée ou non contrélée
est donc potentiellement a I'origine d’évenements pathologiques lors de I'infection par le virus de la
Fievre jaune. De fait, les anticorps apparaissent dans les 7 a 8 jours qui suivent l'infection. Cette synthése
se faisant en méme temps que linitiation des réponses cellulaires mais également que la période
d’intoxication. Par ailleurs des équipes ont identifié un panel de cytokines pro- et anti-inflammatoires (Il-
6, TNF-a, MCP-1, IL1-RA, IL-10) dans les sera d’individus avec une forme fatale de fiévre jaune alors que
seuls des taux élevés de cytokines anti-inflammatoires étaient retrouvés pour les formes non |étales
[109]. De maniere intéressante, la phase réplicative du virus chez le hamster est caractérisée par une
diminution de I'expression de cytokines pro-inflammatoires comme I'lL-2, I'IFN-y ou le TNF-a alors que la
phase finale de la pathologie se caractérise par une élévation de ces cytokines et la mort de I'animal. Ces

observations démontrent I'association étroite de ces facteurs immunitaires avec la pathogénése virale



[110]. Ainsi, les anticorps, des facteurs du complément, la forme soluble de NS1 ou encore des cytokines
pro-inflammatoires sont retrouvés en méme temps chez l'individu infecté et peuvent contribuer aux

atteintes vasculaires et au choc.

2. Réponse immunitaire suite a I'infection
Les principales informations sur la réponse immunitaire induite suite a I'infection par le virus de la fievre
jaune sont obtenues au niveau de la réponse systémique (Figure 7). En particulier la réponse humorale
est caractérisée par I'apparition d'immunoglobulines M (IgM) durant la premiere semaine de la maladie
[111]. Le taux d’IgM est maximal durant la deuxiéme semaine et décroit sur les deux mois post-
vaccination. La réponse IgM est d’autant plus intense lors d’une primo-infection. Les anticorps IgG
neutralisants apparaissent également dans la premiere semaine de la pathologie [112]. La protéine E de
I’enveloppe est la cible majeure des anticorps neutralisants. Des épitopes ont été identifiés dans les
domaines | (E155), Il (E71/E72) et Ill (E305/325) [113],[114,115]. Un ensemble d’épitopes pan flavivirus
ont également été identifiés [116]. Outre contre la protéine d’enveloppe, des anticorps dirigés contre la
protéine NS1, présente a la surface des cellules infectées, seraient responsables de la lyse par
recrutement des facteurs du complément ou par un mécanisme d’ADCC (cytotoxicité dépendante des

anticorps) via les cellules NK [55].



Figure 7. Cinétique de la réponse immunitaire suite a I'infection par le virus de la fiévre jaune.
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En paralléle de ces réponses humorales, les données cliniques témoignent néanmoins de I'importance
des réponses innées dans I'évolution de la pathologie. Il a ainsi été établi que les patients évoluant vers
des formes sévéres étaient déficients ou faiblement compétents dans I'établissement de ces réponses
[109]. Des facteurs de I’'h6te, du virus voire méme environnementaux sont potentiellement impliqués
dans ces modulations. L'existence d’une pré-immunité chez des singes immunisés contre le DENV a par
exemple augmenté la résistance de ces singes a l'infection contre le virus de la fievre jaune [118]. Une
étude rétrospective sur une population de militaire a permis de montrer la forte diminution des formes
séveres de la pathologie pour les individus possédant une pré-immunité contre le sérotype 2 du DENV
[119]. Si d’autre croisement ont été observés, 'immunisation par le virus YFV ne protége pas contre les
infections par le WNV, confirmant de précédentes observations sur les formes hémorragiques de dengue

a la suite d’une vaccination contre le virus de la fievre jaune [120,121].



A la fin de l'infection, I'ensemble des personnes infectées par le virus développent une immunité

protectrice sur plus de 30 a 40 années [122].

En paralléle des réponses humorales, des taux élevés de TNF-a, d’IL-6 et d’IL-1RA ont notamment été
mesurés au tout début de la période de virémie [108,123]. Ces trois facteurs et le MCP-1 ont par ailleurs
été détectés significativement plus élevés dans les individus avec des formes fatales de la pathologie
[109]. Dans la circulation sanguine, des augmentations du pourcentage de cellules dendritiques
myéloides, plasmacytoides ou encore des monocytes CD14+ CD16+ inflammatoires sont observées [124].
L'implication des cellules NK a été suggérée lors d’une étude sur cellules mononuclées du sang
périphérique de sujets vaccinés [125]. Des études ultérieures sur le DENV dans un modeéle souris ont
montrées I'importance des cellules NK dans la clairance de I'infection [126]. Leur role a également été
décrit pour les infections par le JEV et par le WNV [127,128]. Finalement peu d’informations sont
disponibles au regard du développement des réponses innées compte tenu de la difficulté de diagnostic

de la maladie et de I'apparition tardive des symptomes caractéristiques.



. PARTIE Il : Le Foie

Le foie est un organe vascularisé composé de plusieurs populations cellulaires distinctes assemblées en
une structure tridimensionnelle complexe. Organe essentiel du corps humain, il exerce un ensemble de

fonctions essentielles.

A. Structure et organisation du foie

Le foie est entouré d’une capsule conjonctive fibreuse, ou capsule de Glisson, dont les prolongements
divisent le foie en de nombreux lobules d’environ 1 a 2 millimetres qui représentent I'unité fonctionnelle
et structurelle du foie. Chaque lobule hépatique, de forme polyédrique est constitué d’une série de
travées d’hépatocytes, irriguées par un réseau de sinusoides qui confluent au centre du lobule dans la
veine centroglobulaire. Au carrefour de plusieurs lobules hépatiques, une zone conjonctive plus
importante se forme pour donner la formation des espaces portes de Kiernan. Chacun de ces espaces

portes contient la veine porte, une artére hépatique et un canal biliaire interlobulaire (Figure 8).

Figure 8. Architecture hépatique.

cellule de Kupffer
dans un sinusoide (jaune)

travées

veine centro-lobulaire

o ) bile dans
conduit biliaire interlobulaire les canalicules
conduit biliaire interlobulaire biliaires

Adaptée de http://www.arcagy.org/infocancer/localisations/appareil-digestif/cancers-du-foie/maladie/anatomie-
physiologie.html




Les hépatocytes, aussi appelés cellules parenchymales, sont les principales cellules du foie. Ils
conditionnent et supportent les principales fonctions hépatiques. Chaque travée d’hépatocytes s’étend
de I'espace porte jusqu’a la veine centroglobulaire et est séparée des autres lames par les sinusoides.
Cette architecture particuliere permet de maintenir les hépatocytes sous une forme polarisée,
essentielle pour la sécrétion biliaire et le métabolisme hépatique, et définie par la présence de trois
domaines cellulaires différents. La partie apicale ou domaine sinusoidal, interagit avec la matrice
extracellulaire ou MEC (Collagéne de type I-IV, ténascine, laminine, fibronectine et protéoglycanes) et les
cellules endothéliales sinusoidales au niveau de I'espace de Disse. Le domaine latéral consiste en une
interaction inter-hépatocytes. La liaison est assurée par la cadhérine E et les communications
intercellulaires sont médiées via des desmosomes et hémidesmosomes. Enfin la partie basale ou

« domaine canaliculaire » contient les canalicules biliaires essentiels pour la sécrétion de bile.

Un ensemble de cellules non parenchymales comme les cellules endothéliales sinusoidales, les cellules
de Kupffer (Figure 8), les cellules épithéliales biliaires ou les cellules étoilées. Les cellules sinusoidales
constituent la paroi du sinusoide hépatique. Des espaces intercellulaires existants permettent le
transfert de molécules entre la voie systémique et I'espace de Disse. Les cellules de Kupffer sont des
macrophages hépatiques résidents. lls sont attachés a la paroi sinusoidale et jouent le rdle de
phagocytes et de sécréteurs de protéases et de cytokines. Enfin les cellules étoilées, aussi appelées
lipocytes ou cellules de Ito, sont retrouvées dans I'espace de Disse. Elles présentent de volumineuses

inclusions lipidiques et de longs prolongements cytoplasmiques qui peuvent se retrouver entre deux

hépatocytes. Elles sont responsables de la synthése de la matrice extracellulaire ainsi que de facteurs de



croissance comme le facteur de croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance B1 (TGF-B1) ou

encore le facteur de croissance hépatocytaire (HGF).

1. Fonctions
Le foie est un organe filtrant essentiel au métabolisme et a I'assimilation d’un ensemble de molécules.
Ces derniéres proviennent a la fois de la circulation sanguine et des voies digestives. Elles peuvent étres
endogenes, exogenes, pathogénes ou encore chimiques et nécessitent des réponses appropriées et
rapides. Parmi ces fonctions, on retrouve donc le métabolisme des xénobiotiques, des protéines, des
stéroides, ou encore des acides gras. Une fonction de détoxification sanguine est également
caractéristique du foie ainsi que la sécrétion de composants de la bile et du sang comme les sels biliaires,
le cholestérol ou I'albumine. Enfin une fonction de stockage des sucres et des vitamines a également été

décrite [129].

2. Différenciation hépatocytaire
Les capacités métaboliques des hépatocytes sont liées au maintien d’un statut polarisé et différencié de
ces cellules. Ces problématiques représentent d’ailleurs I'’enjeu majeur dans le développement actuel

des modeéles d’étude.

La spécialisation des hépatocytes est ainsi le résultat d’une régulation précise et séquencée d’un
ensemble de génes par lintermédiaire de protéines et de facteurs de transcription définis. Ces
régulateurs inclus les facteurs nucléaires hépatocytaires (HNF) HNF1a/B, HNF3a/B/y, HNF4a, and HNF6
mais également une protéine de liaison a I’ADN, la protéine C/EBP (CAAAT/enhancer binding protein).
Par ailleurs cette différenciation est aussi médiée par I'architecture hépatique et par un ensemble de

facteurs de croissance, d’hormones, de cytokines et de molécules de la MEC [129].



3. Le métabolisme hépatique
Bien que les reins, les poumons ou encore la circulation sanguine aient des capacités métaboliques
décrites, le foie reste 'organe majoritaire de ce métabolisme. Les hépatocytes produisent ainsi un grand
nombre d’enzymes hépatiques. Elles sont majoritairement retrouvées au niveau du réticulum

endoplasmique lisse, dans les microsomes.

Les enzymes hépatiques jouent un rdle essentiel dans la transformation des composés organiques et
chimiques exogénes et leur élimination via I'urée ou les voies biliaires. La majorité des transformations
effectuées consistent a augmenter la solubilité du composé. Ces propriétés peuvent également étre

mises a profit pour rendre active une drogue (diamorphine ou codéine par exemple).

Le métabolisme hépatique est sensible a un ensemble de parameétres physico-chimiques liés a I'age, au
sexe, la flore intestinale, un contexte pathologique ou encore a un polymorphisme génétique. Des
pathologies ont ainsi été associées a la réduction de certaines activités métaboliques au méme titre que
la sénescence des cellules qui induiraient un contexte pro-inflammatoire limitant les activités
métaboliques [130,131]. Le polymorphisme génétique, résultant parfois d’une simple substitution
d’acide aminé, peut également expliquer des variabilités de réaction aux traitements anesthésiques et

analgésiques [132].

Bien que les reins, les poumons ou encore la circulation sanguine aient des capacités de métabolisme, le
foie reste I'organe majoritaire de ce métabolisme. Les hépatocytes produisent ainsi un grand nombre
d’enzymes hépatiques. Elles sont majoritairement retrouvées au niveau du réticulum endoplasmique

lisse, dans les microsomes.

Le métabolisme hépatique est classiquement divisé en deux phases (Figure 9). La phase | regroupe des
réactions d’oxydation (ajout d’'un atome d’oxygéne), de réduction et d’hydrolyse. Ces réactions sont

assurées majoritairement par les cytochromes P450 (CYP450s). Ces enzymes, aussi appelées enzymes de



phase |, sont composées d’une chaine protéique et d’un site actif contenant un motif heme ferrique
responsable de la liaison et de I'activité métabolique sur le substrat. Plus de 50 cytochromes P450 ont
été identifiés et sont classés selon leur séquence en acide aminés. lls peuvent par ailleurs avec une
action simultanée sur le méme substrat. L’hydrolyse est la derniere étape de la phase | du métabolisme.
Elle implique des estérases et des amidases qui ne sont pas des cytochromes P450. Ces enzymes sont
exprimées en quantité abondante dans les tissus et conditionnent les temps d’élimination du composé
métabolisé. La seconde phase du métabolisme ou phase Il, est une étape de conjugaison de
groupements ionisés au composé ciblé afin d’augmenter sa solubilité. Des réactions de glucuronidation
(ajout d’acide glucuronique), de sulfatation (ajout d’un groupement sulfate), d’acétylation (ajout d’un
groupement acétyle —CO-CH3) ou encore de méthylation (ajout d’un groupement méthyle —CH3) sont

ainsi observées et sont assurées par un ensemble d’estérases, d’hydrolases ou encore de transférases.



Figure 9. Différentes étapes du métabolisme hépatique.
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B. La réponse immunitaire dans le foie

Le foie est un organe présentant une immunité développée. En plus des barriéres physico-chimiques
classiques, le foie contient un ensemble d’effecteurs cellulaires et humoraux capables d’engendrer des
réponses efficaces et rapides contre une invasion pathogéne, un développement carcinogéne ou une
inflammation [133]. Dans ce contexte, I'importance de la réponse innée et de ces systémes de détection

semble étre un parametre essentiel de la réponse immunitaire hépatique.

1. Détection des pathogénes
Les récepteurs TLR sont largement exprimés par les cellules hépatiques [134]. Ils sont associés

positivement ou négativement a plusieurs pathologies hépatiques [135,136]. Leur réle dans les défenses



contre un pathogéne donné reste a définir. Parmi les TLR exprimés, on retrouve le TLR2 a la surface des
cellules de Kupffer, des cellules de Ito ou des cellules LSEC (Liver sinusoidal endothelial cells). Le TLR4 a
également été décrit sur I'ensemble des populations cellulaires hépatiques ou il capte les endotoxines et
induit la synthese de cytokines inflammatoires et radicaux oxygénés [135,136]. Plusieurs TLRs ont par
ailleurs été décrits comme inhibiteurs des infections HCV (virus de I'hépatite C) et HBV (virus de
I’'hépatite B) [137,138]. Des récepteurs cytoplasmiques comme les récepteurs NOD- et RIG-like sont
également décrits. Le récepteur RIG-1, un senseur de I’ARN est par exemple associé a une régulation de

la permissivité des hépatocytes a l'infection par le virus de I’'hépatite C [139].

L’élimination des facteurs solubles de la circulation sanguine par les cellules endothéliales et les cellules
de Kupffer est également un élément clé de la réponse immune hépatique. Si des mécanismes de
phagocytose sont associés aux cellules de Kupffer, les cellules endothéliales exercent cette fonction via
I’expression de 5 types de récepteurs d’endocytose [133]. Comme décrit en amont, le foie posséde
également un ensemble de populations lymphocytaires capables de détecter les pathogenes et
d’orienter les réponses immunitaires. Une variabilité importante de ces populations est observée en

fonction du contexte inflammatoire et en fonction de I'espéce [140].

2. Les acteurs cellulaires de la réponse immunitaire hépatique
Les cellules endothéliales des sinusoides, les hépatocytes et les cellules de Kupffer sont des acteurs

majeurs de I'immunité hépatique (Figure 10).



Figure 10. Réponse immunitaire dans le foie : homéostasie versus inflammation et infection
du tissu hépatique.
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Les cellules endothéliales (LSEC), jouent a la fois le role de cellules présentatrices d’antigénes et de
sentinelles. Elles expriment une variété de récepteurs au pathogenes (TLRs, RLR, NLR) initiateurs des
réponses immunitaires mais également de récepteurs d’internalisation (« scavenger » en anglais)
capables de se lier et d’internaliser des molécules issues de la digestion ou des complexes immuns de
tailles tres variées [142]. Par ailleurs, elles présentent a la surface les complexes CMH | (Complexe
d'Histo-Compatibilité de type 1) et CMH Il (Complexe d'Histo-Compatibilité de type Il) ainsi que les

molécules de co-stimulation (CD80 et CD86 par exemple) nécessaires a la présentation des antigénes et



aux interactions requises pour la maturation des lymphocytes CD4 et CD8 (Figure 10) [143]. Cette
aptitude de présentation et d’interaction avec les lymphocytes a été particulierement observée pour les
antigenes dérivés de la circulation sanguine, souvent non pathogéenes, entrainant une différenciation des

lymphocytes en lymphocytes régulateurs, tolérogenes [144].

Les hépatocytes possédent également un ensemble de récepteurs capables de reconnaitre les
pathogenes et d’initier une réponse immunitaire innée. Les hépatocytes sont également capables
d’engendrer des réponses adaptatives par présentation des antigénes via les CMH | et CMH Il aux
lymphocytes environnants [145]. Néanmoins I'importance de I'activation des cellules lymphocytaires par
les hépatocytes n’est pas connue en comparaison des activations générées par d’autres cellules
présentatrices d’antigénes comme les cellules dendritiques ou les cellules de Kupffer. Enfin il est
important de noter que les hépatocytes sont les premiers producteurs des molécules de la phase de
réponse aiglie (« acute phase response » en anglais) et du systéme du complément de I'organisme [141].
Cette aptitude permet ainsi aux hépatocytes d’exercer une activité immunitaire au-dela des limites

architecturales du foie.

Les cellules de Kupffer sont quant a elles capables de capturer les antigenes dans la circulation sanguine,
les différenciant ainsi des autres macrophages de I'organisme qui fixent ces mémes antigenes mais en
condition statique [141]. Une fois fixé, les antigenes sont internalisés et orientés vers les voies de
clairance. Il a été montré que la destruction des antigenes n’était pas du fait de ces cellules de Kupffer
mais plutot des cellules leucocytaires, comme les cellules NK, recrutées par la suite [146]. Comme
indiqué précédemment, les cellules de Kupffer sont également des présentatrices d’antigénes via leur

expression des CMH | et CMH Il ainsi que la production de facteurs de co-stimulation (Figure 10).

Finalement, un ensemble d’autres acteurs cellulaires ont un impact sur 'immunité hépatique. Ainsi les

cellules stellées (cellules de Ito), des cellules dendritiques ou encore des sous-populations



lymphocytaires sont ainsi capables de conditionner des réponses contre les pathogenes. L'ensemble de
ces réponses est néanmoins conditionné par le microenvironnement tolérogene du foie, constamment

soumis aux antigenes issus de la circulation sanguine et des voies digestives.

C. La tolérance hépatique

Le foie joue un role central dans I'organisme. Il recoit approximativement 1,5 litre de sang toutes les
minutes en provenance du tractus gastro-intestinal via la veine porte ou de la circulation sanguine via
I'artére hépatique. Ces apports sanguins sont chargés a la fois d’antigenes et de produits de la flore
commensale qui ne représentent pas de danger particulier mais également de potentiels pathogénes
(virus, bactéries, parasites, cellules cancéreuses) qui doivent étre captés, interprétés et éliminés
rapidement. La distinction entre ces deux apports nécessite au foie la mise en place d’'un mécanisme et
d’un seuil de tolérance (Figure 10). Cette capacité tolérogéne du systéme immunitaire hépatique fut
décrite pour la premiére fois en 1969 par Calne qui travaillait sur les allogreffes de foie chez le porc
[147]. Une tolérance déficiente ou détournée peut par ailleurs étre associée aux développements de
pathologies auto-immunes (cholangite, hépatite, cirrhose) et d’infection persistante (HBV, HCV,

Plasmodium falciparum) [148,149].

Parmi les cellules hépatiques tolérogeénes, les cellules présentatrices d’antigénes (CPA) jouent un réle
central de par leur capacité détruire ou inactiver les lymphocytes T CD4+ et CD8+, a induire la maturation
de lymphocytes T régulateurs (Treg) et donc a limiter la mise en place d’une réponse adaptative et
mémoire. Le foie contient une multitude de CPA, parmi lesquelles on retrouve une majorité cellules
dendritiques myéloides (mDC), plasmacytoides (pDC), mais également des cellules résidentes comme les

cellules de Kupffer, les cellules endothéliales sinusoidales ou les cellules de Ito.



Les cellules dendritiques, dites tolérogénes, conservent leur capacité de présentation des antigenes au
niveau des organes lymphoides secondaires. Néanmoins cette présentation est accompagnée de la
sécrétion de cytokines suppressives (IL-10, IL-27, TGF-B) ou de récepteurs inhibiteurs comme le PD-L1
(programmed death ligand-1). Cette présentation particuliere ménera une perte des facteurs de
stimulation, I'apoptose des lymphocytes T ciblés ou a la maturation des Treg. Ces cellules Treg sont
caractérisés par |'expression des marqueurs CD4, CD25 et FoxP3 mais aussi par la synthese d’une
enzyme, la IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase), qui catalyse le tryptophane pour former la kynurénine,

un facteur immunosuppressif [150].

Les cellules de Kupffer sont également capables d’effectuer cette présentation mais celle-ci est
fréquemment associée a une surexpression des expressions ou sécrétions du ligand FAS (FasL), de PD-L1,
d’IL-10, de TGF-B ou encore de la prostaglandine E2 (PGE2) et d’IDO, résultant ainsi de la suppression des

lymphocytes T activés et de I'induction de Treg [151,152].

Les cellules endothéliales et les cellules de Ito, moins décrites pour leur role dans I'immunité innée, sont
également capables de présenter des antigenes et d’exprimer des molécules de co-stimulations pour les
T CD4+ et T CD8+ menant a leur différenciation en Treg ou a la tolérance. A nouveau les productions d’IL-

10, de TGF-B de PD-L1 et de PGE2 sont décrites [144,153,154].

La présence permanente de différentes populations et sous populations de lymphocytes sentinelles
permet d’assurer une détection rapide et effective de pathogenes et d’engendrer les réponses adaptées
[155]. Parmi ces lymphocytes, on retrouve les cellules NK, les cellules NKT, les lymphocytes yd ou encore
les MAIT (mucosal-associated invariant T). Ces lymphocytes T innés possedent des aptitudes non
spécifiques de reconnaissance des pathogenes ou des cellules cancéreuses (incluant les glycosylations ou

les pyrophosphates). Leur réactivité et leur capacité a stimuler et promouvoir la maturation des cellules



dendritiques, des lymphocytes B, CD4+ et CD8+, des neutrophiles ou des macrophages les rendent

centraux dans le phénomene de rupture de tolérance hépatique.

Les cellules NK sont les plus abondantes et représentent 50% des lymphocytes hépatiques [156]. Le
recrutement de ces cellules au niveau hépatique se fait notamment via les cellules dendritiques et les
hépatocytes ainsi que par la sécrétion d’IFN, d’IL-12, d’IL-15 et d’IL-18 [157]. Caractérisées par leurs
expressions du marqueur CD56, on distingue deux populations, les lowCD56 et les highCD56. Les
lowCD56 ont une capacité cytotoxique plus prononcée que les highCD56 qui sécrétent plus
particuliéerement des cytokines comme I'IFN-y, le TNF-a et I'lL-10 avec pour objectif de polariser et de
réguler les réponses immunitaires [158]. La cytotoxicité est quant a elle médiée par la sécrétion de
granules cytolytiques (perforine, granzyme B) et du facteur TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing
ligand), un inducteur d’apoptose [159]. L'activité des cellules NK est par ailleurs régulée par les niveaux
d’expression de CMH de classe | sur les cellules infectées ou cancéreuses et des ligands stimulateurs ou

inhibiteurs a la surface des cellules NK [160].

Les MAIT (mucosal-associated invariant T) humains représentent 20 a 40% des lymphocytes hépatiques
[161]. lls expriment un TCR invariant au niveau de la chaine alpha (Va7.2-Ja33) et reconnaissent des
ligands bactériens présentés sur un analogue du CMH de classe |, le MR1 [162]. Leur recrutement au
niveau du foie est notamment assuré par I'expression de récepteurs de chémokines, comme les CCR5,
CCR6, CCR9 ou encore CXCR6 [163]. Leur role dans la reconnaissance de monocytes ou de cellules
dendritiques infectés par divers bactéries et champignons a été démontré [162]. Une fois activés, ils
produisent un ensemble de cytokines pro-inflammatoires comme I'lFN-y, le TNF-a, I'IL-17A et I'IL-22 ainsi

que le granzyme B pour détruire les cellules infectées [164].



Les cellules NKT se composent de deux classes chez 'lhomme et la souris bien que des différences
existent entre les deux espéces [165]. Les NKT de type 1, aussi appelés NKT invariants (iNKT)
représentent environ 2% des lymphocytes T hépatiques chez ’lhomme, contre 50% chez la souris. La
plupart des NKT hépatiques (10-15%) sont de type 2 et expriment une variété de TCR reconnaissant des
glycolipides présentés sur un analogue du CMH de classe |, le CD1d [166]. lls sont recrutés au niveau
hépatique dans un contexte de réponse pro-inflammatoire Thl, via leur expression des récepteurs
CXCR3 et CXCR6 [167]. Une fois actifs, les lymphocytes NKT produisent un panel de cytokines Th1 (IFN-y
et TNF-a), Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13), Th9 (IL-9), Th17 (IL-17A et IL-22) et Treg (IL-10) de fagons simultanées
ou non. Ces sécrétions contribuent a I'activation des lymphocytes T, des cellules NK ou encore des

macrophages et des cellules dendritiques [168,169].

Enfin les lymphocytes T y& représentent 1 a 5% des lymphocytes T du sang périphérique mais peuvent
étre fortement enrichis au niveau d’un site infectieux. lls sont divisés en trois groupes en fonction de
I’expression de leur chaine & et reconnaissent des facteurs de stress comme le MICA et le MICB ainsi que
des glycolipides présentés par les analogues du CMHI, les CD1c et CD1d [170,171]. Leur expansion a été
montrée dans plusieurs infections par les virus HIV et HBV [172,173]. Leur activation contribue a
I'activation et la différenciation des lymphocytes T et B, des cellules dendritiques ou encore des

neutrophiles [174].

D. Les modeles d’étude pour le foie

Les cellules primaires, bien que présentées comme le modeéle de référence sont difficilement obtenues
et restent dépendantes de I'historique, souvent mal documenté, du patient dont elles proviennent.
L’entretien de ces cellules est par ailleurs délicat et des études ont montrées la perte rapide du statut
différencié et de fait, des activités métaboliques de phase | et de phase Il [175]. Les lignées cellulaires

issues d’hépato carcinome ou immortalisées sont déficientes sur certaines voies de signalisation de



I'immunité innée mais également sur certaines voies métaboliques. Une déficience du senseur d’ARN
double brin, RIG-1 est ainsi décrite dans les cellules huh7 (hépatocytes issus d’'un hépatocarcinome
humain) et I'expression des cytochromes P450 est fortement réduite dans les cellules HepG2
(hépatocytes issus d’un hépatocarcinome humain) [139,176,177]. Enfin, au-dela des déficiences
métaboliques et immunes de ces modéles, la complexité du systéme hépatique nécessite la reproduction

d’un environnement pluricellulaire et d’un agencement particulier.

Depuis 15 ans, les technologies utilisant les cellules souches pluripotentes ont été largement
développées. Elles permettent d’avoir un acces illimité a des cellules de différents tissus. Des
hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires et présentant les mémes caractéristiques que les
cellules primaires ont ainsi été développées [178—-181]. Ces cellules ont notamment été utilisées dans le
cadre de l'infection par le virus de I’'hépatite C. Elles supportent la réplication compléte du virus et sont
capables d’induire des réponses cellulaires spécifiques [182]. L'utilisation des cellules embryonnaires
présentant des problémes d’éthique, les récentes avancées technologiques permettent a présent
d’utiliser les hiPS (cellules souches pluripotentes induites) pour la différenciation en hépatocytes. Ces
cellules différenciées présentent la plupart des caractéristiques physiques et métaboliques des
hépatocytes primaires [183]. De la méme facon, ces cellules ont été utilisées pour I'étude du virus de
I’hépatite C [184,185]. Par ailleurs, elles permettent d’étudier la variabilité génétique de chaque individu,

un point majeur dans I'efficacité des thérapies hépatiques.

La limitation majeure de ces différents modéles se situe enfin dans la diversité des populations
cellulaires hépatiques et la nécessité avérée de leurs interactions pour reproduire un

microenvironnement hépatique fonctionnel [186].

Les premiers travaux de co-culture entre hépatocytes et cellules non parenchymales datent de la fin des

années 1970s avec comme objectif premier de maintenir les fonctionnalités hépatiques [187]. Bien que



dépendant de leur disponibilité, les cellules non parenchymales issues de biopsies humaines se sont
montrées supérieures en terme de fonctionnalité en comparaison des cellules dérivées [188]. Un
ensemble de systéme 3D de co-culture sont maintenant commercialisés [189]. La plupart d’entre eux
utilisent une approche par sandwich ou la formation de sphéroides car ils favorisent le maintien du
statut polarisé des hépatocytes (via des interactions cellulaires étroites). La formation de sphéroides est
notamment permise par l'utilisation de matrice. Aussi appelées hydrogel, ces matrices non adhésives
sont composées d’éléments de la matrice extracellulaire et sont décrites pour maintenir la polarité et la
fonctionnalité des hépatocytes [190]. Ces supports représentent néanmoins un probleme pour
I"accessibilité des nutriments et des drogues mais également pour I'isolement ultérieur des populations
cellulaires. Une autre approche pour la formation des sphéroides consiste en 'utilisation du systeme de

“drop gravity” (Figure 11).

Figure 11. « Systéme gravity drop ».
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Cette technologie utilise la capacité théorique des cellules a reformer une configuration 3D en I'absence
d’adhésion a un substrat donné. Les sphéroides ainsi formés avec les hépatocytes présentent des
interactions cellulaires marquées, une conservation des polarités hépatocytaires mais également la
formation des canalicules biliaires [191]. Par ailleurs cette technologie permet d’obtenir des sphéroides
hépatiques de tailles homogenes, avec un nombre défini de cellules puisqu’un seul tissu hépatique est
formé par goutte de milieu. Enfin, ce modéle permet de co-cultiver les hépatocytes avec des cellules non

parenchymales telles que les cellules de Kupffer ou les cellules sinusoidales endothéliales [186].

Pour finir sur les modeles hépatiques, les problématiques actuelles se portent sur I'inclusion d’un modele
hépatique au sein d’'un modele plus représentatif de I'organisme étudié mais aussi sur l'aspect
architectural du systeme hépatique ou encore sur I'impact des infiltrations de cellules immunitaires (non
discuté ici). Si des méthodes comme le bio-printing sont actuellement développées pour mimer
I"architecture hépatique (Organovo), les avancées technologiques permettent a présent d’inclure les
différents modeéles actuels dans des systemes de micro-fluidiques multi-organes (TissUse). Chaque
modele tissulaire est ainsi relié aux autres par des systémes de canaux. Un flux continu de milieu est ainsi
apporté aux différents tissus et I'impact d’une production systémique de facteurs par un tissu sur les

autres peut étre évalué dans un contexte infectieux, une étude d’efficacité ou encore de toxicité.



lll.  PARTIE Ill : Vaccin contre le virus de la fiévre jaune

A. Traitements existants

Il nexiste pas de traitement antiviral spécifique contre le virus. Compte tenu de la rareté des cas
d’infections, de I'imprévisibilité des épidémies et des installations hospitalieres précaires dans les zones
endémiques, il est difficile de prévoir et d’optimiser les soins. Les consignes se limitent a |'utilisation de
supports nutritifs, oxygénatifs ou sanguins et a 'administration de drogues pour limiter les hémorragies
ou les réactions inflammatoires excessives. L‘utilisation de corticostéroides a été décrite comme

bénéfique pour les individus développant des formes viscérotropiques apres la vaccination [192].

L’administration de sera produits sur chevaux, macaques ou chimpanzés a des singes rhésus aprés 1 a 3
jours d’infection par une souche sauvage du virus de la Fievre jaune est protectrice. En revanche, cette
administration s’avere inefficace une fois la pathologie déclarée [193]. Les essais d'immunothérapies
passives chez I'lhomme sont rares et n’ont été utilisées qu’en dernier ressort, sans efficacité, que ce soit
apres une infection sauvage ou apres le développement d’une forme sévere post vaccination [194,195].
De la méme fagon, I'administration d’un inducteur des IFNs, I'acide polyinosinique : polycytidilique (poly
I : C), ne s’est révélée efficace chez le singe rhésus que dans les 8 heures suivants ou précédents une
infection avec le virus sauvage. Enfin, |'utilisation récente d’un adénovirus de type 5 portant le gene IFN-
a, dans un modéle hamster, a montré son efficacité en une seule injection et jusqu’a 2 jours apres le
challenge. Une telle stratégie pourrait alors étre envisagée dans le cadre d’une épidémie, le temps de la
mise en place de la campagne vaccinale [196]. Des drogues ciblant des facteurs viraux et de I’'h6te ont
également été étudiées [197,198]. De précédents travaux utilisant la ribavirine, résultant en une
diminution des concentrations intracellulaires de guanosine triphosphate (GTP), ont montré son
efficacité in vitro mais a des concentrations trop élevées pour étre appliquées in vivo [199]. Finalement,

des ARN interférents (ARNi) ont été utilisés in vitro et in vivo chez la souris. En ciblant les protéines E et



NS1, 12 heures avant challenge viral, les souris sont protégées [200]. Aucune étude chez ’'homme n’a a
I’'heure actuelle été menée et les formulations et voies d’administration de ces ARN restent a

déterminer.

B. Historique du vaccin

Le vaccin contre la fiévre jaune est un vaccin vivant atténué. Il s’agit du seul produit actuellement

autorisé pour I'immunisation contre ce pathogéene.

Le vaccin est dérivé d’une souche sauvage isolée du sang d’un patient, nommé Asibi, en 1927. Il a été
obtenu au début des années 1930 par des passages empiriques sur tissus animaux, cultures cellulaires et
moustiques [201,202]. Ce procédé a permis la sélection progressive de variants ayant des propriétés
biologiques altérées par rapport a la souche originelle et, grace a des cultures sur embryons de souris
broyés, ne présentant aucune neuroadaptation. Aprés 18 passages sur embryons de souris, le virus fut
cultivé durant 40 cycles sur embryons de poulet. A partir du 59™ passage, le virus, désigné a ce stade
comme sous culture 17D, fut cultivé sur embryons de poulet auxquels les cerveaux et cordes spinales
avaient été retirés. Les pertes de neurovirulence et du viscérotropisme sont par la suite observées entre
les passages 89 et 114 pour le singe alors que la perte de neurovirulence chez la souris n’a été observée
qu’a partir du passage 114 jusqu’au passage 176. Les premiers essais chez 'homme furent menés en
1936 sur des sujets non immunisés ou ayant déja rencontré le virus. A ce stade des virus au passage 227
et 229 furent administrés [203]. Le vaccin est dit polyclonal car composé d’'un ensemble de sous type.

Des variations de séquences et de taille de plages induites ont ainsi été historiquement observées [204].

1. Marqueurs de I'atténuation
La premiere comparaison entre les séquences des souches vaccinales et sauvages a été faite par Hahn.
Sur les 10862 nucléotides, 67 changements ont été observés résultant de 31 mutations sur les 3411

acides aminés [205]. La majorité des changements se trouvent au niveau des génes E, NS2A et NS2B ainsi



que dans la région 3’ non codante. En comparant I'ensemble des souches vaccinales 17D-204 et 17DD,

seulement 20 changements au niveau des acides aminés sont conservés [12] (Figure 12).

Figure 12. Mutations en acides aminés entre la souche YFV Asibi et la souche YFV 17D.

Acide  YFV

Nucléotides Génes aminé Asibi YFV17D
854 M 36 Leu Phe
1,127 E 52 Gly Arg )
1,482 170 Ala Val
1,491 173 Thr lle
1,572 200 Lys Thr - Protéine d’enveloppe
1,870 209 Met lle 8 mutations
1,887 305 Ser Phe
2,112 380 Thr Arg
2,193 407 Ala Val

—
3371 NS1 307 lle Val
3,860 NS2A 118 Met Val
4,007 167 Thr Ala
4,022 172 Thr Ala
4,056 183 Ser Phe -

Protéines non structurales
4,505 NS2B 109 lle Leu .
8 mutations

6,023 NS3 485 Asp Asn
6,876 NS4A 146 Val Ala
7171 NS4B 95 lle Met
10,142 NS5 836 Glu Lys
10,338 900 Pro Leu

—
10,367 (3’ NCR) U c
10,418 u c __ Région non codante
10,800 G A 4 mutations
10,847 A Cc

Description des 20 mutations en acide aminé communes entre toutes les souches dérivées de la souche

YFV 17D. Figure traduite et adaptée de [12].

La protéine E qui contient les caractéristiques nécessaires a I'entrée du virus compte 8 mutations. Celles-
ci sont observées dans les trois régions de la protéine. Parmi les 8 mutations, 4 entrainent des
changements dits non conservateurs (E52 Gly—>Arg, E200 Lys—>Thr, E305 Ser->Phe et E380 Thr->Arg). La
conservation de ces acides aminés dans les souches sauvages séquencées suggérent leur role dans

I'atténuation [204]. Les mutations E52, E173 et E200 sont localisées dans le domaine Il de la protéine



d’enveloppe et peuvent jouer un réle dans linteraction avec le récepteur et/ou les propriétés
d’attachement du virus. Par ailleurs une réversion sauvage de la mutation E173 a été observée dans le
cadre d’'une neuroadaptation de la souche 17D [206,207]. Des mutations présentes dans le domaine Il de
la protéine d’enveloppe ont montré des effets variables sur le neurotropisme et le viscérotropisme de
certains virus comme le JEV [208]. D’autres mutations, présentes dans le domaine Ill, comme la E305, la
E380 ou encore la E299, sont potentiellement impliquées dans le tropisme du virus. [115,206,207]. Une
mutation E303, proche de la position E305 a été identifiée dans une souche isolée du cerveau d’un
enfant décédé d’'une maladie neurotropique associée a la vaccination (YEL-AND). Bien qu’associée a deux
autres mutations E155 et NS4B76, cette mutation peut expliquer la réversion vers un phénotype
neurovirulent [209]. La mutation E380 altére le motif RGD du domaine Ill, essentiel a la liaison du virus
aux intégrines cellulaires. La nouvelle composition, Arg-Gly-Asp (contre Thr-Gly-Asp pour Asibi) pourrait
expliquer une modification des capacités d’attachement du virus sans pour autant la supprimer ou
empécher la réplication [205]. Enfin la présence d’une Arginine en position E380 permet d’augmenter les
capacités de liaison du virus 17D aux glycosaminoglycans, limitant ainsi la dissémination et expliquant

I'atténuation [210].

Les protéines non structurales présentent quant a elles 11 changements d’acides aminés. Une dans la
protéine NS1, quatre dans la protéine NS2A, une dans NS2B, NS3, NS4A, et NS4B ; et enfin deux dans
NS5. Les mutations de la protéine NS2A sont associées a une limitation de I'assemblage et du relargage
des particules infectieuses [211]. Les mutations des protéines NS3 et NS5 influenceraient la réplication

virale [12].

Enfin la région 3’ non-codante, décrite pour son réle dans la réplication, abrite une mutation qui
contribue a I'atténuation. Une variabilité dans la longueur de cette séquence et dans le nombre de

séqguences répétés est en effet variable selon les souches virales [33].



Bien que les mutations soient identifiées, les déterminants associés au viscérotropisme sont encore
inconnus. La principale difficulté réside dans la disponibilité d’'un modele de singe pour étudier le
viscérotropisme. Le modeéle « golden hamster » développe des hépatites mimant les symptomes de la
fievre jaune humaine. La nécessité d’utiliser une souche adaptée sur foie pour obtenir un
viscérotropisme dans ce modeéle rend l'identification des déterminants difficiles. Néanmoins, la souche
adaptée présente des mutations de la protéine d’enveloppe et dans les protéines NS2A et NS4B par
rapport a la souche Asibi permettant d’orienter les études vers ces régions spécifiques [212,213]. Les
modeles de souris déficiente en récepteurs des IFN-a/f (souris A129) ou pour le facteur de transcription
STAT1 (souris STAT129) développent des formes viscérotropiques. Apres plusieurs passages sur cellules
Hela, le virus Asibi perd le neurotropisme et le viscérotropisme. Ces pertes se décrivent par I'apparition
de 10 mutations, 5 dans la protéine E, une dans la protéine NS2A et 3 dans la protéine NS4B a l'instar des
mutations observées pour la souche adaptée au modele hamster [214]. Trois mutations de la protéine
d’enveloppe, E27, E155 et E331 sont d’ailleurs partagées entre ces souches [212]. Finalement, |la perte de
dissémination du virus 17D dans les tissus du moustique vecteur Aedes aegypti a également été étudiée
par I'utilisation de virus chimeres Asibi et 17D. La présence du domaine Il de la souche vaccinale semble
essentielle pour la perte de dissémination bien que d’autres facteurs, et pas seulement génétiques,

soient probablement impliqués [215,216].

2. Modéles animaux
Comme décrit précédemment, les singes d’Asie (Macaca Mulatta et Rhesus) et d’Amérique du Sud

développent des infections létales associées a une hépatite fulminante, des atteintes rénales et
cardiovasculaires présentant des similitudes avec la pathologie humaine [88]. Bien qu’aucune phase de
rémission n’ait été décrite et que la cinétique de la pathologie soit réduite a 5 ou 6 jours, le singe
représente un acteur majeur du développement vaccinal. Son utilisation est de plus en plus limitée en

raison d’une augmentation de la réglementation et de leur colt élevé. Des modeles alternatifs sont



utilisés a la fois dans les validations et contrbles des productions vaccinales mais également dans la
compréhension des mécanismes d’atténuation, de pathogénése et des réponses immunitaires. Le
produit vaccinal final subit ainsi un dernier test d’innocuité par injection intra craniale chez le souriceau.
Ce dernier présente en effet une létalité variable suivant les souches utilisées [217]. Un modele de souris
déficientes pour les récepteurs des IFN-o/B (souris A129) ou pour le facteur de transcription STAT1
(souris STAT129) développent des formes viscérotropiques [218-220]. Le modele « golden » hamster
développe des hépatites mimant les symptomes de la fievre jaune humaine. L'utilisation d’'une souche

adaptée sur foie est cependant nécessaire pour observer la pathologie [212,213].

3. Vaccins commerciaux
Le marché actuel représente 60 millions de doses annuelles. Dérivées de la méme souche 17D, deux
souches vaccinales sont actuellement utilisées pour les productions vaccinales. Ces productions sont
faites sur ceufs embryonnés de poule. Les souches 17D-204 et 17DD, dérivées respectivement des
passages 204 et 195 de la souche originale, sont produites en grande quantité en France, au Brésil et au
Sénégal. La souche 17DD, actuellement au passage 286 est utilisée par Bio-Manguinhos pour la

vaccination au Brésil.

La souche 17D-204, actuellement utilisée entre les passages 233 et 239, est incluse dans les vaccins
Stamaril et YF-VAX produits par Sanofi Pasteur. D’autres producteurs utilisent également la souche 17D-
204 comme résumé dans la figure 13 [12]. Un vaccin, nommé 17D-213-77, produit en 1977 est un stock
de référence disponible pour d’éventuels nouveaux fabricants et pour répondre a des situations

d’urgence exceptionnelles [221,222].



Figure 13. Historique de passages de la souche 17D-204 utilisée par les différents fabricants
de vaccins.
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Le vaccin est administré par voie sous-cutanée. Il est commercialisé sous forme lyophilisée et doit étre
repris en eau stérile ou dans une solution saline immédiatement apres reconstitution. Une dose de 3,7 a
4,7 logl0 PFU (plaque forming unit) est injectée [223]. La vaccination se fait dans un centre accrédité,
environ 10 jours avant le séjour en zone endémique et pour une protection officielle de 10 ans. Une
administration simultanée a d’autres vaccins comme le vaccin poliomyélite, le vaccin hépatite B ou

encore les vaccins tétanique, diphtérique et coquelucheux n’est pas contre-indiquée.



4. Effets secondaires de la vaccination
La vaccination est fortement recommandée pour tout séjour en zone endémique. Elle peut étre
obligatoire chez les personnes non vaccinées se rendant d’'une zone endémique vers une zone réceptive,

abritant des réservoirs du moustique vecteur.

Des variabilités dans les réponses ont été observées et des contre-indications a la vaccination sont
émises pour les enfants de moins de 9 mois, les personnes immunodéprimées et les femmes enceintes

[224]

Les enfants de moins de 9 mois ont en effet présenté des réponses immunitaires plus faibles et un risque
accru d’encéphalites a la suite de vaccination [222,225]. Une étude menée au Pérou en 2005 a par
ailleurs montré que les séroconversions chez les jeunes enfants étaient de 5 a 8 % plus basses que celles
observées chez I'adulte apres vaccination par le vaccin YF-VAX ou le vaccin ArilVax [226]. Dans un essai
clinique impliquant des jeunes enfants et des personnes agées (plus de 60 ans), aucune différence de

séroconversion n’a été observée [222,225].

En 1993, une étude prospective sur les taux de séroconversion chez la femme enceinte a été menée.
Seulement 38,6% des femmes ont développé des anticorps neutralisants contre 81,5 a 93,7% dans les
autres groupes [227]. Bien qu’aucune étude n’ait démontré d’effets indésirables chez le foetus ou la
femme enceinte, le risque accru d’encéphalite chez le jeune enfant limite I'utilisation du vaccin chez la

femme enceinte [12].

Les personnes immunodéficientes présentent également un risque important. L’absence de réponse
immunitaire présente le double risque de ne pas controler I'injection d’un pathogéne vivant, méme
atténué, et de ne pas engendrer de réponse protectrice suite a la vaccination. Les personnes infectées
par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH) présentent en effet une déclinaison du nombre de

cellules CD4+. Une forme encéphalique de la pathologie a été reportée chez un patient VIH+ [228]. De



plus, seulement 70% des individus vaccinés développent une réponse neutralisante et dans un temps
plus important méme si I'amélioration des traitements antirétroviraux permet d’augmenter |'efficacité

de la vaccination [229].

a) Effets adverses
Toutes formes d’effets indésirables doivent étre rapportées au niveau des centres régionaux de

pharmacovigilance (Ministére de la santé et de la protection sociale).

En plus des inflammations au niveau du site d’injection, des raideurs cervicales, maux de téte ou fatigues
excessives sont observés entre le 4éme et 7éme jour suivant la vaccination. Ces observations sont
classiguement associées a la période de virémie, 'activation des populations lymphocytaires et la
production de cytokines pro-inflammatoires [123]. Une augmentation des taux sériques d’AST et d’ALT
de 3,5% a 4,6% est observée dans les 11 jours suivant la vaccination avant un retour a la normale. En
comparaison d’un groupe placebo, le risque pour un groupe vacciné de développer des effets

secondaires locaux ou systémiques est en moyenne de 2,5 a 7,5% plus élevé [12].

Des formes sévéeres d’effets secondaires sont également rapportées en raison de réactions allergiques
(aux protéines d’ceufs notamment) qui apparaissent dans les 20 minutes. Aux Etats-Unis, I'incidence

d’une telle forme de réaction est inférieure a 2 cas pour 100 000 doses injectées (1,8 pour 100 000).

b) Effets adverses neurotropiques et viscérotropiques
Depuis 2001, de rares cas de pathologies neurotropes et viscérotropes sont rapportés apres vaccination
[230]. Ces cas sont définis comme maladie viscérotropique associée a la vaccination (YEL-AVD) ou

maladie neurotropique associée a la vaccination (YEL-AND).

Entre 1989 (étude rétrospective) et 2011, 113 cas de YEL-AND ont été déclarés. Pour 66 % d’entre eux, il

s’agit d’encéphalites ou de méningites. L'incidence de cette forme est de 0,4 pour 100 000 doses



infectées. Cette incidence est plus élevée chez le jeune enfant avec une moyenne de 0,5 a 4 cas pour
1000 doses injectées. Le taux de mortalité est alors de 2,7%. Les cas sont apparus de fagons variables
entre 2 et 24 jours apreés la vaccination. L'encéphalite est due a une neuroinvasion et une réplication de
la souche vaccinale. Le virus a en effet été isolé dans le cerveau d’un enfant de 3 ans décédé d’une
encéphalite [231] et le génome détecté par PCR dans deux cas d’encéphalite et de méningite [12]. Enfin
des maladies dite auto-immunes comme le syndrome de Guillain-Barré et ’ADEM (Acute disseminated

encephalomyelitis) sont également décrites et impliquent les IgM et les lymphocytes T [232,233].

Les formes YEL-AVD correspondent a une infection importante par le virus 17D du foie et d’autres
organes. Cette pathologie mime I'infection naturelle et présente un taux de mortalité important de 63%.
L’incidence n’est cependant que de 0,4 pour 100 000 doses infectées. En Mars 2011, le nombre total de
cas rapportés suite a la vaccination était de 65 individus. Des cas ont été reportés suite a la vaccination
par la souche 17D-204 (32 cas) et la souche 17DD (32 cas) plus un cas dont la souche utilisée n’est pas
connue. Les premiers symptomes apparaissent en général 4 jours apres l'inoculation. Une augmentation
des taux sériques d’ALT, d’AST, de bilirubine ou encore de créatinine est observée. Par ailleurs une
diminution du nombre de plaquettes et une augmentation de la synthése des cytokines pro-
inflammatoires sont décrites. Le virus a été retrouvé dans le foie, le coeur et les reins. Les taux
d’anticorps neutralisants sont de plus anormalement élevés par rapport aux observations post-vaccinales
[234]. Les mutations de la souche vaccinale ne sont pas mises en cause. Une analyse des séquences de
12 productions de Stamaril entre 1990 et 2002 n’a démontré aucune variabilité [235]. L’age avancé et
des déficiences immunitaires sont associés a un risque plus élevé de développer une YEL-AVD. En effet,
environ 17% des cas (11/65) présentaient une maladie auto-immune comme le lupus érythémateux, la
maladie d’Addison, le lupus cutané, la maladie de Crohn ou encore des hypothyroidies [234,236].

Néanmoins, les maladies auto-immunes ne représentent que 3% de la population des Etats-Unis,



suggérant qu’une association de différents facteurs soit impliquée dans le déclenchement de cette forme

sévere.

C. La réponse immunitaire a la vaccination

La vaccination déclenche une virémie. De la méme facon que pour l'infection naturelle, elle est
observable dés le 4°™ jour et pour une durée de 1 & 3 jours [123]. Les anticorps neutralisants
apparaissent dés les 8™ et 9™ jours suivant la vaccination. Tout comme pour la virémie, les taux
d’anticorps induits sont moins importants que lors d’une infection naturelle. Ces observations pourraient
s’expliquer par une réplication moindre et donc une présentation d’antigenes viraux limités suite a la
vaccination [222]. La faible virémie justifie par ailleurs les risques limités de transmission materno-feetal
et d’encéphalites YFV-AND chez I'adulte (« Yellow Fever vaccination-associated neurotropic disease »)
suite a la vaccination [12]. Néanmoins, la séroconversion est de 100% pour les personnes vaccinées et
seulement deux cas d’infection par le virus suite a la vaccination ont été répertoriés. Par ailleurs, une
étude rétrospective a permis de montrer que 80% des individus vaccinés conservent une réponse

efficace apres 38 années [122].

1. Anticorps neutralisants
Les réponses neutralisantes, considérées comme le marqueur de I'efficacité de la vaccination contre la
fievre jaune, sont classiquement plus faibles que celles induites lors d’une infection naturelle. Le taux
minimal d’anticorps induit apres vaccination a ainsi été mesuré chez le singe rhésus par des études de
challenge aprés immunisation. Une valeur de réduction des tailles de plages supérieure a 0.7 LNI (Log
neutralization index) est considérée comme protectrice. Cette valeur est utilisée comme « surrogat » de
protection et recommandée par la FDA [226]. Des immunisations passives peuvent également étre
utilisées pour mesurer le taux d’anticorps neutralisants nécessaire pour protéger contre une infection

naturelle. Ainsi des valeurs de PRNTso (Plaque reduction neutralization titers) de 40 ou plus sont décrites



comme protectrices dans un modele de hamster. Cette méthode détermine le taux d’anticorps
nécessaire pour diminuer de moitié les plages d’infection. Des protections partielles sont observées avec

des valeurs de PRNTso de 10 ou 20 [196].

2. Réponses cellulaires
Le vaccin induit des réponses CD4+ (Th1/Th2) helper qui participent au développement des réponses
cytotoxiques CD4+ et CD8+ mais également a la production d’anticorps neutralisants. Tout comme pour
les réponses anticorps, l'induction des réponses cellulaires par le virus de la fiévre jaune peut étre
modulée par I'existence d’un environnement immunitaire déja actif [237]. Ces réponses ne sont que tres
peu caractérisées. Il est établi qu’une réponse T spécifique, polyclonale et de longue durée (plusieurs
années) est induite dés la premiére semaine de la vaccination. La réponse CD4+ Th1/Th2 apparait plus
rapidement que la réponse CD8+, avant les inductions de cellules CD45RA+ T mémoires [58,124,238].
L’activation des cellules CD8+ est caractérisée par |'expression en surface des marqueurs CD38, CD127,
CCR7 et HLA-DR et par I'induction de protéines cytotoxiques comme le Ki-67, la perforine ou le granzyme
B. Une perte de |'expression du marqueur anti-apoptotique Bcl-2 est également observée, suggérant une
augmentation de la sensibilité a I'apoptose de ces cellules. Aprés 2 a 4 semaines, les marqueurs
d’activation sont progressivement supprimés et les cellules T CD8+ se différencient en cellules T
mémoires exprimant les marqueurs CD127, Bcl-2, and CD45RA. Ces cellules mémoires sont capables de
produire de multiples cytokines comme I'lFN-y, le TNF- a, I'lL2 ou encore le MIP-1 B, de proliférer apres
une stimulation et d’induire une protection de longue durée contre les réexpositions au virus de la fievre

jaune [238].

3. Réponse innée
La mise en place d’une réponse immunitaire innée est un aspect primordial dans I'infection par le virus

de la Fievre jaune. Elle confere une protection relative immédiate contre le pathogene et permet



I'initiation des réponses cellulaires et humorales, adaptatives et mémoires [124,239,240]. Les approches
par systeme biologique permettent maintenant d’identifier les geénes régulés suite a la vaccination. Prés
de 125 genes ont été identifiés dans différentes études comme induits par la vaccination [124,239-242].
Durant les premiers jours de la vaccination, une forte réponse innée est induite avec un plateau atteint
apres 7 jours. Cette réponse permet une protection immédiate, évitant une réplication trop importante,
mais également la stimulation d’une réponse adaptative impliquant les lymphocytes T CD4+ (Th1/Th2) et

la rapide activation des lymphocytes T cytotoxiques CD8+ [58] (figure 14).

Figure 14. Réponse immunitaire suite a la vaccination
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Un ensemble de réponses comme la détection par les Toll like récepteurs (TLR), la détection par les non-
TLR, la réponse IFN, I'activation des cellules NK ou encore la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
apparaissent durant la phase de réplication du virus. L’analyse des signatures transcriptionnelles induites
apres vaccination chez I'homme a montré une forte réponse interféron de type |, I'activation de
I'inflammasome et des facteurs du complément [124]. Des IFNs sont détectables dans le sérum de
patients vaccinés environ 24h apres |'apparition de la virémie. La synthése des IFNs induit I'expression
d’'un ensemble de protéines avec des activités antivirales ou anti-réplicatives. La synthese de PKR
(dsRNA-activated protein kinase), OAS2, OAS3, de TRIM5 (tripartite motif-containing protein 5), EIF2AK2,
MX1 ou encore MX2 ont ainsi été décrites [242]. De méme, un taux élevé de I'enzyme 2’, 5’-
oligoadenylae synthétase (2’, 5’-oas), induite par les IFNs, a été identifiée dans les lymphocytes B et T de
ces patients [244]. L'IFN-y, un interféron de type Il, est également important dans l'inhibition de la
virémie et de la nécrose hépatique chez le singe [245]. Un lien avec I'établissement de la réponse

adaptative a également été évoqué [246].

Depuis 2006, les connaissances sur 'immunité innée induite par le virus de la Fiévre jaune ont été
améliorées. L'intégration d’'un ensemble de données issues d’études cliniques vaccinales ont permis
d’identifier certains marqueurs essentiels de la réponse [239]. L'infection par le virus de la fievre jaune
active plusieurs TLR a la surface (TLR2) ou dans les endosomes (TLR7, 8, 9 et TLR3) des cellules
dendritiques [239]. Des activations des senseurs cytoplasmiques d’acide nucléique, comme MDA-5 et
RIG-1, ont également été observées [240]. Une déficience en récepteur TLR2 augmente le temps de mise
en place de la réponse chez la souris suite a la vaccination YF-17D [239]. Ces activations sont
principalement associées a la voie MyD88 et au facteur de transcription NF-kB. Des souris déficientes en

MyD88 sont en effet limitées dans la production de lymphocytes T CD4+ et CD8+ [239]. Les voies



d’activation des cellules peuvent varier selon les populations cellulaires. De par leurs signalisations par
les TLR7 et TLR9 et la voie mTOR, les cellules dendritiques plasmacytoides induisent des réponses IFN de

type | et T cytotoxique importantes [247].

Les facteurs du complément comme les molécules C1Qa, C1Qb, C3AR1, and SERPING1 sont également
induits suite a la vaccination. Ce systeme complexe a été décrit comme critique pour |'établissement des
réponses T et B dans I'infection par le virus West Nile [248]. L'inflammasome, dont I'implication dépend
en partie des TLRs et de facteurs de transcription comme IRF3 et NF-kB, entraine |'expression des
caspases 1 et 5 ainsi que la production d’IL-1B. Deux genes impliqués dans le déclenchement de
I'apoptose, FOXO3A and E2F1, sont également décrits et peuvent étre reliés a I'induction plus précoce
d’apoptose dans les cellules HepG2 suite a I'infection par la souche vaccinale 17D, un potentiel marqueur
d’atténuation, par rapport a la souche sauvage Asibi [249]. Des génes associés a |'activation de la

réponse B sont détectés plus tardivement, en méme temps que I'apparition des anticorps neutralisants.

L’ensemble de ces activations semblent étre corrélées avec I'activation spécifique des facteurs STAT1,
ETS2 ou IRF7 qui sont impliqués dans un grand nombre des inductions décrites. Ces études suggerent
ainsi la coordination de différentes branches de la réponse immunitaire innée pour la mise de cette

réponse robuste suite a la vaccination [124].

Enfin I'activation de certains genes corréle avec l'intensité des réponses adaptatives induites. Ainsi un
géne de la superfamille des récepteurs au TNF, le TNFRSF17, ciblé par le facteur activateur des cellules B
(BAFF ou TNFSF13B) voit son induction corréler a 100% avec les inductions d’anticorps neutralisants. Les
inductions de deux autres genes, EIF2AK4 (aussi appelé GNC2) et le facteur du complément C1qgB,

correlent avec I'amplitude de la réponse CD8+ sans prédire de I'efficacité de ces réponses [240].






IV. Objectifs du travail de these

Bien que la vaccination contre le virus de la fievre jaune soit tres efficace et que les réponses
neutralisantes induites soient connues, la connaissance sur la pathogénése reste limitée. Les données
sont généralement obtenues sur des stades tardifs de la pathologie ou sur des modeles in vivo et in vitro
qui présentent un certain nombre de limitations. Un ensemble d’études incluant des lignées
immortalisées ou des cellules primaires ont été menées pour comparer les infections, les réplications et
les réponses induites par les souches sauvages et vaccinales du virus de la fievre jaune au niveau
hépatique. Ces études se sont a I’'heure d’aujourd’hui focalisées sur les hépatocytes, les cellules de
Kupffer et des cellules endothéliales. Les lignées hépatocytaires sont pour la plupart issues d’hépato
carcinomes humains ou immortalisées par le virus SV40. Les lignées HepG2, huh7, PH5CH8 et THLE-3 ont
ainsi été utilisées. Si la réplication dans les lignées THLE-3 et huh7 n’a été démontrée qu’avec la souche
vaccinale 17D [250], cette derniere se réplique mieux que la souche sauvage Asibi dans les cellules
HepG2 [249,250] et inversement dans les cellules PH5CH8 [71]. Des informations contradictoires ont
également été observées sur les macrophages U937 et les cellules de Kupffer primaires. La souche YF17D
se répliquant mieux que la souche sauvage dans les cellules U937 et inversement dans les cellules de
Kupffer [71,72,251]. Enfin une étude sur des cellules endothéliales de la lignée HUVEC, issues d’un

cordon ombilical humain, a montré une infectivité supérieure de la souche sauvage Asibi [75].

L'induction des cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-1p, IL-6, I'IL-8, RANTES (CCL5) ou encore le
TNF-a et les cytokines anti-inflammatoires comme I'lL-4 et I'IL-10 sont systématiquement induites plus
fortement par la souche vaccinale dans les cellules hépatiques Ph5CH8 et HepG2, aux niveaux ARN et
protéique [71,249]. En revanche les inductions dans les macrophages et les cellules endothéliales sont
supérieures avec la souche sauvage Asibi [72,75]. Ces phénomenes inflammatoires sont également
associés a la mise en place d’une réponse IFN. Les cellules HUVEC, infectées par les souches sauvages ou

vaccinales voient en effet une transcription augmentée des genes de réponse aux IFNs comme le gene



p78 et le gene Cig5 [75]. L'induction par les cellules endothéliales de I'IL-6 a notamment été étudiée pour
son effet en aval sur les cellules de Kupffer et les hépatocytes. Une pré-stimulation des cellules de
Kupffer par I'lL-6 a montré que la souche Asibi induisait une production réduite d’IL-10 et augmentait les
productions d’IL-8, de RANTES et de TNF-a. Ce phénotype pro-inflammatoire associé a une limitation des
régulations pouvant expliquer la pathologie observée au niveau hépatique [72]. Un phénomene
semblable est également observé dans les hépatocytes PH5CHS8 suite a une stimulation par I'lL-6. Une
diminution de la réplication des deux souches et une limitation des mécanismes régulateurs avec la

souche Asibi ont été observées [71].

Compte tenu des dégradations majeures observées au niveau hépatique, les marqueurs de mortalité
cellulaire ont également été étudiés dans ces modeéles. Si le TGF-B, précédemment décrit comme
inducteur d’apoptose au cours de l'infection sauvage [101] n’est pas spécifiquement activé par I'une ou
I'autre des souches dans le modéle PH5CH8 [71], des marqueurs précoces d’apoptose ont été décrits
avec la souche 17D (IEX-1, IRF-1, DEC-1) des 1 heure post infection dans les cellules HepG2 [249]. Une
variation de I'expression du facteur anti-apoptotique Bcl2 a également été décrite suite a I'infection des
cellules HUVEC par la souche 17D [75]. Enfin des éléments de réponse sur les phénomeénes de
coagulopathies ont été apportés par une étude récente sur les cellules PH5CH8 [73]. Des marqueurs
comme le fibrinogéne ou le facteur inhibiteur de I'activation du plasminogéne (PAI-1), un élément
essentiel de la coagulation, sont décrits comme surexprimés dans le contexte infectieux. La pré-

stimulation avec I'lL-6 augmentant une fois de plus la transcription de ces facteurs [73].

Le manqgue de modeéles d’études et la difficulté de suivre les temps précoces ou précédents I'infection
hépatique limitent effectivement la compréhension des mécanismes associés. Par ailleurs si des études

distinctes ont démontrées I'effet de I'infection sur les hépatocytes, les cellules de Kupffer ou encore les



cellules endothéliales, l'interaction de ces populations cellulaires demeure hypothétique dans ce

contexte infectieux.

Afin de mieux comprendre le réle de la réponse innée du foie qui amene dans le futur établissement
d’un état antiviral ou pathogéne, nous avons mené une étude comparative entre la souche atténuée YFV
17D et la souche sauvage parentale YFV Asibi. Afin d’intégrer la complexité du modele hépatique, nous
avons utilisé différents modeles cellulaires d’étude et en particulier un modele 3D incluant des
hépatocytes primaires et des cellules de Kupffer assemblés par la technologie « gravity drop ». Un

modele d’hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires a également été utilisé.

Une approche transcriptomique globale a été menée par utilisation des technologies de séquencage et

de PCRarray, nécessitant la définition de critéres d’analyses de données multiples.

Nous avons focalisé nos objectifs sur I'étude de la dynamique des dérégulations immunitaires,
cellulaires et métaboliques induites par les deux virus, l'identification de signatures spécifiques de
chacune des souches et la compréhension des réponses immunitaires hépatiques avec la volonté de
proposer un modele et des tests permettant la caractérisation et la compréhension ultérieures de

nouveaux candidats vaccins






V. Matériel et Méthodes

A. Virus et modéles cellulaires

1. Virus de la fiévre jaune
La souche sauvage YF Asibi, isolée d’un patient ghanéen en 1927 a été fournie par le Dr Marianneau de
Iinstitut Pasteur (Lyon, France) apres un passage sur cellules VERO. La souche vaccinale YF 17D-204 a été
fournie par le Dr Bouloy de l'institut Pasteur (Paris, France). Les souches ont été amplifiées 1 a 2 fois sur
cellules VERO. L'ensemble des protocoles d’infections sont détaillés dans les matériels et méthodes de

chacune des études.

2. Modele 2D : hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires humaines
Les hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires ou d’iPS sont développées par la société
Takara Bio Inc et envoyées en culture, prétes a I'emploi. Ces cellules ont été utilisées dans le cadre de

I’étude n°1.

3. Modeéle 3D : co-culture entre hépatocytes et cellules de Kupffer primaires
Le modele développé par la société InSphero utilise le systéme « gravity drop » pour permettre
I'agrégation de deux populations cellulaires hépatiques entre elles : les hépatocytes et les cellules de

Kupffer. Ce modéle cellulaire a été utilisé dans le cadre des études n°2 et n°3.

a) Origine des cellules
Les cellules utilisées dans ces modeles sont des cellules primaires isolées d’individus décédés avec un

historique médical connu (Tableau 1)



Lots Donneurs Déces Drogues/Tabac/alcool Divers Sérologie
Diabéte de
EBV-
Femme type 2;
IPHH_01 CMV+
Caucasienne | Crise cardiaque Aucune information suspiscion de
yavas HBV-
44 ans carcinome
Hépatocytes HIV- HCV-
rénal
primaires
Traitements EBV-
Femme
Accident cardio- (calcium, CMV+
IPHH_02 | Caucasienne Tabac quotidiennement
vasculaire levothyroxine, | HBV- HIV-
78 ans
insuline...) HCV-
héroine, cocaine, marijuana / EBV-
Femme Diabéte
IPHN_03 Tabac quotidiennement / CMV+
Caucasienne | Overdose insulino-
/ RHV Consommation excessive HBV- HIV-
27 ans dépendant
d'alccol HCV-
Diabéte de
Homme EBV+ CMV-
Accident cardio- type 2;
Cellules non YOA Caucasien Aucune information HBV- HIV-
vasculaire traitements
parenchymales 57 ans HCV-
(Insuline...)
(Cellules de
Homme EBV+ CMV-
Kupffer) Accident cardio- marijuana / Tabac double greffe
1B Caucasien HBV- HIV-
vasculaire quotidiennement rénale
22 ans HCV-
EBV+
Femme Obésité,
Anoxie / accident CMV+
ZAR Caucasienne Aucune information Anémie,
cardiovasculaire HBV- HIV-
42 ans Fibromyalgie
HCV-

Tableau 1. Récapitulatif de I'origine des cellules primaires inclues dans le modéle 3D de foie.

Les microtissus hépatiques sont entretenus jusqu’a 5 semaines en milieu de culture. Le milieu de culture

b)

Entretien des microtissus hépatiques

est produit par le fournisseur et la concentration des éléments communiqués ci-aprés n’est pas




communiquée. Le milieu contient un mélange de DMEM et de MEM (Gibco®'), de I'albumine de sérum
de beeuf (1g/L), du galactose, de la glutamine, de I'ornithinhydrochloride, de la proline, du sélénite de
sodium, du chlorure de zinc (ZNCly), du sulfate de cuivre (CUSQ,), du sulfate de zinc (ZNSQ,), du sulfate
de manganése (MNSQ.), de l'insuline, de la transferrine, du déxaméthasone, du HGF (facteur de
croissance hépatique), de I'EGF (facteur de croissance épidermique), de I’'HEPES, de la gentamycine et de
I'amphotéricine. Le fournisseur met également a disposition un milieu pour les études de toxicologie
(milieu « TOX ») et pour les études des processus inflammatoires (milieu « INF »). Le milieu « TOX »
contient du milieu williams E (Gibco®), de I'insuline, de la transferrine, du sélénium, de la glutamine, du
déxaméthasone, de I'HEPES, de la gentamycine et de I'amphotéricine. Le milieu « INF » contient les

mémes éléments mais en absence de déxaméthasone.

B. Analyse transcriptomique

1. PCRarray
Afin d’analyser I'effet de I'infection par les virus de la fiévre jaune sur I'expression d’un panel de genes
codant des protéines impliquées dans le métabolisme des drogues, les chémokines ou encore des
interférons des tests de PCR en temps réel relative ont été réalisés avec des plaques prédéfinies
commercialisées par la société QlAgen (Drug Metabolism Réf : PAHS-002Z, Interferon & Receptors Réf :
PAHS 064Z ; Chemokines & Receptors PAHS-022Z). Pour cela, environ 10 a 20 ng d’ARN totaux extraits
sont rétro-transcrits en ADNc a Iaide du kit RT? Microfluidics gPCR Reagent System (QlAgen, Réf :
330431). Brievement, une nouvelle étape d’élimination de I'’ADN génomique est effectuée par
incubation de I’ARN cellulaire avec le tampon GE2 (gDNA eliminator2) pendant 5 minutes a 37°C. Les
ARNs sont ensuite rétro-transcrits en ADNc par incubation avec le tampon BC4 (Mix transcriptase
reverse) dans un thermocycler (AppliedBiosystem) avec un unique cycle de 60 minutes a 42°C, suivies de

5 minutes a 95°C. Les ADNc sont ensuite pré-amplifiés spécifiquement a I'aide des mix RT?> PreAMP



Primer Format H pour chaque voie de signalisation précédemment citées (Drug Metabolism PAHS-002Z ;
Interferon & Receptors PAHS 064Z ; Chemokines & Receptors PAHS-022Z7). Brievement, les ADNc sont
incubés avec le mix d’amorces et la polymérase PA-30 dans un thermocycler (AppliedBiosystem) avec un
programme de 10 minutes a 95°C, suivies de 14 cycles de 15 secondes a 95°C et 2 minutes a 60°C. Les
amorces résiduelles sont ensuite dégradées a 'aide du side reduction reducer (Sr1) pendant 15 minutes
a 37°C suivies de 5 minutes a 95°C. Enfin les ADNc amplifiés sont dilués au 1/5 éme en tampon low EDTA

(0,1mM)

La PCR est alors réalisée grace a la technologie fluidigm sur I'appareil Biomark. Sur des puces dédiées,
permettant plus de 9000 réactions indépendantes simultanées, 96 amorces issues des plaques
spécifiques (RT? Profiler™ PCRarray) et 96 échantillons différents sont déposés et mélanges au mix RT?
Microfluidics qPCR Master Mix (QlAgen, REF : 330431) contenant la sonde EvaGreen®. Le programme
suivant est effectué (2 minutes a 50°C ; 30 minutes a 70°C ; 10 minutes a 25°C; 10 minutes a 95°C et 40

cycles (95°C 15s / 60°C 1min).

Pour chaque plaque, 84 puits contiennent chacun un couple d’amorces spécifiques de génes de la voie
analysée. Afin de pouvoir interpréter les résultats plusieurs contréles sont effectués. L'expression de 5
génes de ménage a été mesurée. Les génes codant pour la B-2-microglobuline (B2M), I'hypoxantine
(HPRT1), la protéine ribosomale LPO (RPLPQ), la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH)
et I'actine (ACTB) sont des genes constitutifs, leur expression est considérée stable d’un échantillon a
I'autre. D’autres contrbles sont réalisés afin de vérifier I'absence de contaminations par de 'ADN
génomique (HGDC : Human genomic DNA contamination), I'efficacité de la reverse transcription (RTC:
Reverse transcription control) ainsi que la reproductibilité de la PCR (PPC : Positive PCR control). Les
échantillons présentant un contréle HGDC positif (CT > 27) sont éliminés au méme titre que les

échantillons qui présentent des contréles PPC et RTC anormaux.



Les données de qRT-PCR sont pré-analysées a I'aide du logiciel Fluidigm Real-Time PCR. Un seuil minimal
de qualité est fixé a 0.65, une correction basale linéaire dérivative est utilisée et le threshold de CT est
déterminé automatiquement sur I'ensemble des courbes d’amplification. Pour chaque gene un CT est
ainsi obtenu. Les données sont traitées a I'aide du pack Office Excel puis implémentées dans le logiciel
d’analyse RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis (PCR Array Data analysis V4). La méthode des 244
décrite pour I'analyse des variations dans I'expression des genes entre différentes conditions par gRT-
PCR a été privilégiée (RT? Profiler™ PCR Array Data Analysis). Brievement les CT supérieurs a 27 sont
remplacés par 27 et les résultats de CT obtenus pour chaque géne sont intégrés avec la liste des genes
correspondants afin d'effectuer une comparaison entre les échantillons tests et controles. Le logiciel
affiche automatiquement la différence de variation de |'expression de chaque gene entre |'échantillon
test et controle. Une valeur statistique est obtenue a I'aide d’un T-Test effectué dans le logiciel. Aucune

correction n’a été apportée aux p value obtenues.

C. Microscopie électronique

Cette approche a été réalisée dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire CBMN (Chimie et

Biologie des Membranes et des Nanoobjets) -UMR5248 et I'intervention du Dr Marion DECOSSAS.

Les microtissus hépatiques sont fixés dans un tampon phosphate 0,1 M/L (Euromedex™);
glutaraldéhyde 1,6% (Delta Microscopie™) pendant une nuit a +5°C. Apres plusieurs ringcages en tampon
phosphate 0,1 M/L, les microtissus hépatiques sont inclus en agarose 1% (Sigma-A0169). Apres plusieurs
ringages en eau, les échantillons sont contrastés a |'aide de tétroxyde d’osmium 1% (OsO.) pendant 2h a
température ambiante. Les échantillons sont ensuite déshydratés dans un gradient croissant d’éthanol
puis d’oxyde propyléne. Les échantillons déshydratés sont ensuite imprégnés dans un mélange (2 :1)
d’oxyde de propyléne et de résine (Epon) puis inclus et polymérisés en Epon pur pendant 48h a 62°C. Des

coupes semi-fines de 500 nm sont obtenues a I'aide d’un vibratome et colorées au bleu de toluidine



(Merck Millipore-115930). Des coupes ultra-fines de 70 nm sont obtenues a l'aide d’un vibratome,
recouvertes d’un film de butvar (EMS/Delta microscopie-11850) puis contrastées a I'acétate d’uranyle et
au citrate de plomb. L'observation des coupes a été faite a I'aide du microscope électronique a
transmission FEI CM120 (Philips) et les images acquises a I'aide d’'une caméra 2kx2k Ultra Scan Gatan

(Philips).

D. Immunofluorescence

Les microtissus hépatiques ont été fixés au paraformaldéhyde (PFA) 4% pendant 1 heure a température
ambiante puis rincés 3 fois au PBS 1X (Eurobio, Réf : CXXPBS01-07). Une perméabilisation a été effectuée
avec du Triton (SIGMA, Réf : 9002-93-1) a 0,2%, pendant 1 heure a température ambiante. Aprés deux
lavages en PBS 1X, les sites aspécifiques ont été saturés a 37°C pendant 30 minutes avec un mélange PBS
additionné de 5% de sérum de chevre (Abcam, ab7481). Aprées deux nouveaux lavages, I'anticorps
monoclonal primaire de souris (KRT8, KP1, MRP2 ou CD26) dilué dans le tampon de saturation a été
ajouté, les cellules incubées a 4°C pendant 1 nuit, puis lavées a nouveau deux fois. L’anticorps secondaire
de chévre anti-souris (anti-IgG couplé a I’Alexa 488, anti-lgG2a couplé a I’Alexa555 ou anti-lgG2b couplé
a I’Alexa 555) dilué dans le tampon de saturation a été ajouté et les microtissus incubés a température

ambiante pendant 4 heures.

Anticorps utilisés et non mentionnés dans les matériels et méthodes des 3 études suivantes

(Fournisseur/Référence/Dilution) :

-anticorps monoclonal de souris anti CD68/KP1 et couplé a I'Alexa fluor 647 (Santa Cruz

Biotechnology/SC20060AF647_L2706/1000°).

- anticorps monoclonal de souris anti KRT8 et couplé a I’Alexa fluor 555 (antibodies-online GmbH/

ABIN874954/dilution 500°).



- anticorps monoclonal de souris anti CD26 (BA5) est un monoclonal IgG2a de souris fourni a une

concentration de 200 pg/ml. (Santa Cruz Biotechnology ® Référence sc-19607/ dilution 100eéme)

-anticorps monoclonal de souris anti MRP2 (M2 Ill-6) est un monoclonal IgG2a de souris en 0.25 mg/ml.

(Abcam® Référence ab3373/dilution 100eme)

-anticorps secondaire de chévre anti IgG2a de souris (Life technologies A-21131/ dilution 1000eme)






VI.

Résultats

A. ETUDE N°1: Etude de la dynamique des réponses immunitaires contre les
souches sauvages et vaccinales du virus de la fievre jaune dans un modéle in

vitro d’hépatocytes dérivés de cellules souches humaines



1. Problématique
Le choix d’un modele cellulaire relevant et présentant les caractéristiques métaboliques hépatiques est
un aspect primordial de de notre étude. L'amélioration des techniques de différenciation cellulaire a
partir de cellules souches a permis le développement accéléré des cellules humaines présentant des

caractéristiques semblables aux cellules primaires et une potentielle source illimitée.

L’approche a donc été de comparer dans un premier l'infection et I'induction des réponses immunes par
les virus vivants atténués (YFV 17D) ou sauvages (YFV Asibi) dans un modele d’hépatocytes dérivés de

cellules souches embryonnaires humaines.

Les souches virales utilisées correspondent aux virus historiques de la fievre jaune. La souche « YFV
Asibi » est en effet la premiére souche de virus sauvage isolée en 1927 sur un patient ghanéen. C'est a
partir de cette souche que I'atténuation du virus a été réalisée pour obtenir le virus vivant atténué de
base vaccinale « YFV 17D ». Ces souches sont conservées en laboratoire depuis des générations et
cultivées sur cellules VERO. En raison du taux d’erreur de la polymérase virale, ces phases de réplication
sont génératrices de mutations qui peuvent altérer I'efficacité de l'infection (profil atténué) ou
occasionner des retours vers des formes virulentes (profil sauvage). La vérification des séquences des

génomes des virus utilisés est donc une étape clé dans l'initiation de ces études.

Les séquences des virus étudiés ont été alignées sur les séquences de référence [65]. Aucune mutation
majeure n’a été observée. Par ailleurs la pathogénicité de la souche YFV Asibi a été vérifiée en interne
sur des souris A129, classiquement sensibles a I'infection par le virus de la fievre jaune (communication
interne). Des résultats similaires aux études menées par Meier en 2009 ont été retrouvés et les souris
ont d0 étre euthanasiées dans les 9 jours suivants l'injection car elles présentaient des signes de

prostration, d’atteinte neurologique et des troubles alimentaires majeurs [219].
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Les hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires ou d’iPS sont développées par la société
Takara Bio Inc et envoyées en culture ou cryopréservées, prétes a I'emploi. Les caractéristiques
physiques et métaboliques de ces cellules ont été documentées par le fournisseur et vérifiée en partie au
laboratoire. Les hépatocytes présentent les caractéristiques morphologiques des hépatocytes primaires
avec une structure cuboide et des bi-nucléations. Une expression constante des marqueurs du
métabolisme hépatique comme les enzymes hépatiques de phase | et de phase Il est également
observée. Par ailleurs, contrairement aux hépatocytes primaires, ces cellules conservent un statut

d’hépatocytes différenciées en culture in vitro [179,180].

2. Principales observations de I’étude
La souche YF 17D présente une meilleure infection de ces hépatocytes par rapport a la souche sauvage
YF Asibi, confirmant ainsi de précédentes données obtenues sur lignées cellulaires. L'augmentation de la
dose infectieuse ne modifie pas ces observations et n’'impacte que faiblement les profils de réponses

immunitaires induites par les deux virus.

Une forte sécrétion des Interférons (IFN) de type Ill, aussi appelés IFN lambda (IFN-A) est observée. En
particulier, les IFN-A1 / IL-29 et A2 / IL-28A, connus comme les principaux médiateurs de foie de clairance
virale chez les patients atteints d'hépatite C chronique, sont décrits ici pour la premiére fois dans un
modele d’étude hépatique pour le virus de la fievre jaune. D’'une maniére générale les deux virus
induisent un profil antiviral mais systématiquement plus haut et plus précoce (dés 4 heures) suite a
I'infection par la souche YF 17D que par la souche sauvage YF Asibi. Cette derniere induit en effet un
profil incomplet, avec des niveaux de transcription inférieurs, la perte de certains marqueurs de

I'inflammation et d’induction de la mort cellulaire par apoptose. Enfin des dérégulations métaboliques



différentes sont observées suite a l'infection par les deux souches avec une down-régulation des

enzymes de la transcription des enzymes de phase | et de phase Il avec la souche YFV 17D.
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Abstract

Background: Yellow fever (YF) is a human viral disease transmitted by arthropod vectors and
characterized by an acute and lethal systemic involvement affecting the liver. Vaccines based on live
attenuated strain YF 17D have been used since the 1950s with an excellent record of safety and efficacy.

However, mechanisms regulating liver pathogenesis are still poorly understood.

Methodology/Principal Findings: In the present study, human hepatocytes derived from embryonic
stem cells, recapitulating major immune and metabolic properties of primary hepatocytes, were used in
a transcriptomic approach to investigate post-infection events elicited by YF viruses. Hepatocytes were
more permissive to attenuated YFV 17D than to wild-type YFV Asibi infection (YFV 17D, 45+19%, YFV
Asibi, 13+7%), independently of the viral load applied and with low/no viral spread. YFV 17D infection
induced transcription of a full antiviral pathway including viral clearance (induction of apoptosis-related
genes), while controlling hepatic metabolism. In contrast, YFV Asibi infection elicited incomplete,
delayed transcription of antiviral genes, and did not interfere with hepatic clearance function. Both
viruses activated double stranded RNA sensing, signaling and transcription of type Il (A1 and A2) and
type | (a and B) interferons and associated genes. Kinetics and levels of activation differed and depended
on the initial infection dose. Secretion profiles for inflammatory (Interleukin(IL)6, IL8/CXCLS, IL1a, TNF-a)
and regulatory factors (IL1RA, IL4, IL12) as well as chemoattractants proteins (CXCL10/IP-10, MCP-
1/CCL2, MIP-1, RANTES/CCLS5) followed the same trend, except for IL2, IL3 and IL5 that were detected

only after YFV Asibi infection.

Conclusions/Significance: We suggest that induction by YFV 17D of a strong antiviral response in
hepatocytes, the major cell type in the liver, could contribute to in vivo efficacy of the vaccine strain;
additionally, the kinetics of the immune responses, in combination with viral load, may determine the

balance between recovery and immunopathology after wild-type infection.



Author summary

YFV live-attenuated vaccine strain 17D elicits limited viremia in human, with no signs of liver infection,
contrarily to wild-type YFV. Several studies however have reported more efficient infection of hepatic
cell lines by YFV 17D than by wild-type YFV Asibi. We confirmed this observation in a cell model
physiologically close to fully competent human hepatocytes, suggesting that such infection may also
occur too. Further transcriptome analysis of immune and metabolic responses elicited by the two viruses
in time-course infection studies supported a new mechanism, whereby infection of hepatocytes by YFV
17D in vivo could play a role in establishing local protection in the main tissue targeted by natural
infection. In addition, we raise the hypothesis that the dynamics of innate responses, and potentially the
infecting dose, may determine the ability, or inability, of wild-type virus to overcome liver tolerance, thus
leading to full viral clearance and recovery, or alternatively to incomplete viral clearance and severe
immunopathology symptoms, respectively. These findings may have implications for immune therapy

and new vaccine development.



Introduction

Yellow fever virus (YFV) is a human flavivirus endemic to South America and sub-Saharian Africa. The
virus is transmitted by mosquitos and harbored by non-human primate (NHP) reservoir hosts. Epizootic
circulation results in periodic outbreaks in endemic regions and among travelers. Despite an effective
vaccine being available, YF virus thus remains a major threat for human health [1]. Most YF clinical
infections induce mild disease followed by a brief period of remission, with some infections resolving
without further complication. However, 15% to 20% patients develop severe acute illness with fever,
nausea, vomiting, hepatitis with jaundice, and multi-organ failure and shock; death occurs in 20%-60%
of these cases. Excessive production of pro-inflammatory cytokines, in association with viral replication,

determine disease severity, in humans and in experimentally infected macaques [2-4].

Damage by YF virus infection is most severe in the liver, and can lead to fulminating hepatitis and liver
dysfunction. Hyperbilirubinemia can occur as early as the third day but usually peaks toward the end of
the first week of illness. Elevated levels of serum transaminases and serum albumin precede the
appearance of jaundice; levels may remain elevated for up to 2 months after onset. Lesions in the
midzone area, steatosis, inflammation, inflammatory cells infiltrates (NK, T and B lymphocytes, DCs) and
typical Councilman bodies have been observed in liver biopsies from hospitalized subjects, with
complete return to normal histology upon resolution of infection [5,6]. The liver naturally develops
immune tolerance due to a constant level of exogenous non pathogen stimulation. Both hepatocytes,
accounting for approximately 70%—85% of the mass of a healthy liver, and non-parenchymal cells
(Kupffer cells, lymphocytes, liver sinusoidal endothelial cells) regulate the magnitude of this response [7].
Studies in which infectious virus was recovered from liver necropsies also detected viral antigen in
Kupffer cells and hepatocytes [4,6,8—10]. Since rodents primary hepatocytes support YFV infection in
vitro [11,12], human primary hepatocytes may be a valuable in vitro model to investigate innate and

metabolic disorders elicited by YFV infection in vivo [13-15]. However, the use of these cells is limited by



the extreme shortage of healthy human liver biopsies and donor-to-donor variation; additionally, human
primary hepatocytes are not readily cultured in vitro [16]. Human hepatoma cell lines or immortalized
hepatocytes have been largely used [17-19] despite these cells having defects in key immune and
metabolic signaling pathways [20-22] and thus not fully recapitulating all aspects of YFV replication in
the human liver. More recent progress in stem-cell technology allows potentially unlimited access to
functionally active hepatocyte-like cells [23-28]. Human embryonic stem cell-derived hepatocytes (hES-
HEP) support the full life cycle of hepatic viruses, such as hepatitis C virus (HCV) or hepatitis B virus
(HBV), which are known to poorly replicate in most hepatic cell lines and elicit functional, tissue-specific

immune responses [29].

We assessed infection and replication characteristics of wild-type and attenuated yellow fever viruses
within hES-HEP cells in time-course experiments at two different multiplicities of infection (m.o.i). The
transcription of about 400 genes, spanning 5 major cellular pathways, was analyzed. Cytokine secretion
was also studied. Dynamics of interferon induction and interferon signaling and disruption of liver
functions in hES-HEP cells infected with wild-type YFV Asibi or attenuated YFV 17D strains are reported
here for the first time. This study may help to better understand the contribution of hepatocyte immune

responses to liver pathogenesis or protection.



Methods

Cells

Human embryonic stem cell-derived hepatocytes (hES-HEP, Takara Bio, Japan) were delivered in ready-
to-use 6 or 24-well plates, or in 25 cm? flasks. These cells had a lifespan of about 7-10 days after
reception and were included in experiments within the week following their delivery. Cells were cultured
at 37°C/5% CO; in Williams medium E with Glutamax-1 (Gibco) supplemented with HEP additive (Takara
Bio, Japan), dexamethasone 40 ng/ml (Sigma), human recombinant growth factor 20 ng/ml (Promokine),
human oncostatin M 10 ng/ml (Promokine), antibiotics 0.1% (Gibco), and HCM™ SingleQuots™ Kit
(Lonza) containing ascorbic acid, Bovine Serum Albumin-Fatty Acid Free, hydrocortisone, human
Epidermal Growth Factor, transferrin and insulin (Lonza). VERO cells used were from an internal seed lot
produced at Sanofi Pasteur (Marcy-I'Etoile, France) and derived from ATCC #CCL81 cells. Vero cells were
grown in Iscove’s Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Glutamax 1% (Gibco), fetal bovine serum 4%

(Hyclone) and penicillin/streptomycin mix 0.1% (Gibco).

Viruses and Infections

YF Asibi and YF 17D viruses were amplified in Vero cells. Their nucleotide sequences were tested after
infection and were similar to published sequences [30,31]. YF Asibi and YF 17D viral viscerotropism and
pathogenic properties were confirmed in type | interferon (IFN) receptor-deficient mice A129 (data not
shown). For infection experiments, 1 million human ES-HEP cells were infected at the indicated m.o.i. for
4 hours in a total volume of 3 mL. Residual inoculum was removed in 3 successive washes, each followed
by a 10-minute incubation in PBS. Cells were then incubated in complete medium at 37°C/5% CO, cells
for 72 to 96 hours. Supernatants were collected at indicated time points and stored at —-80°C until
analysis. Secreted virus was quantified in the supernatant by standard PFU assay on Vero cells [30], or by

YF NS5-specific quantitative RT-PCR, as described previously [32].



Ethics statement

Wild-type YFV strain Asibi (originally isolated from a male YF Ghanaian patient in 1927) was obtained
from the Pasteur Institute Paris strains collection maintained by passage in mouse brain. It was provided
by Dr Philippe Marianneau from the Pasteur Institute (Lyon, France) after one passage on Vero cells. Dr.
Michele Bouloy from the Pasteur Institute (Paris, France) provided the vaccine strain, 17D-204, which

was derived from a 17-D infectious clone [33].

Flow Cytometry

Flow cytometry was used to determine the percentage of YFV antigen-positive cells at 4, 24, 48, 72 and
96 hours post-infection (hpi) after infection. 200,000 cells were incubated in Cytofix/Cytoperm™ reagent
(BD Biosciences) for 20 minutes at 4°C. Cells were then incubated at 4°C for 45 minutes with primary
monoclonal antibodies, followed by 45 minutes at 4°C with fluorescent labeled conjugate, and stored at
4°C in CellFIX™ Buffer (BD Biosciences) until analysis. At least 10,000 events/sample were collected in

Accuri® C6 Flow cytometer (version 1.0.264.15).

In situ immunofluorescence

The relationship between infection and replication rates was assessed in YFV antigen-immunostained
cells. Cells were fixed in Acetone 85% (Sigma) for 10 minutes at —-20°C. Cells were then incubated at
room temperature for 45 minutes with primary monoclonal antibodies, followed by 45 minutes at room
temperature with fluorescent labeled conjugate. Nuclei were then stained in a dark chamber with DAPI

for 5 minutes and viewed under fluorescent microscope (Axio Observer D1, Zeiss).

Antibodies

For flow cytometry, cells were stained with mouse monoclonal antibody (mAb) anti E-YFV (OG5, Abcam)

or with rabbit mAb anti hepatocyte nuclear factor (HNF) 4a (EPR3648, Abcam) diluted 1:5000 and 1:500



in blocking buffer and revealed with F(ab’)2 goat anti mouse-Alexa Fluor® 488 conjugate, or goat anti

rabbit-Alexa Fluor® 647 (Invitrogen), respectively.

For in situ immunofluorescence, cells were also stained with mAb OG5 and revealed with F(ab’)2 goat

anti mouse-Alexa Fluor® 555 conjugate. Nuclei were labelled with DAPI (D21490, Life Technologies®).

Analysis of endocytosis pathways

To explore the endocytosis pathways employed by the viruses to enter the cells, hepatocytes were pre-
treated for 1 hour with either 15 pg/mL chlorpromazine, an inhibitor of clathrin-dependent endocytosis,
or 2ug/mL filipin Ill (Sigma), an inhibitor of caveolae-mediated endocytosis, diluted in culture medium.
Infections were performed in the same drug-containing medium. Supernatants were collected at

indicated time points and stored at —80°C until analysis.

RT-gPCR analysis

Infected and non-infected cells (controls) were obtained from three to four independent infections. Cells
were harvested at 4, 24 and 48 hours post infection and incubated for 5 minutes in EDTA 0.02% then in
Accumax™ solution (Millipore) for 20 minutes at 37°C/5% CO,. Total RNA was extracted with RNeasy®
mini kit (QlAgen) and reverse-transcribed into ¢cDNA with RT? Microfluidics gPCR Reagent System
(QlAgen), followed by cDNA pre-amplification in RT?> PreAMP cDNA Synthesis Kit (QlAgen). PCR
amplifications were performed on BioMark™ microfluidic qPCR platform (Fluidigm) using RT? Profiler™
PCR arrays (QlAgen). Five different PCR arrays, each one containing amplification primers for 84 human
genes plus 12 controls, were tested in this study: #PAHS-093Z (hepatotoxicity), #PAHS-002Z (drug
metabolism), #PAHS-012Z (apoptosis), #PAHS-021Z (cytokines), and #PAHS-064Z (IFNs & receptors),
representing a total of about 400 unique genes. For each gene, the specific amplification fold-change
between infected and non-infected cells was determined using the 2 method [34]. A customized

version of this method (PCR Array Data analysis V4), available online in QlAgen Data Analysis Center



(https://www.giagen.com/fr/resources/resourcedetail?id=d8d1813e-e5ba-4d29-8fdf-

07a3f4227e0a&lang=en), was used for analyses. Cut-off cycle threshold (Ct) values obtained in replicates

were normalized, based on 5 housekeeping genes present on the array. Non-infected cells at TO, also
analyzed in replicates, were used as the reference for calculation of relative fold changes (RFC).
Differentially expressed genes were defined as genes with a relative fold-increase (RFI) 3.0 and the

false-positive error-rate was set at 1% (p<0.01).

Multiplex ELISA

The transcription of innate immune factors elicited after YFV 17D or YFV Asibi infection was followed in a
time-course experiment. Luminex™ kits (Millipore; ref #: HCYTOMAG-60K, HCYTOMAG-62K, HCYPMAG-
63K, HTH17MAG-14K), were used to quantify a panel of 35 different IFNs, cytokines and chemokines in
the supernatants of infected and non-infected cells after 2 days of culture. Supernatants (25 pl), from 3
independent assays, were tested undiluted according to manufacturer’s instructions. Data were acquired
with Bio-Plex Suspension Array System Luminex™ 100 and analyzed with Bio-Plex Manager 4.0 Security
Edition software. Values below the positivity threshold determined by the manufacturer (lower limit of
detection (LOD) + 2SD) were assigned a value equivalent to half this threshold (Ts/2) for calculations. To
facilitate reading of individual graphs, all vertical axes start at Ts/2, rounded down to the closest unit.

Protein RFIs were also calculated versus non-infected cells at TO with a positivity threshold of 1.5-fold.

Statistical analyses

A series of Fisher tests were used to determine relevant differences in the number of detected genes.
Unless otherwise stated, statistical analyses were conducted in SAS® v9.2. Student’s paired t-tests were
used to identify differentially expressed genes, and Wilcoxon’s tests were used to determine significant

differences in gene expression intensity (p value <0.05).



Results

hES-HEP cells are less permissive to YFV Asibi than to YFV 17D infection.

Viral amplification curves were established at m.o.i. 0.01 and at m.o.i. 2, in 5 independent assays. At
m.o.i. 0.01, YFV Asibi replication was delayed compared to YFV 17D replication but both viruses reached
similar maximum titers: 72 and 48 hpi, respectively. At m.o.i. 2, the kinetics of replication were similar,
but YFV 17D reached a maximum titer about 5 times higher than YFV Asibi (1.6x10° PFU /mL vs 3.4x10°
PFU /mL, respectively; p value <0.01). Neither virus induced clear cytopathic effects in this model, but

clusters of round, refringent cells were detected at later time points (96 hpi) (Fig 1A).
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Figure 1. Replication of YFV Asibi and YFV 17D viruses in hES-HEP cells. A: Graphs: Secreted virus
amplification curves. Each point is the median of 5 biological replicates; vertical bars represent standard
deviation (SD). Plain lines, YFV 17D; dotted lines YFV Asibi. Right panel: Cell monolayers observed at 48
hpi and 72 hpi by optical microscopy (x40). B: Flow cytometer analyses. hES-HEP cells infected at m.o.i.
0.01 or at m.o.i. 2 were collected at the plateau phase of replication (72 and 48 hpi, respectively). Cells
were fixed, co-labelled with anti-hepatic nuclear factor (HNF) mAb HNF4a (Abcam) and anti-YFV mAb
OG5 (Abcam). Percentages of HNF4a+/0G5+ cells were measured in two independent experiments using
Accuri® C6 Flow cytometer. Dark blue bars: YFV 17D; light blue bars: YFV Asibi. C: In situ
immunofluorescence. hES-HEP infected cells were fixed at different time points, incubated with anti-YFV
mAb OG5 (red) and revealed with fluorescent conjugate. Nuclei were labeled with DAPI (blue). The
percentages of YFV-labeled/non-labeled nuclei are shown; 150-450 events were counted in 3 different
areas of a well. D: Inhibition of endocytosis. Cells were pre-treated for 1 hour with either 15 pug/mL of
chlorpromazine, or 2ug/mL of filipin 1ll, diluted in culture medium. Infections were performed in the
same drug-containing medium. Supernatants were collected at 24 hpi and analyzed by YF NS5-specific
quantitative RT-PCR. Percentages of inhibition compared to non-treated infected cells are shown. Dark
green bars, chlorpromazine-treated cells; Light green bars, filipin lll-treated cells.

90% of total cells were positive for hepatocyte nuclear factor (HNF) 4a, a marker of differentiated
hepatocytes (data not shown). The percentage of these cells that were YFV antigen-positive was
determined by flow cytometry at the peak of infection (72 hpi for m.o.i. 0.01 and 48 hpi for m.o.i. 2). At
m.o.i. 0.01, YFV antigen was detected in 1317% of mature hepatocytes after YFV Asibi infection and in
45+19% after YFV 17D infection. Increasing the m.o.i. to 2 resulted in small mean fold-increases of
1.4+0.6 for YFV 17D and 1.210.1 for YFV Asibi (Fig 1B). At m.o.i. 2, 29% of YFV 17D-infected hepatocytes
and 9% of YFV Asibi-infected hepatocytes were antigen-positive at 48 hpi. These numbers had decreased
rapidly by 72 hpi, probably because of cell exhaustion and impairment of protein synthesis (Fig 1C).
Similar data were obtained after anti-double stranded (ds) RNA staining (data not shown), confirming
that active replication was ongoing. In endocytosis inhibition analyses, viral entry was inhibited by about
1 logio by both chlorpromazine (clathrin-dependent endocytosis) and filipin (caveolae-mediated

endocytosis), with no difference observed between the 2 viruses (Fig 1D).



Impact of infection on hepatocyte metabolism

We assessed the transcription of 84 major human liver enzymes and liver transporters at 48 hpi.
Activated genes were identified by RT-qPCR, using pre-designed PCR arrays probed against the genes of

interest.

Ten of the 15 cytochrome P450 (CYP) enzymes represented on the PCR array, were constitutively
expressed (CYB5R3, CYP19A2, CYP1A1, CYP2B6, CYP2C19, CYP2C8, CYP2D6, CYP2)2, CYP3A4, CYP3A5),
confirming that these hepatocytes were metabolically competent. Non-detected CYPs were: CYP11B2,

CYP17A1, CYP2(C9, CYP2E1, and CYP2F1 (data not shown).

YFV 17D infection inhibited the transcription of canalicular ATP-binding cassette transporter B1 (ABCB1),
which is part of the bile salt export pump, and of glycosylphosphatidylinositol (GPI), another biliary
export protein (Fig 2). CYP3A4, the major human cytochrome, was down-regulated by YFV 17D infection
(RFC: -5.4, p=0.0005), while CYP2C8 and CYP2B6 were up-regulated (RFCs: 5 and 4.6, respectively, p
values = 0.004). YFV 17D also specifically activated transcription of microsomal glutathione S-transferase
1 (MGST1), involved in protecting the mitochondrial membrane from oxidative stress [35]. Finally,
glutamic decarboxylase enzyme-1 (GAD-1) transcription was inhibited by about 13 folds (p value =
0.00001) after YFV 17D infection. CYP2C8, involved in reducing inflammation and promoting
angiogenesis [36], was the only gene to be modified (upregulated) after YFV Asibi infection, at the limit

of significance (RFC: 6.3, p value 0.040).
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Figure 2. Liver metabolism transcriptional deregulations. hES-HEP cells were infected at m.o.i.2 for 48h
with YFV 17D. Total messenger RNAs purified from infected and non-infected cells were reverse-
transcribed into cDNA and analyzed in a drug-metabolism pre-designed PCR array (QlAgen, #PAHS-0027).
Non-infected cells at TO were used as reference for calculation of RFCs. Differentially expressed genes
were those with a RFI 23.0 and the false-positive error-rate was set at 1% (p<0.01). TR, Transporters;
OxR, Oxydoreductases; DcX, Decarboxylases; GPx, Glutathione Peroxidases; K, Kinases.

*Also activated by YFV Asibi (relative fold increase = 6.28).

Impact of YFV Asibi and YFV 17D infection on interferon responses



The transcription profiles of innate immune factors in cells inoculated with UV-inactivated virus (1.8 mW,

2.5 min) did not differ between infected and non-infected cells (data not shown).

Early responses

Transcriptional activation of myeloma differentiation factor 5 (MDAS5) was detected at 4 hpi in YFV 17D-
infected hepatocytes (m.o.i. 2). MDAS, together with retinoic-acid inducible gene-1 (RIG-1), has been
shown to recognize flavivirus dsRNA and to further activate IFNa/p signaling, in vitro and in vivo [37,38].

Nine IFN-stimulated genes (ISGs) (see www.genenames.org for HUGO Gene Nomenclature Committee

(HGNC) for ISGs designation) were also upregulated (Fig 3). These I1SGs included strong effectors of the
antiviral response: 2-5A oligoadenylate synthetase OAS1 (involved in RNA degradation); IFN-induced (IFI)
GTP-binding protein MX1; tetratricopeptide-containing proteins IFIT1/2/3; transmembrane proteins
IFITM1; ubiquitin-like modifier ISG15; and apoptosis regulator IFI6[39]. IFIT1, also known as ISG56, is also
the first molecule to be induced by type | interferon after activation of RIG-I/MDAS5 pathway [40]. MDAS5,
IFI6, IFIT1 and SP110 transcripts were not detected after YFV Asibi infection; the 6 other ISG transcripts

were detected but with lower levels of activation (Fig 3).
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Figure 3. Transcription of interferons and cytokines at 4 hpi. hES-HEP cells were infected at m.o.i.2 for 4
hours. Total messenger RNAs purified from infected and non-infected cells were analyzed using two pre-
designed PCR arrays (QlAgen, #PAHS-021Z and #PAHS-064Z). RFCs were calculated as previously
described in Fig 2. Genes with RFC values between +3.0 and -3.0 were not considered for statistical
validation in series of Fisher’s tests with false-positive error rate set below 1% (p value <0.01).
Significative difference between YFV Asibi and YFV 17D: * < 0.05; ** < 0.01; *** < 0.001. Dark blue bars,
YFV 17D; light blue bars, YFV Asibi.

IFNs and IFN regulators at 24 hpi and 48 hpi

At m.o.i. 0.01, both viruses induced the transcription of type Il IFNs A1//129 and A2/II-28A within 24 hpi
(Fig 4A). Transcription of these 2 genes markedly increased between 24 and 48 hpi (>1000 fold). IFN 81
also increased >50 fold between these two time points. Activation levels were 2—-4 fold higher after YFV

17D than after YFV Asibi infection (p values < 0.01). Six additional genes were moderately activated at 48



hpi (12 fold): IFN-a1 and 16, IRF1, IRF2, IRF7 and IRF4. IRF1, IRF2 and IRF7, were previously shown to be

associated with the antiviral response elicited in YFV 17D-based vaccine [41,42].
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Figure 4. Transcription of interferons and interferon regulators. hES-HEP cells were infected at m.o.i.
0.01 (A) or 2 (B) for 24 and 48 hours. Total messenger RNAs purified from infected and non-infected cells
were reverse-transcribed into cDNA and analyzed using a pre-designed PCR array (QlAgen, #PAHS-0642).
Non-infected cells at TO were used as reference for calculation of relative fold changes. Differentially



expressed genes were those with a relative fold-increase >3.0 and the false-positive error-rate was set at
1% (p<0.01). Dark blue bars, YFV 17D; light blue bars, YFV Asibi.

Similar transcription profiles were observed for the 2 viruses at m.o.i. 2 (Fig 4B). At 48 hpi, IFN-a, -As and
IRF7 transcript levels induced by YFV 17D infection were 2-3 fold higher than at m.o.i. 0.01, while IFN-81
transcripts levels were about 6-fold higher compared with m.o.i. 0.01. Generally, activation levels were
higher after YFV 17D than after YFV Asibi infection, and after 48 hpi than after 24 hpi (p value <0.01 in

paired Wilcoxon assay).

ISG and interferon-induced genes.

We analyzed genes for 23 prominent ISGs, 83% of which were transcribed after infection.

At m.o.i. 0.01 (Fig 5A), in addition to the 10 genes activated at 4 hpi, 7 genes were up-regulated at 48
hpi: IFI44 and its paralog IFl44-like (IFI44L), IFI16 (same family as IFI6), IFI27, apoptosis and cell death,
IFI30 (unclear function), IFI35, (involved in RIG-1 signaling in vesicular stomatitis virus (VSV) infection
[43]), and CXCL10, a pro-inflammatory cytokine and chemoattractant of monocytes and other immune
cells. Transcription profiles showed similar patterns for YFV 17D and YFV Asibi infected cells, albeit with
significantly higher levels of activation for YFV 17D than for YFV Asibi (mean fold-increases: 89 and 28,
respectively; mean of YFV 17D/YFV Asibi genes difference: 3.2 fold, p value=0.001). The gene with the
greatest difference in activation between YFV 17D and YFV Asibi was IFI44L, with transcription levels in

YFV 17D-infected cells 12.3 times those in YFV Asibi cells.
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Figure 5. Activation of transcription of interferon-stimulated and interferon-induced genes. hES-HEP
cells were infected at m.o.i. 0.01 (A) or 2 (B) for 24h and 48 hours. Total messenger RNAs purified from
infected and non-infected cells were reverse-transcribed into cDNA and analyzed using a pre-designed
PCR array (QlAgen, #PAHS-064Z). Non-infected cells at TO were used as reference for calculation of
relative fold changes. Differentially expressed genes were those with a relative fold-increase 23.0 and
the false-positive error-rate was set at 1% (p<0.01). Dark blue bars, YFV 17D; light blue bars, YFV Asibi.

The individual profiles for YFV 17D and YFV Asibi remained similar at m.o.i. 2, at 24 and 48 hpi (Fig 5B). At

48 hpi, slightly higher transcription levels were again seen for YFV 17D (Fig 5B).

Increases in transcription levels for each gene between 24 and 48 hpi are shown in Table 1. Gene

transcription levels increased by 5.01 fold in YFV 17D infected cells and by 5.54 fold in YFV Asibi—infected



between these time points. As at low m.o.i., the biggest increase was observed for IFI44L in YFV 17D:

29.49 fold versus 27.87 for YFV Asibi.

Table 1. Activation of interferon-stimulated gene transcription, ratio of RFCs for at 48 hpi to 24 hpi.



g:::z f:flt:::z: YFV 17D YFV Asibi

48 / 24 hpi RFC ratio I\:a/ue ::ti{) 24 het RF€ p value
IFI44L NM_006820 | 29.49 0.0014 | 27.87 0.0151
IFITM1 NM_003641 | 17.01 0.0033 | 14.35 0.0026
IFI27 NM_005532 | 13.80 0.0046 | 16.53 0.0069
IFI6 NM_005531 | 13.05 0.0335 | 11.46 0.0129
IFI44 NM_006417 | 12.24 0.0277 | 14.13 0.0542
IFI35 NM_005533 | 4.75 0.0307 | 4.51 0.0081
IFI30 NM_006332 | 4.07 0.0012 | 3.78 0.0099
ISG15 NM_005101 | 3.86 0.0377 | 4.81 0.0143
CXCcLio NM_001565 | 3.55 0.0256 | 3.13 0.0176
IFIT3 NM_001549 | 3.37 0.1557 | 2.70 0.1461
MDA5 NM_022168 | 3.23 0.0262 | 2.89 0.0104
IFI16 NM_005531 | 2.90 0.0404 | 3.39 0.0210
OAS1 NM_002534 | 2.71 0.0174 | 5.15 0.0191
SP110 NM_004509 | 2.65 0.0053 | 3.78 0.0113
IFIT1 NM_001548 | 2.50 0.0199 | 3.99 0.0003
IFIT2 NM_001547 | 2.25 0.1079 | 2.22 0.0956
MX1 NM_002462 | 2.14 0.0348 | 3.50 0.0077

RFC, relative fold change (calculated versus non-infected cells at TO); RFC ratios were calculated at m.o.i.

2.

Dynamics of interleukin and cytokine responses in YFV Asibi and YFV 17D infected cells.

Transcription data

At m.o.i. 0.01, four additional cytokines were detected at 48 hpi: IL27 and IL10 receptor subunit alpha
(ILI10RA), associated with down-regulation of inflammation, and /L1a and IL6 and IL12p35 (IL12A),
associated with up-regulation of inflammation. IL1a, IL6, IL7 and IL12A were transcribed at higher levels

in YFV 17D cells than in YFV Asibi-infected cells (Fig 6A). Except for CD40, the profile at 48 hpi was the

same after both m.o.i. (Fig 6B).
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Figure 6. Transcription of cytokines and chemokines. hES-HEP cells were infected at m.o.i. 0.01 (A) or 2
(B) for 48 hours. Total messenger RNAs purified from infected and non-infected cells were reverse-
transcribed into cDNA and analyzed using a pre-designed PCR array (QlAgen, #PAHS-021Z). Non-infected
cells at TO were used as reference for calculation of relative fold changes. Differentially expressed genes
were those with a relative fold-increase 23.0 and the false-positive error-rate was set at 1% (p<0.01).
Dark blue bars, YFV 17D; light blue bars, YFV Asibi.

Secreted mediators

We tested the secretion of 19 factors identified by PCR array and 16 additional molecules previously
shown to be associated with yellow fever disease resolution or progression in [47,48]. Four genes (IL2,
IL3, IL5 and IL13) that showed low transcription levels (<8) in RT-gPCR and two genes (IL7; 1L27) with
transcription RFCs between 10 and 50, depending on virus and viral load used, were not secreted (Fig 7).
With the exception of IFN-A1 at m.o.i. 0.01, the secretory profiles for infected cells were consistent with
the detection of factors by PCR array (not shown). Indeed, although similar transcription RFCs were

observed for IFN-A1 after YFV 17D and YFV Asibi infection at 0.01 m.o.i. (3654 fold and 2210 fold



respectively), protein levels in YFV Asibi-infected hepatocytes were below the detection threshold (Fig
7). This may reflect the kinetics of IFN-A1 secretion, although further investigation would be needed to

confirm this.
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Figure 7. Quantification of secreted mediators in the supernatants of YFV 17D and YFV Asibi infected
cells. hES-HEP cells were infected at m.o.i. 0.01 (A) or at m.o.i.2 (B) for 48 hours. Secreted mediators
were quantified in triplicate in Luminex™ kits (Millipore; ref #: HCYTOMAG-60K, HCYTOMAG-62K,
HCYPMAG-63K, HTH17MAG-14K). Dark blue bars, YFV 17D; light blue bars, YFV Asibi; white bars, control
cells.



YFV 17D infection also elicited high activation levels for IFN-A2, RANTES/CCL5 (T- and NK-cells
chemoattractant), IP-10/CXCL10 and TNF-a and MIP-1B (Table 2). Transcription levels of these factors
were consistently higher at m.o.i. 2 than at m.o.i. 0.01, and were higher in YFV 17D than YFV Asibi
infected cells (Table 2). Ten cytokines were not detected at m.o.i. 0.01 after YFV Asibi infection but were
detected at m.o.i. 2, at slightly lower levels than YFV 17D. These cytokines included two anti- (ILIRA and
IL4) and three pro-(IL12p40, IL1a, and IL6) inflammatory factors as well as three chemoattractant
cytokine or chemokines (IL8/CXCL8, MCP-1 and MIP-1a) and type I/Ill interferons (IFN-a; IFN-A1) (Fig 7

and Table 2).

Table 2. Protein relative fold increase following YFV 17D or YFV Asibi infection at 48 hpi.

m.o.i. 0.01 m.o.i. 2
Protein YFV Asibi YFV 17D YFV Asibi YFV 17D
IFN-A2 22 198 512 1153
RANTES/ CCL5® 15 159 320 768
IP-10/CXCL10 15 103 91 135
TNF-a 1.9 8.6 14 36
MIP-1B/CCL4? 1.6 3.4 6.2 8.4
IFN-A1 ND 8.0 12 16
IL1la ND 8.4 5.7 12
IFN-a ND 3.0 3.6 5.5




IL6 ND 5.2 5.9 15
IL8/CXCL8 ND 3.1 2.0 3.9
IL4 ND 2.4 2.6 3.6
IL12p40 ND 3.1 3.5 4.7
IL1RA® ND 3.2 3.9 53
MCP-1/ CCL2? ND 2.3 3.0 6.2
MIP-10/CCL3? ND 2.2 3.0 4.9
IFN-y ND ND 5.5 9.8
IL12p70 ND ND 2.4 4.0
IL10 ND ND 12 22
G-CSF? ND ND 3.8 6.3
GM-CSF? ND ND 35 6.3

Protein relative fold increases were calculated versus non-infected cells at TO. The positivity threshold
was set at >1.5 fold.

?no tested in transcription analysis

ND, Not Detected

Finally, 5 cytokines were secreted at m.o.i. 2 only, for both YFV 17D and YFV Asibi-infected cells: IL10,
IL12p70 and IFN-y at low levels, consistent with their low or non significative transcription level (Fig 6),
and two colony stimulating factors, G-CSF and GM-CSF, previously observed in patients with post-

vaccination serious adverse events [49].



In conclusion, YFV 17D and YFV Asibi infections elicited similar expression profiles. However, YFV 17D
activated a large panel of soluble factors with low viral load whereas YFV Asibi needed a high infectious
load to induce the same panel of factors as induced by the YFV 17D strain at similar or lower activation

levels.

Transcription analysis of apoptosis and hepatotoxicity-related factors

The following analyses were conducted on cells infected at m.o.i. 2 for 48 hours.

Apoptosis (data not shown)

YFV 17D infection triggered significant increases in the transcription of genes related to apoptosis
signaling: tumor necrosis factor (TNF; RFC=17, p<0.01) and TNF soluble factor 10 (TNFSF10; RFC=63,
p<0.001); CD27, a co-stimulatory signal (RFC=6.7, p<0.05), and its ligand CD70 (RFC=9,01, p<0.01), and
TNF-receptor soluble factor 1B (TNFRSF1B) (RFC=4.9, p <0.01) an anti-apoptotic mediator. A marked
increase in TNFSF10 transcription, of similar magnitude to that observed for YFV 17D, was also observed

after YFV Asibi infection (RFC=50, p<0.001).

YFV 17D infection also triggered higher, although not statistically confirmed, levels of transcription of
apoptosis effector and regulator genes than YFV Asibi infection: caspase 10 (RFCs: 5.8 vs 3.5,

respectively, p <0.01), BIRC3 (RFCs: 12 vs 6.8, p< 0.001) and BCL2L11 (RFCs: 3.0 vs 4.2, p<0.01).

Finally, YFV 17D infection led to higher transcription levels of Caspl than YFV Asibi (RFC: 112 vs 44,
respectively, p<0.01). CASP1 is involved in pyroptosis, a programmed lytic cell death pathway, in the liver

[50,51].

Necrosis and hepatotoxicity



YFV 17D infection led to transcriptional down-regulation of 5 pathways (hepatic toxicity and necrosis,
excess accumulation of lipids, bile retention, and growth control) involving 13 genes (Table 3). The
transcription of 4 of these genes was also modified in YFV Asibi-infected cells, to similar levels: family
214A (FAM214A) involved in protein degradation (RFC=7.1, p=0.0141), hydroxyacid oxidase (HA02) and
SERPIN gene A3 (SERPINA3) involved in lipid degradation (RFC=4.9, p=0.0306 and RFC=6.9, p=0.0001,
respectively), and thioredoxin reductase 1(TXNRD1) (RFC=-4.1, p=0.0007), involved in protection against
oxidative stress. These the only genes transcriptionally regulated by YFV Asibi infection at this time point,
again possibly due to a kinetic effect. Analyses at later time points (72 or 96 hpi) could be conducted
because of the poor quality of RNA recovered from dying cells. This observation suggests that YFV Asibi-
infected hepatocytes may be less able to counteract the toxic effects of infection than YFV 17D-infected

hepatocytes.

Table 3. Hepatotoxicity-related differentially expressed genes after YFV 17D infection at 48 hpi and

m.o.i. 2



Pathway Sequence reference | Gene name RFC P value Pathway
Regulation
Necrosis NM_019600 FAMZ214A° 8.6 0.0004 Down
NM_176863 PSME3 -5.0 0.0033 Down
Hepatocellular NM_005804 DDX39A -4.0 0.0033 Down
carcinoma
Hepatotoxicity NM_003251 THRSP 4.5 0.0084 Down
NM_000706 AVPRI1A 15 0.0062 Down
NM_013402 FADS1 -5.8 0.0022 Up
NM_016527 HAO2° 3.0 0.0038 Down
NM_000224 KRT18 -3.8 0.0061 Down
NM_002273 KRT8 -3.9 0.0027 Down
NM_003330 TXNRD1° -3.6 0.0008 Down
NM_024640 YRDC -4.5 0.0101 Down
NM_000034 ALDOA -4.2 0.0113 Down
Cholestasis NM_152672 SLC51A -4.6 0.0040 Down
Phospholipidosis NM_001085 SERPINA3° 3.6 0.0146 Up
NM_001443 FABP1 -8.4 0.0014 Down

RFC, relative fold-changes were calculated versus non-infected cells at TO. Pathway regulation: see
QlAgen™ site (https://b2b.qiagen.com/fr/shop/pcr/primer-sets/rt2-profiler-pcr-arrays?catno=PAHS-
093Z#geneglobe).

2also detected in YFV Asibi infected cells: FAM214A (RFC=7.1, p=0.0141), HAO2 (RFC=4.9, p=0.0306),
TXNRD1 (RFC=-4.1, p=0.0007) and SERPINA3 (RFC=6.9, p=0.0001).



Discussion

The liver is an organ that is naturally biased toward immune tolerance due to the influence of a
microenvironment characterized by healthy microbiota. However, eradication of viral pathogens
requires the virus to elicit an efficient antiviral response involving early control of viral replication and
limitation of virus dissemination in the body. As the threshold for engaging immune defenses in the liver
is likely to be higher than in other organs, this presents a challenge for the clearance of hepatotropic

viruses such as yellow fever virus.

The absence of viscerotropism in humans is a hallmark of live-attenuated YFV 17D-based vaccines; as
such, no evidence of post-vaccination liver infection has been reported to date. In vitro, however, YFV
17D and YFV Asibi exhibit the same large spectrum of cell tropism, infecting various hepatic cells [52,53].
Due to loss of specific metabolic and immune functions during the establishment of cell lines, YFV 17D
replication in these cells could be an artifact. We therefore chose to explore a more physiological model.
Human embryonic stem cell-derived hepatocytes share the same major metabolic pathways as primary
hepatocytes and support productive infection by viruses that are strictly dependent on liver metabolism
for their replication, like HCV and HBV [29]. The time-course investigation that we conducted in parallel
in these cells with m.o.i. 2 constitutes the most comprehensive analysis of YFV 17D and YFV Asibi

response in hepatocytes, with identification of about 70 genes involved in immunity or liver metabolism.

We confirm that primary-like hepatocytes can support the infection and the replication of YFV 17D,
implying that liver infection may also happen in vivo. Such infection would have to be transient and
rapidly cleared to remain undetected. In a previous study, viral genome shedding in the urine of some
individuals between days 4 and 7 following primary vaccination, without further pathological

significance, evoked a potential link with progressive clearance of virus replicating in lymph nodes [54].



In this study, infection of YFV 17D elicited a potent antiviral response. The MDAS5 signaling pathway,
which has previously been shown to recognize flavivirus dsRNA and further activate IFNa/B signaling in
vitro and in vivo [37,38], was activated as early as 4 hpi. At later time points, we observed the induction
of high levels of type | and type Ill IFNs and a balanced pro-/anti-inflammatory profile from an m.o.i of
just 0.01. Type lll interferons are the more recently discovered members of the IFN family and share
most antiviral signaling properties with type | IFN. Their distinctive characteristic is the recognition of
epithelial-specific receptors [55]. Induction of IFN-As in another model of stem-cells derived hepatocytes
was shown to be predictive of the in vivo immune response against HCV [29]. The capacity of YFV 17D
virus to activate dsRNA sensing pathway and to elicit strong innate immune responses (including early
activation of IRF7) was previously reported in vivo in YFV 17D-vaccinated subjects [41,42] and macaques

[2], and in vitro in hepatic cells, but only on a few selected genes [47,48].

We also observed transcriptional activation of apoptosis-related molecules, suggesting efficient

clearance of YFV 17D infection and thus reflecting a full antiviral response.

Decreased hepatic transcription and expression of CYP450s have been reported in humans during the
acute phase of infection, in response to several pathogens mediated by the production of inflammatory
cytokines [56,57]. To note, transcription levels of CYP450 genes in vitro have been shown to correlate
with protein expression levels in vivo [58]. YFV 17D infection in our model inhibited the transcription of
phase | and phase Il enzymes (Fig 2), confirming the relevance of these metabolically competent hES-HEP
cells for liver infection studies. This negative regulation could reflect cell attempts to increase survival,

also consistent with the down-regulation of hepatoxicity-related genes observed after YFV 17D infection.

Several chemokines involved in the recruitment of lymphocytes were activated after infection of hES-
HEP cells hepatocytes [59]. NK lymphocytes are innate lymphocytes and resident cells in the liver, and
are likely to be the first cells recruited. Induction of a robust NK-cell response after YFV 17D vaccination

was recently positively correlated with plasma type | and type Ill IFN levels [60], two cytokines strongly



activated in YFV 17D infected hepatocytes. Splenic and hepatic NK cells have been recently shown to

mediate antigen-specific memory responses in non-human primates [61].

hES-HEP cells were also found to be permissive to YFV Asibi infection, albeit to a lesser extent than after
YFV 17D infection, as previously reported in hepatic and non-hepatic cell lines [53,62]. The most
probable explanation underlying these differences in cell permissiveness resides in a genome mutation
at amino acid 380 (K->R) in the E envelope, known to enhance YFV 17D binding to low-affinity cell
surface receptors glycosaminoglycans, and infection efficiency [62—65]. Recent findings have shown that
YFV 17D and YFV Asibi may use different endocytosis pathways [62,66], potentially explaining the
differences observed in levels of infection. In the current study, both clathrin- and caveolin-dependent
endocytosis pathways were involved in YFV 17D and YFV Asibi entry. The possibility of an alternative cell
entry pathway being involved, for example via hepatic transporters or multistep mechanism, as recently

described for HBV or HCV [67,68], cannot be ruled out.

After cell entry, YFV Asibi replication was more restricted than YFV 17D replication, as shown by the
lower viral spread in hepatocyte cultures. The antiviral profile elicited by wild-type YFV Asibi in hES—HEP
cells appears incomplete, delayed, and dependent on the viral load. At first sight, this does not appear
consistent with the higher IFN levels and kinetics of induction observed after infection with YFV 17D vs
YFV Asibi. The IFN-dependent innate immune response is indeed essential for protection against
flavivirus infections. YFV and several other RNA viruses have developed strategies to escape the IFN
response and to counteract dsRNA recognition at an early stage [69]. Non-structural viral proteins are
involved in antagonizing the IFN response through various mechanisms including limitation of IFN-a
transcription or down-regulation of ISG expression [70]. In addition, YFV Asibi and YFV 17D genetically
differ by about 20 amino acids, distributed throughout the genome [71]. It is thus conceivable that
mutations in non-structural genes may partially relieve the control exerted by the virus on IFN signaling,

allowing limited dissemination.



YFV Asibi infection had little or no impact on hepatic clearance functions, or on hepatoxicity at the tested
time points. Notably, glutamic acid decarboxylase GAD-1 transcription was not down-regulated in YFV
Asibi-infected cells, butt was down-regulated in YFV 17D-infected cells. GAD-1 is an activator of gamma-
aminobutyric acid (GABA), a major neurotransmitter in the mammalian brain. GABA increase is
associated with liver failure and hepatic encephalopathy [72]. Therefore, the ability of YFV 17D to control
hepatic metabolism and GABA production may be an additional mechanism underlying the absence of
symptoms after vaccination. In this study, YFV Asibi infection did not interfere with transcription of the
biotransformation pathway. This may reflect a kinetic effect, although we were unable to continue the
analysis at later time points due to lytic effects, resulting in poor RNA quality. Additionally, cell death
may occur very soon after transcription activation of liver enzymes, such that RNA levels would only
represent those cells with a remaining basal level of transcription of these enzymes. This hypothesis is
supported by the observation that Caspl, involved in the activation of pyroptosis, a programmed lytic

cell death pathway in hepatocytes [50,51], was the only caspase transcribed after YFV infection.

An increase in viral load by 200 fold (from m.o.i. 0.01 to m.o.i. 2) had only limited effects on viral entry
and replication levels, but resulted in increased intensity and quality of the innate response. Recent data
suggest that efficiency of type | IFN activation by RNA viruses is determined by the intracellular
concentration of RIG-I and MDAS5 [73]. High concentrations of virus could increase viral avidity and
fixation at low-affinity cell surface receptors, like glycosaminoglycans, resulting in the internalization of

more viral particles and increased recruitment of pathogen sensors.

The minimal 50% mouse lethal dose of YFV 17D recommended by WHO for human vaccination is 3.0
logio, corresponding approximately to 4.0 logi10PFU [74]. The lowest dose used in our experiments was in
the same range. The ability of YFV 17D, but not wild-type YFV Asibi, to induce strong innate immunity
and to establish memory response in the liver at low dose might explain how YFV 17D-based vaccines

can establish life-long protection [75,76]. We no longer detected significant differences between the two



strains from 24 hpi when cells were infected with a greater viral load, suggesting that successful antiviral
response and recovery may be dependent on a minimal threshold of infection. Such observations may
reflect the ability of wild-type YFV to induce an adequate and efficient response, in-line with the
spontaneous resolution of infection observed in about 80% of infected patients, with a return to normal

liver histology and development of protective immunity [77].

In conclusion, our data suggest that the YF17D virus can disrupt liver tolerance and elicit a robust hepatic
antiviral immune response. Infection of hepatocytes in vivo may play a role in establishing local
protection in the main tissue targeted by natural infection. Inversely, inefficient replication of wild-type
virus in hepatocytes combined with the induction of a weaker innate response may contribute to
incomplete viral clearance and potential persistence and reactivation, as described for other hepatic
viruses [78]. The tight regulation of these processes is mediated by the liver cellular microenvironment
including not only hepatocytes but also by specificimmune resident cells such as Kupffer cells, NK cells or
stellate cells [79]. Further studies on yellow fever virus hepatic involvement should consider interactions

between these populations.
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B. Etude N°2: Comparaison des méthodes de
normalisation  appliquées aux données de

séquencage de I’ARN



1. Problématique
L'utilisation de modeles miniaturisés nécessite I'adaptation des technologies associées. Dans notre
premiére approche, nous avons conduit notre étude transcriptomique en privilégiant des primers ciblés
sur les réponses immunitaires et métaboliques et précédemment associés aux réponses antivirales
notamment contre le virus de la fievre jaune. Le séquencgage de I’ARN permet de s’affranchir de cette
phase de pré-sélection et de randomiser I'approche transcriptomique. Cette technologie permet de
détecter I'ensemble des transcrits modulés par une condition expérimentale et de les aligner sur les
séquences de genes connues et référencées. La génération d’une multitude de données oblige
I’expérimentateur a controéler activement les paramétres statistiques de I'analyse ainsi que I'approche de
normalisation a utiliser. Cette normalisation des données est activement discutée dans le domaine. Des
modeles sont régulierement développés pour répondre a un besoin d’analyse, de limitation des faux
positifs et de confiance sur des données qui ne bénéficieront pas nécessairement d’analyses
complémentaires par la suite. Il est important de noter que la question biologique reste avant toutes
choses la clé de I'expérimentateur dans ces approches et que I'implémentation de ces modeéles d’analyse

doit se faire en étroite collaboration.

1. Analyse transcriptomique par séquengage
Afin d’analyser 'effet des virus vaccinaux et sauvages de la fievre jaune sur le transcriptome des cellules
hépatiques, la technologie RNASeq a été utilisée. Cette derniere permet de connaitre I'abondance d’un
ARN transcrit donné dans les cellules infectées ou non infectées. Au sein de chaque condition testée,
I’ARN est extrait, purifié et découpé en fragment de tailles identiques. Ces fragments sont alors amplifiés
et lus par le séquenceur qui fournit les séquences nucléotidiques de ces fragments. L’identification du
transcrit se fait par I'analyse de sa séquence nucléotidique qui sera par la suite alignée sur le génome
humain de référence. Le nombre de séquences lues et alignées sur une région d’intérét est ainsi

considéré comme proportionnel au niveau d’expression de cette région d’intérét.



Notre étude s’est portée sur l'utilisation du séquencage par synthése (en anglais « sequencing by
synthesis (SBS) »). Apres amplification des librairies, ces derniéres se trouvent attachées sur la
« flowcell ». Quand la polymérase allonge le brin avec un dNTP (A, C, G ou T) marqué par fluorescence de
couleur spécifique, une source de lumiere excite le marqueur et un détecteur optique enregistre la
couleur. Une fois incorporé, le fluorochrome est clivé, permettant ainsi I'ajout d’un nouveau dNTP lors
du cycle suivant. Chaque cycle ne permettant I'ajout que d’un nucléotide a la fois, la méthode permet

d’avoir une détermination précise de la séquence de chaque transcrit (Figure 14).
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Figure 15. Principe du Séquencage par synthése.
Figure issue de https://binf.snipcademy.com/lessons/ngs-techniques/illumina-solexa

D’un point de vue pratique, les données brutes sont fournies sous la forme d’un fichier .fastq donnant le
nom, la séquence et la longueur de chacun des reads lus dans |’échantillon. Un code est également
appliqué pour chaque read afin d’indiquer la qualité de lecture de chacun des nucléotides de ce read. Un

premier filtre qualitatif est alors appliqué pour améliorer la fiabilité de ces lectures. Une fois filtrées, les



données brutes sont alignées sur le génome de référence afin d’obtenir des données d’expression de
chaque transcrit et de les rendre comparables entre les différentes conditions biologiques testées. Cette
notion de comparabilité des échantillons est un point clé du séquencgage. La qualité de ces comparaisons
pouvant étre biaisée par le nombre de reads lus, il est nécessaire d’appliquer des facteurs de
normalisation avant toute analyse différentielle. Plusieurs méthodes de normalisation que nous
discuterons plus tard ont été utilisées dans notre approche. Une fois normalisées, les données peuvent
étre utilisées pour réaliser I'analyse différentielle, c’est a dire trouver les génes qui ont un niveau
d’expression significativement différent dans une condition par rapport a une autre. Une fois encore, les
méthodes de calcul sont soumises a des régles strictes mais discutées aussi bien sur la gestion des

réplicas techniques et biologiques que sur le choix du test statistique a utiliser.

2. Principales observations de I’étude
Nous avons choisi d’évaluer différentes approches d’analyse et de normalisation des données de
RNASeq. Plusieurs parametres sont a prendre en compte entre la longueur du transcrit, la profondeur de
lecture, les variabilités techniques ou encore la possibilité de comparer par rapport a un échantillon
théorique. Enfin I'utilisation d’ajouts quantifiés (« spikes » en anglais), largement utilisés sur les puces
microarray, s’est également appliquée au séquencage de I’ARN. La possibilité d’associer la couverture
d’un transcrit avec une quantité connus de celui peut nous permettre de rationnaliser I'établissement

d’un seuil de détection pour I'ensemble du transcriptome étudié.

Nous avons donc utilisé les données de séquencage des ARN issus de deux modéles organotypiques de
foie infectés ou non par les virus YFV Asibi ou YFV 17D. Des spikes d’ARN de plantes ont été utilisés et
appliqués pour définir les seuils d’analyse et trois méthodes de normalisation ont été comparée en
termes de nombres de transcrits détectés, de corrélations avec les données de PCR générées en parallele
sur un panel de génes ciblés et enfin en termes de significativité biologique par une intégration des

données sur le logiciel d’analyse Ingenuity Pathways Analysis ® (IPA®). La premiére des méthodes,



appelée RUV pour « remove unwanted variation » se base sur I'utilisation des spikes pour définir des
facteurs de variabilité de la technique et ainsi appliquer un facteur de correction aux données. La
seconde, nommeée DESeq?2, défini la moyenne géométrique de I'ensemble des échantillons testés comme
un standard par rapport auquel chaque échantillon, individualisé, doit étre comparé. Enfin la méthode
FPKM, pour « Fragment per kilobase of exon per million », prend en compte la longueur du transcrit

analysé.

En appliquant les spikes a I'approche par FPKM, nous avons pu associer un seuil de détection minimal
correspondant a une couverture théorique partielle de 0.63 % de couverture pour considérer un
transcrit détecter. L'utilisation des méthodes DESeq2 et RUV démontré I'apparition d’un plus grand
nombre de genes significativement dérégulés mais avec une apparition de faux positifs plus importante.
Enfin I'intégration des données sur la plateforme d’analyse IPA® démontre une augmentation de la
significativité de I'activation des voies de signalisation avec la méthode FPKM par rapport aux méthodes
RUV et DESeq2. En particulier les voies de signalisation de la réponse antivirale (Réponse aux IFNs,
activation des senseurs cytosoliques) apparaissent comme les voies majoritaires, corrélant ainsi avec les
données de PCR précédemment observées dans le modéle d’hépatocytes dérivés de cellules souches
embryonnaires et avec les descriptions classiques de la réponse antivirale. Ces données sont néanmoins
a reconsidérer dans une étude ou la variabilité des souches étudiées et celle des modéles cellulaires
restent réduites en comparaison d’études cliniques ou inter-especes ou les variabilités techniques te

biologiques nécessiteront la reconsidération de ces approches.

Cette étude nous a ainsi permis de définir les parameétres standard de I'analyse du transcriptome de nos
modeles suite a I'infection par les virus YFV Asibi ou YFV 17D. Ainsi, la méthode FPKM a été privilégiée
dans nos analyses et seuls les transcrits présentant une couverture minimale de 0.63 dans I'ensemble

des réplicas d’'une condition expérimentale ont été considérés pour I'analyse.
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Abstract

RNAseq is largely used to study differential gene expression, but despite recommendations from the
ENCODE consortium, the lack of standardized procedures in terms of sample preparation and data
analysis limit its ability to compare data from different experiments. Data normalization is one of the
most crucial steps of data processing. But, if this step must be carefully considered for its possible effect
on the results of the analysis, a generally accepted approach to the RNAseq read count and data
normalization does not yet exists. In this work, we sequenced mRNA of two human cellular models
following infection with vaccine or wild-type strains of Yellow Fever virus (YFV) in order to compare gene
expression profiles and alternative normalization approaches. In a first step, we explored the ability of
External RNA Control Consortium (ERCC) standards to detect technical biases between batches of
sequencing experiments and to set detection thresholds. As a second goal, we compared three

normalization methods (FPKM, DESeq2 and RUV) in order to identify the optimal analysis approach.



Background

Using next generation sequencing to analyse the RNA in a sample (i.e., RNAseq) allows for whole
transcriptome identification which is useful in analyses such as nucleotide mutation description or
differential gene expression analysis [252,253]. Main advantage of RNAseq is that it resolves many of the
limitations of previous microarray technologies [254]. Because numerous sequence data are produced,
estimation and interpretation of mMRNA abundance cannot be directly performed. Therefore, the analysis
methodology is critical for accurate data interpretation. Even though recommendations from the
ENCODE consortium have evolved in recent years for RNAseq analysis, there is still a lack of standardized

procedures thus limiting comparison between samples from different studies.

Many normalization methods have been proposed to correct technical and artificial biases between and
within samples. Inter-sample normalization methods calculate scale factors according to library size,
which is the total number of mapped reads. DESeq2 is based on negative binomial distribution, with
variance and mean linked by local regression, and presents an implementation that also gives scale
factors. This method considered an additional sample, defined as the geometric mean of all assessed
samples, to normalize all samples before performed DEG analysis [255]. Reads/Fragments per kilobase
per million mapped reads (RPKM/FPKM) is the most widely used method in next-generation sequencing
research for length normalization. This approach is widely used in literature and combines inter- and
intra-sample normalization, because it rescales gene counts to correct for differences in both library size

and gene length to determine differential expression values [256,257].



In addition to previously introduced traditional normalization methods, the Remove Unwanted Variation
(RUV) approach, which is a novel method recently published [258]. This method makes an innovative
step by using ERCC spikes as external controls for normalization. RUV is a two steps method based on the
determination of an unwanted variation factor and its implementation into a log-linear regression model

to determine factor of wanted variation [258,259].

Among numerous normalization methods, the one that produces the best results must be determined. A
comparison of the recently described methods will improve future analyses. In several works [260,261]

several approaches were compared but no implementation of external controls was done.

In this study, for gene expression analysis, we have compared three normalization methods (DESeq2,
FPKM, and RUV) and implemented external controls in FPKM method to define a new mFPKM method.
Illumina high-throughput RNAseq data are obtained from six RNA samples of two in vitro liver models
non-infected or infected with either wild-type or attenuated yellow fever virus strains in quadruplicates.
Reads with length of 50 nucleotides are aligned with human genome data obtained from the University
of California Santa Cruz (UCSC) Genome Browser Database. We first explored the ability of ERCC spikes
to highlight technical biases in RNAseq procedures between two batches. In a second step, we explored
the interest of using spikes to set detection thresholds in RNAseq analysis, especially when using FPKM
normalization procedures. Then, we compared different normalization methods using correlation
coefficients between the normalization results from RNAseq and the results of quantitative reverse
transcription polymerase chain reaction (QRT-PCR) as well as biological process using pathways analysis

software.

Keywords: DESeq2, FPKM, RUV, Spike, RNAseq, viral infection, normalization



Specifications

Organism/cell line/tissue Homo sapiens/primary hepatocytes and primary Kupffer cells/human liver

Sex ND

Sequencer or array type HiSeq2500 Illlumina

Data format raw data in FastQ

Experimental factors i.e. infected vs control, non-infected human primary hepatocytes co-cultured with

or without human primary Kupffer cells

Experimental features We performed a high throughput sequencing analysis

yellow fever virus strains.

To compare the transcriptome of human primary hepatocytes with or without

human primary Kupffer cells in response to infection by attenuated or wild-type

Consent NA

Sample source location NA

NA : Non-applicable ND : Not determined

Experimental Design, Materials and Methods

Direct link to deposited data [provide URL below]

Raw and normalized expression data have been
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra) under number XXXX

Cell line model and RNA purification

deposited on SRA  database

Human Liver microtissues (hLiMts, InSphero AG, Zurich, Switzerland) delivered in ready-to-use 96-well

plates were used in this study [186]. Each microtissue was generated from primary human hepatocytes

with (Condition 1) or without (Condition 2) liver-derived non-parenchymal Kupffer cells (Table 1).




Microtissues were cultured at 37°C/5% CO; in supplier medium and medium exchanges were performed
2 to 3 times per week. Both models were infected with YFV 17D (Condition A) or YFV Asibi (Condition B)

at a multiplicity of infection (m.o.i.) of 10 and with control mock infected panel in parallel (Table 1).

Table 1: Experimental conditions

Condition 1 Condition 2

Primary hepatocytes + Kupffer cells Primary hepatocytes
A YFV 17D YFV 17D
B YFV Asibi YFV Asibi

Wild-type YFV strain Asibi (originally isolated from a male YF Ghanaian patient in 1927) was obtained
from the Pasteur Institute Paris strains collection maintained by passage in mouse brain. It was provided
by Dr. Philippe Marianneau from the Pasteur Institute (Lyon, France) after one passage on Vero cells. Dr.
Michele Bouloy from the Pasteur Institute (Paris, France) provided the vaccine strain, 17D-204, which
was derived from a 17-D infectious clone [262]. Attenuation of wild type Asibi virus was observed in vivo
and 17D vaccine clone differed from parental strain with 20 amino acids dispatched all along the viral
genome [205]. In vitro, 17D infection results in higher genes activation (Condition A) than Asibi infection
(Condition B), according to previous studies [71,249]. After 24 hours of infection, four pools of 12
microtissues, representing about 15,000 cells were harvested for each condition. RNA purification was
performed using Reliaprep tissue (Promega®) and according to manufacturer protocol. Total RNA was
quantified using Quantifluor RNA System (Promega, Fitchburg, WI) and RNA integrity was assessed on
Bioanalyzer 2000 RNA chip (Agilent Technologies, Santa-Clara, CA). All sample analyzed presented a RNA
integrity number (RIN) higher than 8 (not shown) which are sufficient according to lllumina sequencing

guidelines and reflect a good conservation of RNA [263].

RNA library and sequencing experiments and primary RNAseq data processing



ERCC spikes are a commercialized set of RNA standards (ERCC RNA Spike-In Mix, Ref: 4456740
Thermofisher Scientific, Waltham, MA) consisting in 92 poly-adenylated sequences derived from bacteria
that mimic eukaryotic mRNA. They are designed in a wide range of 250 to 2,000 nucleotides in length
and GC content from 5 to 51% and can be added into RNA samples before library preparation to evaluate
reproducibility and to normalize RNAseq data [258,264,265]. mRNA libraries were prepared from 100 ng
of total RNA added with ERCC RNA spikes using TruSeqg RNA Library Prep Kit v2 (lllumina, San Diego, CA)
according to supplier’s instructions. A single read sequencing of 50 nucleotides was performed on HiSeq
2500 (lllumina, San Diego, CA) with about 25 million raw reads per sample in two batches (Condition 1 or
Condition 2). FastQ files generation was performed using bcl2fastq (v2.17.1.14) allowing 0 mismatch in
the barcode sequence, then reads were trimmed using CutAdapt (v1.3) to eliminate remaining adapter
sequences (4 bases overlap, error rate = 10%) and poor quality bases (quality threshold <Q30; minimum
length after trimming: 30 nucleotides). Data quality information is available in Supplementary Table 1.
Trimmed reads were aligned using TopHat (v 2.0.6) with default parameters and supplying RefSeq
transcripts annotation (downloaded using USCS website, under GTF format) through the -G option [266]
with Bowtie (v 2.0.2) [267]. Reads were aligned on UCSC’s Human Genome hgl9 (GRCh37, Feb. 2009) +
ERCC spikes sequences (fasta sequence given by suppliers). After alignment, 96.6%+0.6% and
0.38%+0.13% of reads appeared respectively aligned on human genome or against ERCC sequences.
Then the number of reads on gene and spikes was counted using HTSeqg-count script [268] and the

“intersection non empty” mode (http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/count.html).

gRT PCR analysis

Briefly, total RNAs extracted with Promega tissue Reliaprep from condition 1 or 2 were reverse-
transcribed into cDNA with RT? Microfluidics gPCR Reagent System (QlAgen), followed by cDNA pre-

amplification in RT?PreAMP cDNA Synthesis Kit (QlAgen). PCR amplifications were performed using RT?



Profiler PCR arrays (QlAgen). Each supplier plate contained amplification primers for 84 human genes
plus 12 controls. In this experiment, 8 panels were tested: #PAHS-093Z (hepatotoxicity), #PAHS-002Z
(drug metabolism), #PAHS-141ZH (necrosis), #PAHS-097ZH (inflammasome), #PAHS-039YH (Jak-STAT
signaling), #PAHS-012Z (apoptosis), #PAHS-021Z (cytokines), and #PAHS-064Z (interferons & receptors),
representing a total of 480 unique genes. For each gene, the specific amplification fold-change between
infected and non-infected cells was determined using the 222t method [269]. A customized version of
this method (PCRArrayDataanalysisV4) available online in QIAGEN Data Analysis Center was used for

analyses. It can be downloaded at https://www.giagen.com/fr/resources/resourcedetail?id= d8d1813e-

e5ba-4d29-8fdf-07a3f4227e0a&lang=en. Each value corresponds to the average of at least three to

seven independent infections. All transcripts detected by PCR array were aligned to RNAseq data based

on Gene ID (Table 3).

Results

Analysis of ERCC spikes as external quality control and threshold settings

We first explored the ability of ERCC spikes to highlight technical biases in RNAseq procedures between
two batches (conditions 1 and 2) of experiment, by comparing the number of aligned reads on each
spike for each sample. It appeared that 5 spikes were not detected in all samples (i.e. 0 read), 40 spikes
present O read in at least 1/24 samples and 47 spikes were detected with at least one read in all samples.
The first 45 spikes were filtered out for further analysis because of low detection. Scatter plots were
drawn between each sample in order to explore the reproducibility of spikes detection in each batch and
between batches (Figure 1 and Figure S1). It appeared that spike detection is linear between samples
inside a same batch (Figure 1A and 1B) and present a near two-fold deviation between two experiments

(Figure 1C) suggesting the ability of spikes to detect technical bias.
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Figure 1. Scatter plots: Reproducibility of spike detection.

Prior to library preparation, External RNA Control Consortium (ERCC) spike-
in controls were added to samples. Reads mapped to spikes were first
quantified using the HTSeq-count script and the “intersection non empty”
mode. Log2 values of spikes count were scattered between samples 1 and 9 of
Condition 1 batch (A), samples 13 and 24 of Condition 2 batch (B) or between
sample 1 of Condition 1 batch and sample 15 of Condition 2 (C).

After FPKM normalization of gene and spikes raw counts, using Cufflink (v 2.0.2) [257], we performed
linear regression between spikes copy number and FPKM values of coverage (Figure 2 and Table S2).
Consistently with previous observations, data present global correlation score of 0.86 (Figure 2) with
respectively R?=0.85+0.01 and R?=0.83+0.02 for all samples of condition 1 and condition 2 (Table S2)

[265].
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Figure 2. Correlation between control mean coverage and mean copy number.
Prior to library preparation, External RNA Control Consortium (ERCC) spike-in controls
were added to samples. Reads mapped to spikes were first quantified using the HTSeq-
count script and the “intersection non-empty” mode. Mean coverages were calculated

between all samples and aligned to mean copy number of all samples. DERCC-00143,
coverage 0.63; AERCC-00031 coverage 0.19

In a second step, we explored the interest of using spikes to set detection thresholds in RNAseq analysis,
especially when using FPKM normalization procedures. Indeed, this normalization approach is the only
one which provides for each transcript a value of coverage in addition to a signal of expression [257].
Thus, it could be possible to adjust a filtering on coverage during differential gene expression analysis

using the spike information and then to develop a modified approach of FPKM normalization (mFPKM).

In our study, only spikes with at least one read in all samples were retained to ensure homogeneity of
results. A mean of FPKM coverage obtained for each spike in all samples were determined. Two spikes,
presenting the lowest number of reads were selected to set the coverage threshold: ERCC-00031 with a

mean FPKM coverage of 0.1940.08 and 2,210 copies and ERCC-00143 with a mean FPKM coverage of



0.63+0.22 and 4,410 copies. To note, mean copy number of spikes with a mean coverage of 1 was also
analyzed and corresponded to 7,963 copies which seems a highly stringent threshold (data not shown).
Differential gene expression analysis from FPKM normalized data was then performed using filtering as
follow: i) Transcripts of all samples in a biological group should correspond to the coverage threshold
applied (no filter, 0.19, 0.63 or 1.0), ii) The fold change of each differentially expressed gene (DEG) is
calculated by comparison between median of FPKM coverage values in infected panel versus median of
FPKM coverage values in control mock-infected panel, and should be of at least 2.0 and iii) Adjusted p-
value were determined using Benjamini-Hochberg method as previously described and should be equal

or under to 0.05 [270].

Using these parameters, we observed a diminution of the number of significant DEGs with the increase
of coverage threshold, reaching 1.6740.12 fold between analysis performed with full coverage or
without any coverage. Such observation was expected since stringency of gene selection increased with

FPKM coverage filtering (Table 2).

Table 2: Number of differentially expressed genes (DEG) using different normalization methods

FPKM normalization

. DEseq2 RUV
Conditions lizati mCov* - lizati
normalization sCov* =0 mCov* = 0.19 mCoy* =1 Norma ization
0.63
1A vs mock 2,611 2,264 1,905 1,584 1,412 3,357
1B vs mock 1,151 1,023 835 649 579 1,846
2A vs mock 3,120 2,932 2,544 2,101 1,888 4,101
2Bvs mock 1,440 1,121 915 718 624 2,152

* corresponds to FPKM coverage value

s =standard, m = modified



Limitation of FPKM coverage threshold might impact the number of false positive DEGs. To evaluate this,

we performed RT-gPCR experiments in a set of pre-selected genes.

Table 3: Correlation between RT-qPCR and FPKM normalization with different detection thresholds

FPKM

o modified FPKM (mFPKM)
normalization

Conditions

sCov* =0 mCov* =0.19 mCov* = 0.63 mCov* =1

C FP R2 C FP R2 C FP R2 C FP R?
1A vs mock 45 46 0.85 42 49 0.92 42 49 0.92 42 49 0.92
1B vs mock 33 29 0.59 32 30 0.60 31 31 046 29 33 0.62
2A vs mock 49 32 0.77 47 34 0.78 45 36 0.77 44 37 0.76
2B vs mock 31 36 0.56 30 37 0.58 28 39 049 27 40 0.55

* corresponds to FPKM coverage value; C = consistent; NC = non-consistent
The highest R? values between all methods are set in bold and the lowest in italic.

s =standard, m = modified

This analysis shown that correlations of fold change gene expression obtained by RNAseq and RT-gPCR
were increased with the diminution of coverage threshold. Among the four thresholds tested, the 0.19
mFPKM threshold showed the highest correlation rates in 3 of the 4 infection conditions. Alternatively,

lowest correlation rates were observed with the 0.63 mFPKM coverage setting.

In addition to these data, Ingenuity Pathway Analysis software (IPA®, QIAGEN Redwood City,

www.giagen.com/ingenuity) was used to perform gene set enrichment on DEGs identified in Condition

1B after FPKM or mFPKM normalization (Figure 3). Briefly, significantly detected genes were

implemented in IPA®software and gene set enrichment was performed according to literature data and



internal algorithm. Despite the higher number of DEGs, a lower number of canonical pathways were
detected significantly enriched by using 0.19 mFPKM coverage threshold (12) than by using 1 FPKM (13)
or 0.63 mFPKM (15) coverage thresholds. Moreover, the major part of the 0.19 mFPKM-selected
canonical pathways (10/12) appeared commonly induced with high statistical values (>-4log (B-H)).
Modification of coverage threshold led to alternative activations of 7 additional canonical pathways (5
with a coverage of 0.63, 3 with a coverage of 1 and 2 with a coverage of 0.19) but with lower significant
levels than those commonly induced (<-3log (B-H)). Despite a higher number of DEGs detected with 0.19
coverage threshold, it appeared that the reduction of threshold values led both, to a reduction in
number as well as significance of canonical pathways (Figure 3). We suggested these observations were

directly correlated with the adjustment of p value as the number of DEGs was involved in this algorithm.

Taking together, these data suggest that a coverage threshold set to 0.19 is better when correlated to
RT-gPCR data. Nevertheless, it seems to decrease the detection of significantly deregulated pathways
probably due to an increase of background. To limit of false positive integration in the DEGs panel and to
further compare normalization methods, we selected mFPKM method with 0.63 coverage threshold as

the best compromise between all tested conditions



LXR/RXR Activation

Communication between Innate and A daptive
Immune Cells

TREMI1 Signaling

Purine Nucleotides Degradation II {Aerobic)

UVA-Induced MAPK Signaling

OX40 Signaling Pathway

Role of JAK 1, TAK?2 and TY K2 in Interferon
Signaling

‘Guanosine Nucleotides Degradation ITT

Salvage Pathways of Pyrimidine
Deoxyribonucleotides

Death Receptor Signaling

Role of RIG1-like Receptors in Antiviral Innate
Immunity

Retinoic acid Mediated Apoptosis Signaling

Role of PKR in Interferon Induction and Antiviral
Response
Role of Pattern Recognition Receptors in
Recognition of Bacteria and Viruses

Antigen Presentation Pathway

Activation of IRF by Cytosolic Pattern Recognition
Receptors

Interferon Signaling

1] 2 4 8 16
-log(B-H p-value)

Figure 3. Major canonical pathways induced after condition 1B and different
normalization approaches.

Genes with a raw p value <0.05 and a |fold change| >3 were implemented in [PA® software.
Core analysis was then performed and IPA® data were internally adjusted using Benjamini-
Hotchberg method. Major canonical pathways were presented here after FPKM
normalization, depending on statistical values and using genes from coverage 1 FPKM
dataset (green bars), coverage 0.63 FPKM (red bar) or coverage 0.19 FPKM (blue bar) This
analysis was generated using QIAGEN’s Ingenuity Pathway Analysis software
(IPA®,QIAGEN Redwood City, www.qgiagen.com/ingenuity).

Comparisons of three normalization procedures for RNAseq data

In order to evaluate the impact of normalization procedures on DEGs identification we compared three
normalization methods, the DESEq2 method, the RUV method and the FPKM method, according to
literature guidelines. As previously mentioned, default parameters were applied and only significant

(adjusted p value < 0.05) DEGs with absolute fold change value of 2 were retained.



RUV method allowed detection of the highest number of DEGs. Indeed, number of DEGS is respectively:
2.520.4 fold and 1.4+0.1 fold more important after RUV approach than after mFPKM (coverage 0.63)
approach and DESeq2 approach (Table 2). With the same tendency, DEseq2 method allowed the
identification of 1.7+0.1 fold more DEGs than 0.63 mFPKM coverage approach (Table 2). As for all
experimental conditions (Figure S2), RUV analysis showed the highest number of specific DEGs (39.9%)
before FPKM (12.5%) and DEseqg2 (11.3%) in condition 1B (Figure 4). Moreover, an important part of the
DEGs identified by DESeq2 and RUV approaches were common in all assessed infections, reaching 49% in
condition 2A (Figure 4 and Figure S2). In contrast, for example in condition 1B, only 13.5% of DEGs were
in common between RUV and mFPKM analyses and 13.6% of DEGs between DESeq2 and mFPKM

analyses (Figure 4).
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Figure 4. Comparison of DEGs number after RUV, FPKM or DEseq2normalization
following condition 1B.

DEGs were determined by comparison between YFV Asibi infected- and control mock
infected-Hep/Kup model. DEGs were selected with a minimum fold change of |2| and an
adjusted raw p value (Benjamini Hochberg) <0.05. Percentages of total DEGs numbers were
represented in brackets. Venn diagram was generated using Venny 2.1 software
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/)

In order to validate these results, correlation between RNAseq and RT-qPCR data were performed as
described above. Despite similar number of confirmed (true positive) and false negative transcripts, it
appeared that the number of false positive genes found in either DESeq2 or RUV methods were
respectively 2.48+0.51 and 2.68+0.57 higher than in mFPKM coverage approach DEG analysis. This is
consistent with the higher fold change correlation scores observed after mFPKM normalization than

after RUV or DESeq2 approaches (Table 4). Particularly, fold change correlation scores were higher after



YFV 17D in both cellular model than after YFV Asibi infection where lower number of DEGs were
identified whatever the normalization method applied (Table 4). Taking together, these results suggest

that FPKM normalization using a coverage threshold, here set at 0.63, performed better on our dataset.

Table 4: Correlation between RT-gPCR and normalization methods

mFPKM DESeq2 RUV
Conditions

C FP R? C FP R? C FP R?
1A vs mock 42 17 0.92 50 34 0.66 49 37 0.72
1B vs mock 31 6 0.46 27 21 0.15 28 21 0.55
2A vs mock 45 22 0.77 47 45 0.64 49 45 0.74
2B vs mock 28 8 0.49 29 19 041 29 24 0.61

* corresponds to FPKM coverage value; C = consistent; FP = false positive

The highest R? values between all methods are set in bold and the lowest in italic.

Impact of normalization procedures on pathways analysis

After normalization, pathways analysis was conducted using DEGs identified in the condition 1B. Gene
set enrichment was performed using IPA®software as described above. In this comparison, the number
of DEGs revealed to be higher after RUV method (1846) than after DESeq2 (1151) or mFPKM methods
(649) (Table 2). In contrast, analysis of canonical pathways by IPA® software revealed that DEGs
identified after RUV normalization led to a lower number of regulated canonical pathways (7) than DEGs
identified after DESeq2 or mFPKM methods (15 or 10 respectively) (Table 5). In addition, significance of
activation (-log (B-H p value)) with RUV-identified DEGs was lower than with DESeq2-identified DEGs or
mFPKM-identified DEGs for all commonly regulated canonical pathways. This observation is particularly

observed for the “Interferon Signaling” (RUV: 9.6; DESeq2: 13.3; mFPKM: 20.2), the “Activation of IRF by



Cytosolic Pattern Recognition Receptors” (RUV: 1.5; DESeq2: 6.5; mFPKM: 7.4) and the “Retinoic acid

Mediated Apoptosis Signaling” (RUV: 2.5; DESeq2: 3.6; mFPKM: 3.8) despite similar z-scores (Table 5).

Finally, DESeg2 normalization allowed identification of 5 additional canonical pathways compared to

FPKM normalization (Inflammasome pathway; UVA-Induced MAPK Signaling; PPAR Signaling; LXR/RXR

Activation; Toll-like Receptor Signaling) but with low significance (<-2log (B-H p value).

mFPKM DESeq2 RUV

0.63*
Ingenuity  Canonical -log (B-H p- -log (B-H p-
Pathways z-score value) z-score value) z-score | -log (B-H p-value)
Interferon Signaling 3.9 20.2 3.8 133 3.8 9.6
Activation of IRF by
Cytosolic Pattern
Recognition Receptors | 2.1 7.4 2.2 6.5 1.4 1.5
Retinoic acid Mediated
Apoptosis Signaling 2.5 3.8 2.9 3.6 2.7 2.5
TREM1 Signaling 3.2 3.1 3.7 34 2.8 1.6
Role of JAK1, JAK2 and
TYK2 in Interferon
Signaling 1.0 3.0 0.4 3.4 / /
Role of Pattern
Recognition Receptors
in Recognition  of
Bacteria and Viruses 3.2 2.9 3.5 5.2 2.3 1.4
Role of RIG1-like
Receptors in Antiviral
Innate Immunity 1.9 2.6 2.5 3.1 / /
Death Receptor
Signaling 1.9 2.6 3.1 21 / /
Type I Diabetes
Mellitus Signaling 1.3 2.0 2.5 2.8 / /




Dendritic Cell
Maturation 3.1 1.8 3.8 2.7 / /

Inflammasome

pathway / / 2.4 2.1 1.7 2.8
UVA-Induced ~ MAPK

Signaling / / 2.3 1.8 / /
PPAR Signaling / / -2.3 1.7 / /
LXR/RXR Activation / / -1.1 1.6 / /
Toll-like Receptor

Signaling / / 13 1.5 / /

Role of IL-17F in

Allergic  Inflammatory
Airway Diseases / / / / 1.4 1.3

* corresponds to FPKM coverage value

higher p values were in bold

Table 5. Canonical pathways induced after condition 1B

Discussion

The lack of standards for RNAseq analysis and the availability of multiple tools to perform each
step of DEG analysis, lead to troubles for comparison between several studies. Thus, definition
of a method allowing analysis of multiple datasets remained an unresolved issue. In this study,
we report the use of external controls to set detection thresholds and remove technical bias as
well as the comparison of alternative normalization methods.

First, we evaluate the use of spikes as negative controls to correct variation due to technical

bias, by using the RUV method for normalization. Using this RUV normalization, we obtained the




highest number of DEGs among the different analyses performed. In contradiction with data
previously reported by Risso et al., which showed the lowest number of deregulate pathways in
association with low significance, this method also showed a high number of false positive
transcripts [258]. One explanation could be due to the absence of technical bias in our
experimental study. In conclusion, RUV normalization method could be interesting for dataset
with high technical or biological variations (multiple batches, hosts or pathogens) in which the

need of correction would be significant.

In a second step, we assessed the possibility to define a detection threshold on FPKM DEGs
analysis results (mFPKM). No detection method is classically used for this approach leading to
higher false discovery rate than with other normalization approaches [260,271]. In this
approach, the use of ERCC spikes is of interest since it allows correlating FPKM coverage with
defined number of copies. In this context, arbitrary full coverage threshold appeared to be too
restrictive with a loss of information whereas spikes-defined threshold allowed detection of
higher number of DEGs with similar correlation scores. However, gene set enrichment and
biological pathways analyses demonstrated a negative effect of low coverage threshold in term
of both, number and significance of activated pathways. Thus, it seems interesting to use ERCC
spikes in order to determine detection thresholds in FPKM analysis, and decrease false
discovery rate. Recently, another very interesting use of ERCC spikes to control DEGs analysis
pipeline in RNAseq data was proposed [272]. In this approach, two mixes of the same spikes but
with different concentrations and four groups of ratio (4:1; 1:2; 1:1.5 and 1:1) were used to
spike each compared condition (condition 1 spiked with mix 1 and condition 2 spiked with mix

2), in order to check if the whole pipeline of DEG analysis leads to the correct detection of



variation between the spikes, thus easily monitoring the false discovery rate. To conclude on
this part, FPKM normalization approach using ERCC spikes-pre-defined thresholds appears a
more accurate method for normalization of RNAseq experiments.

By comparison of mFPKM analysis performed with spike-defined coverage of 0.63, with DESeq2
and RUV normalizations, we observed that the mFPKM analysis has the highest correlation rate
and the lowest number of false positive transcripts. DESeqg2 analysis showed the lowest
correlation with RT-gPCR data and a higher number of false positive transcripts with a major
impact on activated pathway significance. These results are consistent with a previous analysis
that also report higher correlation scores of RT-qPCR data with RPKM than with DESeq2 data
[261]. Thus, biological criterion appears to be an important factor to set thresholds of detection.
To note, analysis of biological pathways after removing un-confirmed false positive transcripts
might be helpful to evaluate their effect on significance. To conclude, this study confirms the

interest of spikes for RNAseq data analysis.
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Figure S1. Scatter plots: Reproducibility of spike detection.
Prior to library preparation, External RNA Control Consortium (ERCC) spike-in controls were

added to samples. Reads mapped to spikes were first quantified using the HTSeqg-count script



and the “intersection non empty” mode. Log2 values of spikes count were scattered between
samples of Hep/Kup batch (A), samples of Hep batch (B) or between samples of Hep/Kup batch

and samples of Hep batch (C).
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Figure S2. Venn diagrams: variation of DEGs number after normalization approaches.

Comparison of DEGs number identified after FPKM, DESeq2 or RUV normalization approach.
DEGs were determined by comparison between infected- and control mock infected-model.
DEGs were selected with a minimum fold change of |2| and an adjusted p value (Benjamini



Hochberg) <0.05 following infection of Hep model with YFV 17D (A), YFV Asibi (B) or infection of
Hep/Kup model with YFV 17D (C).



C. Etude N°3 : Mise en place d’'un modeéle organotypique de foie humain
pour étudier les parameétres immunitaires et métaboliques régulés par les

souches sauvages et de bases vaccinales du virus de la fievre jaune



1. Problématique
L'aptitude du foie humain a induire les réponses immunitaires adéquates et a détoxifier I'organisme est
conditionnée par plusieurs facteurs. L'architecture particuliére de cet organe permet de maintenir une
polarisation des hépatocytes, primordiale notamment pour leurs activités métaboliques. La
reconstitution d’une structure 3D est considérée depuis plusieurs années par différentes approches
discutées précédemment. Parmi celles-ci, I'utilisation de technologies ne nécessitant ni matrice
extracellulaire ni support pourrait présenter un avantage pour I'étude des réponses immunitaires en
évitant les stimulations parasites. Compte-tenu des observations précédentes, |'implication des acteurs
cellulaires hépatiques autres que les hépatocytes semble étre primordiale, aussi bien dans

I’établissement du microenvironnement hépatique que dans l'initiation des réponses immunitaires.

Dans notre premiére étude, nous avions utilisé une approche par PCRarray, ciblée sur un panel de genes
sélectionnés. Nous avons ici privilégié une approche moins sélective en analysant le transcriptome du
modele hépatique par séquengage haut débit. La méthode des FPKM a été privilégiée et améliorée par

une définition plus stricte du seuil de détection via I'utilisation des spikes.

Caractérisation préliminaire du modeéle.

La présence des deux populations cellulaires a été vérifiée par immunofluorescence en utilisant un
marqueur anti-cytokeratine 8 (KRT8) spécifique des hépatocytes et un marqueur anti CD68 (KP1) et une
observation en microscopie confocale. Les hépatocytes sont observés dans I’'ensemble des microtissus
hépatiques et représentent la majorité des cellules présentent (non montré). Les cellules de Kupffer sont
également détectables dans les microtissus hépatiques et maintenues au cours du temps dans la culture
puisque des détections ont été faites jusqu’a 21 jours aprés réception des microtissus hépatiques [186].

Des microtissus dépourvus de cellules de Kupffer ont également été marqués et ne présentent pas de



marqueurs des cellules de Kupffer (non montré). La présence de villosités hépatocytaires ainsi que
d’hémidesmosomes inter-hépatocytaires observés par microscopie électronique confirme également la
présence de ces cellules au sein des microtissus (Figure 16). Finalement, des gouttelettes lipidiques ont

été observées par microscopie électronique dans les microtissus hépatiques (figure 16B).

Figure 16. Observation de [I’'architecture des microtissus hépatiques par microscopie
électronique.

Coupes semi-fines de microtissus hépatique (co-culture hépatocytes/cellules de Kupffer) colorées au bleu de
toluidine et observée au microscope optique. B, C, D, E et F Coupes ultra-fines contrastées a |'acétate d’uranyle et
au citrate de plomb. L'observation des coupes a été faite a I'aide du microscope électronique a transmission FEl
CM120 (Philips) et les images acquises a I'aide d’'une caméra 2kx2k Ultra Scan Gatan (Philips). B, observation d’une
gouttelette lipidique (Fléche noire). C, Observation de villosités hépatiques (Fleches noires). D, Observation d’un
canalicule biliaire (Fleche blanche). E, Observation de lysosomes (Fleches noires). F, Observation de desmosomes
inter-hépatocytaires (Fleches noires) et de réticulum endoplasmique (Fléches blanches).

Par ailleurs, la capacité du modele a induire les canalicules biliaires a également été observée en
microscopie électronique (Figure 16D) mais également par le marquage de plusieurs antigénes cibles
comme le CD26 (Figure 17B), une peptidase présente a la surface des canalicules biliaires ou le MRP2, un
transporteur anionique caractéristique des canalicules biliaires (figure 17A). Cette architecture

particuliere est le reflet d’'une interaction inter-hépatocytes forte.




Figure 17. Détection de canalicules biliaires dans les microtissus hépatiques.

Les microtissus en co-culture ont été maintenus en culture pendant 6 jours dans le milieu de maintenance. Aprés
fixation au paraformaldéhyde 4% pendant 1h a TA, les microtissus ont été marqués par deux anticorps dirigés
contre les canalicules biliaires, MRP2 (A) et CD26 (B). Le marqueur a été révélé par un anticorps anti-souris Alexa
Fluor 488 (Invitrogen). A, Observation du marquage MRP2 sur des microtissus non-infectés sur un champ (gauche)
ou dans I'ensemble du microtissu (droite). B, Observation du marquage CD26 sur un microtissu non-infecté sur un
champ. Lacquisition des images a été faite a I'aide du logiciel AxioVision 4 (Zeiss, version 4.8).

Métabolisme hépatique et effet de la déxaméthasone. L’activité des enzymes hépatiques a été
démontrée par le fournisseur [186] et nous avons pu vérifier I'expression d’un panel de géenes codants
pour les enzymes hépatiques de phase |, de phase Il ou encore pour des transporteurs hépatiques sur
différents lots de microtissus hépatiques. Le maintien de ces activités métaboliques est en partie
conditionné par la composition des milieux de culture. En particulier, la déxaméthasone est une
inductrice connue de certains cytochromes dans les hépatocytes. Elle est classiquement utilisée dans la
culture des hépatocytes primaires pour maintenir un métabolisme actif et limiter la toxicité [273,274].
Néanmoins, la déxaméthasone est une drogue de la famille des corticoides connue pour limiter, a
certaines concentrations, les réponses inflammatoires [275]. Afin de s’assurer de I'absence d’effet anti-
inflammatoire de la déxaméthasone dans les réponses induites suite aux infections, les microtissus
hépatiques ont été cultivés et infectés dans un milieu avec ou sans déxaméthasone. Une analyse
transcriptomique ciblée sur les génes associés a la réponse Interféron, au métabolisme des drogues et

enfin a la chémoattraction (Figure 18).
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Figure 18. Impact de la déxaméthasone sur I'induction des réponses antivirales.
Les microtissus hépatiques (co-culture hépatocytes/cellules de Kupffer) ont été maintenus dans un milieu de

culture supplémentés ou non en déxaméthasone (Concentration). Les microtissus hépatiques ont ensuite été
infectés par la souche YFV-17D a une m.o.i. de 10 pendant 24h (D, E) ou maintenus en condition contréle non
infectée (A, B, C). Les ARNs totaux ont été extraits et analysés par PCRarray avec la technologie haut-débit Fluidigm
sur les plagues IFN&R (A, D et E), métabolisme des drogues (B) ou Chémokines et récepteurs (C). A, B et C.
Représentation en « scatter-plot » des valeurs individuelles d’expression de genes dans la condition contréle
déxaméthasone (ordonnée) versus les valeurs individuelles dans la condition contréle sans déxaméthasone
(abscisse). D et E. Représentation en « scatter-plot » des valeurs individuelles d’expression de génes dans la
condition YFV-17D (ordonnée) versus les valeurs individuelles dans la condition contréle non infectée avec

déxaméthasone (D) ou sans déxaméthasone (E) (abscisse) (n=3).

Nous avons dans un premier temps observé 'effet de la déxaméthasone dans les microtissus non
infectés. Les génes exprimés en présence de la déxaméthasone ont donc été comparés avec les genes
exprimés en absence de la déxaméthasone. Les niveaux d’expression de I'ensemble des génes testés
correlent entre les deux conditions. La corrélation entre les données est en effet supérieure a 0,9 pour
‘ensemble des génes relatifs a la réponse Interféron (A), au métabolisme des drogues (B) ou a la

chémoattraction (C) (Figure 18). Par ailleurs, nous avons vérifié la capacité d’induction des réponses



interféron par la souche YFV-17D. Les microtissus infectés par la souche YF 17D pendant 24 heures en
présence ou en absence de la déxaméthasone ont donc été comparés aux microtissus contréles
maintenus dans les mémes conditions. La corrélation des niveaux d’expression suite a I'infection par la
souche YF 17D en présence du déxaméthasone (D) ou en absence de déxaméthasone (E) est de 0,9 et

aucun gene n’est impacté différemment entre les deux conditions.

2, Principales observations de I’étude
L'utilisation du modele 3D de co-culture entre hépatocytes primaires et cellules de Kupffer nous a permis
de confirmer I'établissement d’une réponse antivirale compléte apres I'infection par le virus 17D. De son
cOté, la souche sauvage Asibi induit une réponse plus faible et retardée. Contrairement aux résultats de
PCRarray obtenus sur des genes présélectionnés, la technologie RNASeq permet d’avoir une approche
globale et non ciblée. Cette étude nous permet ainsi de confirmer et d’enrichir les résultats

précédemment obtenus sur hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires humaines.

Parmi les génes liés a la réponse antivirale, nous avons identifié STAT1 IRF7, deux facteurs de
transcription et EIF2AK2, un capteur d'ARNdb PKR également connu, trois éléments précédemment
associés aux in vivo l'efficacité du vaccin humain [124,239,240]. Des voies alternatives de sensing sont
également suggérées par la transcription NOD2, TLR2 et NLRC5, reflétant la capacité de la souche 17D a

induire une réponse immunitaire polyfonctionnel [124].

Des indications du recrutement de lymphocytes et de cellules NK sont également décrites dans ces
résultats tout comme I'orientation des réponses vers les voies de la clairance. Cette derniére pourrait se
produire par différentes voies comme I'apoptose, I'autophagie ou encore le systéeme du protéasome.
Dans ce cadre, des différences sont a nouveau observées entre les deux infections mais également en

présence ou non des cellules de Kupffer.



L'identification spécifique d’isoformes, I'induction de voies de régulations des réponses immunes ou
encore des régulations alternatives des métabolismes cellulaires et hépatiques pourraient représenter

de nouveaux axes pour la compréhension de la pathogénése hépatique de la fiévre jaune.
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Abstract

Background: Mechanisms regulating Yellow fever (YF) liver pathogenesis are still understood.
Previous works were constrained by the lack of well representative liver cellular model
recapitulating both immune and metabolic microenvironments. Liver represents a central actor
of YF disease due to acute and lethal systemic manifestations. Loss of hepatic involvement

following use of vaccines based on live attenuated strain YF 17D remains unexplained.



Methodology/Principal Findings: In this present study, human primary hepatocytes and human
primary Kupffer cells were co-cultured in 3D organotypic microtissues and used in a global
sequencing approach to investigate immune response and metabolic events impacted by
vaccine YF 17D and wild-type YF Asibi. As we previously observed in hepatocytes derived from
embryonic stem cells, liver microtissues remained more permissive to YFV 17D infection.
Vaccine strain early induces major axis of antiviral response with full interferon (IFN) signaling
pathways with expression of both type Il (A1, A2, A3 and A4) and type | (1) IFNs, multiple IFN-
induced genes (ISGs) (including IFI44L, EIF2AK2, MX1 and IFIT1). Higher expressions of pathogen
sensors (RIG-1, MDA-5, AXL) and downstream regulators (IRFs, MyD88, STATs) were observed as
well as transcription of inflammatory mediators (CXCL10, CXCL11, CCL7 and CCL8). Vaccine
strain regulation of liver metabolism leads to decrease transcription of phase | cytochrome
P450s (CYP450s) and phase Il enzymes as well as potent activation of lipid metabolism. Finally,
YF Asibi strain specifically increased transcription of genes involved in immune modulation

pathways (ARNT, ARNTL2) and didn’t show noticeable impact on liver metabolism.

Conclusions/Significance: We hypothesize that induction of strong antiviral response in both
hepatocytes and Kupffer cells could manage the in vivo efficacy of the vaccine strain. On the
other hand, delayed and partial response in association with low infection efficiency and
alternative metabolism alteration may contribute to serious adverse events observed after wild-

type infection.



Introduction

Yellow fever virus (YFV) is a human flavivirus endemic to sub-Saharian Africa and South America.
The virus is transmitted by mosquitos and harbored by non-human primate (NHP) reservoir
hosts. Despite an effective live attenuated vaccine being available, epizootic circulation occurs
and results in periodic outbreaks in endemic regions and among travelers. YF disease thus
remains a major threat for human [276]. About 80% of clinical infections induce asymptomatic
to mild disease followed by a brief period of remission and complete resolving without further
complication. A subset of 20% of infected people progress to severe acute illness that include
high fever, nausea, vomiting, hepatitis with jaundice, and multi-organ failure and shock; death
occurs in 20%-60% of these cases. Pro-inflammatory cytokines outbursts associated with
massive viral spread are known to define disease pathology in human and in non-human

primates [21,103,236,277]

Because of acute systemic manifestations, damage by YF virus infection is most severe in the
liver, and can lead to fulminating hepatitis and liver dysfunction. Hyperbilirubinemia and
elevated levels of serum transaminases peak toward the first week of disease and remain
elevated for up to 2 months after onset. Lesions in the midzone area, steatosis, inflammation,
inflammatory cells infiltrates (NK, T and B lymphocytes, DCs) and typical Councilman bodies
have been observed in liver biopsies from hospitalized subjects, with complete return to normal
histology upon resolution of infection [103,278]. Due to massive exposition of exogenous
stimulation, the liver argues to be an immune tolerant organ where both hepatocytes and non-

parenchymal cells (Kupffer cells, lymphocytes and liver sinusoidal endothelial cells) regulate the



magnitude of responses [150]. Liver necropsies following yellow fever infection allow detection

of viral antigen in both Kupffer cells and hepatocytes [102,103,279].

Since rodents primary hepatocytes support YFV infection in vitro [219], human primary
hepatocytes may be a valuable in vitro model to investigate innate and metabolic disorders
elicited by YFV infection in vivo [280-283]. However, current 2-dimensional hepatic model
systems suffer from a loss of cellular phenotype and metabolic properties [282,283]. Recent
development allows the use a multi-cell type microtissue model, generated from primary
human hepatocytes and liver-derived non-parenchymal Kupffer cells, maintained in a 3-
dimensional environment that ensures for polarization and cell to cell contacts. Human liver
microtissues (hLiMts) were stable and conserve liver metabolic abilities for 5 weeks in culture

[186].

High-throughput RNA sequencing (RNAseq) technology has been recently employed in various
viral infections and allow, with great efficiency, to profile the transcriptome of targeted model
[284,285]. In this study, we used RNAseq technology to analyze host transcriptomes in the
hLiMts infected with YFV 17D or YFV Asibi strains to gain insight into interactions occurring
between viruses and liver cell populations as well as to well understand YF liver immune
response. Infectious model was characterized. The transcriptome of virus infected microtissues
was compared to control mock-infected cells at two time points post infection. Cellular
responses were analyzed in terms of canonical pathways and biological functions, as well as in
terms of individual genes and then confirmed by RTqPCR. A novel view of the global gene
changes underlying the liver vaccine or wild-type strains responses could be helpful to

understand yellow fever pathogenicity.



Methods
Cells.

Human Liver microtissues (hLiMts, InSphero AG, Zurich, Switzerland) were delivered in ready-to-
use 96-well plates. Microtissues were used within 5 weeks following their delivery. Each
microtissue was generated from primary human hepatocytes and liver-derived non- @
parenchymal Kupffer cells. hLiMts were cultured at 37°C/5% CO; in supplier medium and
medium exchanges were performed 2 to 3 times per week. VERO cells used were from an
internal seed lot produced at Sanofi Pasteur (Marcy I'Etoile, France) and derived from ATCC
#CCL81 cells. Vero cells were grown in Iscove’s Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Glutamax

1% (Gibco), fetal bovine serum 4% (Hyclone) and penicillin/streptomycin mix 0.1% (Gibco).
Viruses and Infections.

YF Asibi and YF 17D viruses were amplified in Vero cells. Their nucleotide sequences were
controlled after infection and found similar to published ones [205,235]. YF Asibi and YF 17D
viral viscerotropism and pathogenicity versus attenuated properties were confirmed in type |
interferon receptors-deficient mice A129 (internal data, not shown). For infection experiments,
liver microtissues were infected at m.o.i. 10 for 4 hours in a total volume of 20 uL. Afterwards, 3
successive washes, each followed by 30-min incubation in PBS, were performed to eliminate the
residual inoculum before incubation in complete medium at 37°C/5% CO: cells for 48 to 72
hours. Supernatants were collected at indicated time points and stored at -80°C until analyzes.
Quantification of secreted virus in the supernatant was performed by standard PFU assay on

Vero cells as previously described [286], or by YF NS5-specific quantitative RT-PCR [287].



Ethics statement

Wild-type YFV strain Asibi (originally isolated from a male YF Ghanaian patient in 1927) was
obtained from the Pasteur Institute Paris strains collection maintained by passage in mouse
brain. It was provided by Dr Philippe Marianneau from the Pasteur Institute (Lyon, France) after
one passage on Vero cells. Dr. Michele Bouloy from the Pasteur Institute (Paris, France)

provided the vaccine strain, 17D-204, which was derived from a 17-D infectious clone [33].

RT-qPCR analysis

Infected and non-infected hLiMts (controls) from five independent infections were harvested at
4, 11, 24, 48 hours post infection. Total RNA was extracted with ReliaPrep tissue miniprep
(Promega®) according to manufacturer’s instructions. RNA was reverse-transcribed into cDNA
with RT? Microfluidics qPCR Reagent System (QlAgen), followed by cDNA pre-amplification in
RT? PreAMP cDNA Synthesis Kit (QIAgen). PCR amplifications were performed on BioMark™
microfluidic qPCR platform (Fluidigm) using RT? Profiler™ PCR arrays (QlAgen). Nine different
PCR arrays, each one containing amplification primers for 84 human genes plus 12 controls and
8 panels were tested in this study#PAHS-093Z (hepatotoxicity), #PAHS-002Z (drug metabolism),
#PAHS-141ZH (necrosis), #PAHS-097ZH (inflammasome), #PAHS-039YH (Jak-STAT signaling),
H#PAHS-012Z (apoptosis), #PAHS-0217Z (cytokines), and #PAHS-064Z (interferons & receptors),
representing a total of 480 unique genes. For each gene, the specific amplification fold-change
between infected and non-infected cells was determined using the 222¢" method [269]. A
customized version of this method (PCR Array Data analysis V4) available online in QlAgen Data
Analysis Center was used for analyses. It can be downloaded at

https://www.qiagen.com/fr/resources/resourcedetail?id=d8d1813e-e5ba-4d29-8fdf-




07a3f4227e0a&lang=en. Cutoff cycle threshold (Ct) values obtained in replicates were first

normalized, based on 5 housekeeping genes present on the array. Non-infected cells at TO, also
analyzed in replicates, were used as reference for calculation of relative fold changes (RFC).
Differentially expressed genes (DEGs) were identified as genes with a relative fold-increase >3.0

and the false-positive error-rate was set at 1% (p<0.01).

Antibodies

For in situ immunofluorescence, hLiMts were stained with mouse monoclonal antibody (mAb)
anti E-YFV (OG5, Abcam) and revealed with F(ab’)2 goat anti mouse-Alexa Fluor®488 conjugate

or goat anti mouse-Alexa Fluor®555 conjugate.

In situ immunofluorescence

Cells were fixed in paraformaldehyde 4% (Sigma) for 1 hour at room temperature (RT).
Microtissues were then washed twice in PBS and incubated overnight with primary monoclonal
antibodies at 4°C, followed by 4 hours at RT with fluorescent labeled conjugate. Observations

were done under confocal microscope (Axio Observer D1, Zeiss).

Transcriptome Analyses

YFV-infected hLiMts 11 or 24 hours after YFV 17D, YFV Asibi or Mock infection in parallel culture
were used for global transcriptome analysis. RNAseq libraries were generated with 100 ng of
total RNA from 3 to 4 samples per condition and added with ERCC RNA spikes (ERCC RNA Spike-
In Mix, Ref: 4456740 Thermofisher Scientific, Waltham, MA) using TruSeq RNA Library Prep Kit
v2 (lllumina, San Diego, CA) according to supplier’s instructions. Libraries were sequenced on

HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, CA) with about 25 million raw reads per sample. FastQ files



generation was performed using bcl2fastq (v2.17.1.14) allowing 0 mismatch in the barcode
sequence, then reads were trimmed using CutAdapt (v1.3) to eliminate remaining adapter
sequences (4 bases overlap, error rate = 10%) and poor quality bases (quality threshold <Q30;
minimum length after trimming : 30 nt). Trimmed reads were aligned using TopHat (v 2.0.6)
with default parameters and supplying RefSeq transcripts annotation (downloaded using USCS
website, under GTF format) through the -G option [266] with Bowtie (v 2.0.2) [267]. Reads were
aligned on UCSC’s Human Genome hgl9 (GRCh37, Feb. 2009). Significantly differentially
expressed genes were identified by comparing FPKMs between YFV infected hLiMt and mock-

infected hLiMt with adjusted P value < 0.05 and fold change >|3].

IPA analysis

Functional interpretation of significantly differentially expressed genes was analyzed in the
context of gene ontology and molecular networks by using IPA software (Ingenuity Systems;
www.ingenuity.com). Those genes with known gene-probe ID numbers and corresponding
expression fold-changes were uploaded into the software. In IPA, the analysis was done with
Pi0.05 as the cut-off point. The IPA analysis determined the subcategories within each category,
which also supplied an appropriate P value and the number of genes identified. Moreover, the
known pathways of differentially expressed genes associated with immune response,
metabolism and several signaling were investigated by canonical pathway analysis in IPA. Two
parameters were used to determine the significance of the association between the dataset and
the canonical pathway: (i) A ratio of the number of genes from the dataset that map to the
pathway divided by the total number of genes that map to the canonical pathway; and (ii) a P

value used to determine the probability that the association between the genes in the dataset



and the canonical pathway is because of chance alone. IPA uses a Benjamini-Hochberg (B-H) test
to calculate the P value for functional categories, networks and canonical pathway analysis

[270].



Results

Liver microtissues are permissive to both YF 17D and YF Asibi viruses.

Replication. Viral amplification assays were established at m.o.i. 10, in 5 to 6 independent
assays (Fig 1). At a multiplicity of infection (m.o.i) of 1, only YFV 17D genome was detected in
both intracellular and extracellular compartments (Fig 1A and 1B). Inversely YFV Asibi was not
detected (not shown). First detection of intracellular YFV 17D genome was done at 14 hours
post infection (hpi). Detection increased until 24 hpi and reached a plateau value of 4.5
log10Geq/100 ng or RNA (Fig 1B). Extracellular detection demonstrated the same trend but
plateau value of 5 logi0Geg/ml was reached at 38 hpi. Extracellular YFV 17D yield decreased at
72 hpi (Fig 1A). At m.o.i 10, both YFV Asibi and YFV 17D were detected and showed similar
intracellular replication curves with the highest value of 5 logioGeqg/ml observed at 24 hpi (Fig
1C). None of the 2 viruses induced clear cytopathic effects in the liver microtissues, but internal

alteration of model cannot be excluded at this stage.

~
=

o
L
o

(log!"Geg/ml)
(log;(Geq)
I
i
—

Extracellular vRNA yield
-

Intracellular vRNA yield
Intracellular vVRNA yield
(log,yGeq)

=

w
L
w

)
[}
I

%)

14 19 24 38 48 72 4 1 14 19 24 38 48 4 24 48
Hours Hours Hours



YFV 17D YFV Asibi Control

E-YFV

E KP1/CD68 (KC) E-YFV Merge

YFV 17D

YFV Asibi

Figure 1. Replication of YFV Asibi and YFV 17D viruses in liver microtissues. Human liver microtissues
were infected with YFV 17D at m.o.i 1 (A, B) or with YFV Asibi or YFV 17D at m.o.i 10 (C, D, E) for 4, 11,
14, 19, 24, 38 or 48 hours. Dark blue bars, YFV 17D; light blue bars, YFV Asibi. A: Secreted virus
amplification bar charts (n=6). Vertical bars represent standard deviation (SD). B: Intracellular viral RNA
replication bar charts (n=5). Vertical bars represent SD. Dark blue bars, YFV 17D. C: Secreted virus
amplification bar charts (n=6). Vertical bars represent SD. D: Images show detection of E-YFV (red) in YFV
17D or YFV Asibi-infected microtissues at 24 hpi. Scale bars, 50um. E: Images show detection of Kupffer
cells (blue) and E-YFV (green) in YFV 17D or YFV Asibi-infected microtissues at 48 hpi. Scale bars, 50 um.
All observations were performed by confocal microscopy using AxioZeiss microscope observer.

Higher detection of viral envelop was done in YFV 17D-infected microtissues than in YFV Asibi-
infected microtissues (Fig 1D). In addition, viral envelop co-localized with Kupffer cells marker
after both infections as well as throughout microtissues (Fig 1E). These results confirmed

previous report on in vitro infectivity of YFV vaccine and wild-type strains [71,72].

Host gene profile expression altered by YFV 17D or YFV Asibi infections.



To determine the expression profiles affected by both YFV 17D and YFV Asibi infection further,
we performed high throughput sequencing analysis with infected and control liver microtissues.
An average of 16 liver microtissues, representing 24 000 cells and 100 ng of total RNA, were
collected at 11 or 24 hours p.i., during the first virus replication cycle. Genes with at least 3-fold
differences in comparison to control genes and P <0.05 were considered. All identified DEGs

were available in Table S1.

Heat map view of DEGs after YFV infection showed an increase number of genes across time in
YFV Asibi- and in YFV 17D-infected microtissues (Figure 2A). After YFV 17D infection,
transcription of 189 and 631 genes was up-regulated respectively at 11 hpi and 24 hpi. Down-
regulation of transcripts was also observed for 129 and 197 genes respectively at the same time.
After YFV Asibi infection, up-regulation of 149 and 307 transcripts was observed at 11 hpi and
24 hpi whereas 124 and 79 transcripts appeared down-regulated at the same time (Table S1 and
Figure 2B). All DEGs were then analyzed by using IPA program. Venn diagrams were generated
to examine the unique and overlapping genes for both infections. As depicted in overlapping
circle in Fig. 3C, 62 genes were common to both infections whereas 255 were specifically
regulated after YFV 17D infection and 210 after YFV Asibi infection at 11 hpi (Fig. 2C). At 24 hpi,
YFV 17D infection induced specific regulation of 465 genes, YFV Asibi induced 88 specific

transcripts regulations and 232 genes were common (Table S3 and Figure 2D).
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Fig. 2. Differentially expressed genes in YFV 17D- or YFV Asibi-infected liver microtissues. A. Heat Map
view of differentially expressed genes (DEGs) observed after infection with YFV Asibi or YFV 17D at m.o.i.

Nn gcncs

10 and at 11 hpi or 24 hpi. Expression values were obtained by comparison between infected cells and
control non-infected cells. Red, Up-regulated DEGs; green, down-regulated DEGs; black, no-deregulated
DEGs. B. Number of up-regulated and down-regulated DEGs at 11 hpi and 24 hpi. Dark blue bars, YFV
17D; light blue bars, YFV Asibi. C. Venn diagram representation of unique significantly DEGs at 11 hpi
after both infections. D. Venn diagram of unique significantly DEGs at 24 hpi after both infections.

Interestingly, 24 genes common to infection with both the viruses demonstrated alternative
splicing at 24 hpi (Table S3D). This observation was related to several gene linked to interferon
(IFN) response (ADAR, IFI16, IFI6, GBP5, IRF7, SP100 and SP110). In addition, 2 genes
demonstrated alternative trends. Variant NM_145725 and NM_003300 of TRAF3 gene were
respectively down- and up-regulated after YFV 17D and YFV Asibi infection. In contrast, variant
NM_001207012 and NM_002632 of PGF gene were respectively up- and down-regulated after

YFV 17D and YFV Asibi infection.
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Functional analysis of Yellow fever virus DEGs in hLiMts.

Gene network analysis

According to the Ingenuity Pathways Analysis (IPA) software, differentially expressed genes have
been characterized with specific cellular functions. DEGs detected after YFV 17D or YFV Asibi
infection at 24 hpi were respectively involved in 66 or 72 functional groups (P<0.05) (Table S1A

and S1B).

As presented in Fig 4, the number of DEGs involved in gastrointestinal disease (YFV 17D: 512
DEGs; YFV Asibi: 235 DEGs), immunological disease (YFV 17D: 261 DEGs; YFV Asibi: 142 DEGs),
cell death and survival (YFV 17D: 222 DEGs; YFV Asibi: 123 DEGs) and inflammatory response
(YFV 17D: 194 DEGs; YFV Asibi: 118 DEGs) was the highest. According to -log (P value), it also can
be seen that the four top functions were antimicrobial response, inflammatory response, cell
signaling and infectious disease. Other DEGs were in addition found in multiple function
categories relating to hematological disease, inflammatory disease, skeletal and muscular
disorders, cellular function and maintenance, metabolic disease, connective tissue disorders,
endocrine system disorders and dermatological diseases and conditions with still higher number

of DEGs after YFV 17D infection in each functional category (Table S1A and S1B).

Major Canonical pathways

To gain insights into the function of genes scored in 24 hpi HTS data, the IPA canonical pathway

analysis program was used to identify the signaling and metabolic pathways associated with



these regulated transcripts. As analyzed by the IPA program and presented in Fig. 3, 10

canonical pathways were significantly (-log (p value > 1.3) activated after YFV 17D infection

(Figure 3).
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Figure 3. Significant canonical pathways at 24 hpi after YFV infection.

Significant canonical pathways were obtained by using the IPA program. Dark blue bars, YFV 17D; light
blue bars, YFV Asibi.

Among these pathways, 4 were also activated by YFV Asibi infection including role of PRRs
against pathogens, retinoic acid mediated apoptosis, UVA-induced MAPK signaling and
Interferon signaling which showed the highest significative value (-log (p value)>15) after both
infections. Majority of canonical pathways specifically activated by YFV 17D infection included

upregulated transcripts (not shown) and were related to innate immune response activation



(Activation of IRFs by cytosolic PRR, role of RLRs in antiviral immunity, TREM1 signaling,

dendritic cell maturation and NF-kB signaling) and death receptor signaling (Figure 3).
Regulation of transcription factors

Since our previous work described an early activation of immune response in YFV 17D-infected
stem-cells derived hepatocytes (Masse-Deragon et al. 2016: submitted), we hypothesized a
similar delay in this model. DEGs at 11 hpi were then analyzed at 11 hpi using the software IPA®.
This analysis included identification of several transcription factors impacted and linked to
DEGs. YFV 17D infection was predicted to impact 6 major factors (IRF1; IRF3, IRF7, IRF9, STAT1
and STAT2) among which 3 were significantly over-expressed following infection (IRF9, STAT1
and STAT2). These transcription factors were associated with the overexpression of 42 genes,

predominantly associated with the interferon response (Fig 4A).
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Figure 4. Early activation of transcription factor and related genes after YFV 17D infection at
11 hpi.

Transcription factor related networks were obtained by using IPA program. DEGs at 11 hpi after
YFV 17D (A) or YFV Asibi (B) were represented. Molecular interactions among important
transcription factors are displayed. The intensity of the node color indicates the degree of up-
(red) or down- (green) regulation or the absence of regulation (white); the color-change scale
bar is a log2 scale.

Infection with YFV Asibi strain also impacted factors STAT1 and IRF9 but the expression of only

24% (10/42) of the DEGs observed after YFV 17D infection (Figure 4B).

Confirmation of RNAseq data using qRT-PCR

We assessed the transcription of 480 human unique genes linked to immune response, liver

metabolism, hepatotoxicity or chemotaxis in a kinetic study at 4 hpi, 11 hpi, 24 hpi and 48 hpi.



Activated genes were identified by RT-qPCR, using pre-designed PCR arrays probed against the
genes of interest by comparison between infected microtissues and control mock infected

microtissues.

At 24 hpi, YFV 17D infection led to identification of 91 DEGs compared to 61 DEGs detected
after YFV Asibi (Table S2A and S2B). Among DEGs identified by RT-qPCR, 42 DEGs were also
detected after YFV 17D infection by RNAseq and 31 DEGs after YFV Asibi with respective fold
change correlation scores of 0.92 and 0.46 (Table S2C). Regarding the kinetic study, YFV 17D
induced higher number of DEGs than YFV Asibi at each time tested (Figure 5A). Majority of DEGs
detected were related to IFN response, confirming the importance of this pathway in our
model. Intensity of regulations increased until 24hpi for both viruses and then decreased at 48
hpi, likely due to degradation of RNA since lower RNA amounts were collected at this time point

after both infection (Figure 5C).
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Figure 5. Detection of DEGs after YFV Asibi or YFV 17D infection by PCRarray.

Liver microtissues were infected with YFV 17D or YFV Asibi at m.o.i. 10 or mock infected for Oh, 11h, 24h
or 48h. Total messenger RNAs purified from infected and non-infected cells were reverse-transcribed
into cDNA and analyzed using a pre-designed PCR arrays. Non-infected cells at TO were used as reference
for calculation of relative fold changes. Differentially expressed genes were those with a relative fold-
increase >2.0 and the false-positive error-rate was set at 0.05% (p<0.01). A. Heat Map view of DEGs
(n=7). Red, up-regulated; green, down-regulated; black, no change. B. Significative DEGs at 4 hpi (n=7).
Blue bars, YFV 17D; Red bars, YFV Asibi. C. Total RNA yield at Oh, 24h and 48h post infection (n=3). Blue
bars, YFV 17D; Red bars, YFV Asibi; white bars, mock infected.

Finally, an early regulation of genes was observed for both viruses at 4 hpi (Figure 5B). YFV 17D
induced transcription of IFIH1 (FC= 4.40; p value <0.0001), also known as MDA-5 as well as a
panel of interferon-induced genes (ISGs). In particular, significative (p value <0.05) up-regulation
of IFI44L (FC=37.8), MX1 (FC=23.75), IFI44 (FC=13.7), IFIT1 (FC=11.05) and IFIT3 (FC=10.11) were
observed (Figure 6B). These observations thus confirmed the results obtained on stem-cells
derived hepatocytes (Masse-Deragon et al. 2016 : submitted). In addition, some transcription
factors such as IRF1, STAT1 and IRF9 (3 <FC<6; p value <0.01), regulation factors such as SOCS1
(FC =10.70) and SOCS2 (FC = 29.55) and chemoattractants CXCL10 (FC=4.24, p value <0.05) and
ICAM-1 (FC=9.96, p value <0.01) were also activated following this infection. SERPIN1 transcript,

encoding the "plasminogen activator inhibitor 1", PAI-1, previously associated with yellow fever



hemorrhagic manifestations [73] was found significantly up-regulated (FC=13.18; p value <10-6).
Among these genes, SOCS2, SERPIN1 and ICAM1 were not identified at other time point of this
kinetic. After YFV Asibi a significative increase of MX1 gene transcription was observed
(FC=12.25; p value <10-5) as well as 7 other transcripts (IFI44, IFIT3, IFITM1, ISG15, OAS1, ICAM-
1 and SERPINI) but not IFIH1 and at consistently lower levels than those observed after YFV 17D
infection.

Interferon response is higher after YFV 17D infection than after YFV Asibi infection

Transcripts that were up-regulated in infection with both the viruses are mainly associated
with IFN signaling. Several ISGs were highly up-regulated after YFV 17D infection than after
YFV Asibi infection at 24 hpi (Table and Table S3B). Members of the IFN-inducible
tetratricopeptide (IFIT) family of genes (IFIT1, IFIT2, IFIT3 and IFITM1), the RSAD2 (viperin)
gene as well as MX1 and MX2, members of 2’-5'-oligoadenylate synthase (OAS) family (OAS1,
OAS2 and OAS3), the dsRNA-dependent protein kinase R (PKR), also known as EIF2AK2, or
IF144, IF144L, IFI35, IFI27, IFI16, IFI6, 1SG15 and ISG20 were signicantly detected after both
infections. These ISGs conferred an antiviral state by blocking virus replication at different
levels such as endosomal fusion, regulation of post-transcriptional modification and
maturation [288]. Impact of IFN response was previously described and seemed to be here
linked to both type | IFNBland type Ill IFNA2 (Table 1). Interestingly, some ISGs were only
found after YFV 17D infection (GBP2, IFITM2 and IFIT5) as well as type Il IFNA1, IFNA3 and
IFNA4. Signal transduction of such IFN signaling was then ensure by several factors such as
Janus kinase 2 (JAK2) and STAT1/2/5a and IRF9 which appeared highly (STAT1, STAT2, IRF9)
or only (JAK2, STAT5A) expressed after YFV 17D infection. Particularly IRF9, STAT1 and STAT2

were known to form a specific complex, called ISGFR3 and able to nucleus translocation and



then ISGs transcription initiation [289]. These observations were highlighting a potent major
role of these recently described IFN in liver antiviral response and establishment of a
protective immunity against yellow fever virus. Absence, delay or lower induction of these
factors may lead to incomplete response and serious adverse event observed in wild-type

severe forms [278].

Interferon response
YFV 17D YFV Asibi YFV 17D YFV Asibi
Gene Name Gene ID FC FC Gene Name Gene ID FC FC
IFNB1 NM_ 002176 315.2 82.4| |IMX2 NM_ 002463 220.2 87.6
IFNAL 1 NM_ 172140 148.9 NC| |ISGIS NM_ 005101 187.7 84.4
IFN).2 NM_ 172138 586.8 90.1] [MX1 NM_ 002462 134.9 76.9
IFNA3 NM_ 172139 314.9 NC| |OAS3 NM_ 006187 83.6 51.1
IFNA4 NM_ 00127625 487.8 NC| [OAS2 NM_ 002535 71.7 48.8
IFNARI NM_ 170743 13.8 6.9 |IF144 NM_ 006417 72.3 44.5
IRF9 NM_ 006084 5.1 4.2| |IFl6* NM_ 022873 64.0 38.6
SOCS1 NM_ 003745 20.1 6.7| |IFI127 NM_ 005532 85.0 33.9
STATI1 NM _ 139266 30.1 20.3| |GBP1P1 NR_003133 102.1 32.8
STAT2 NM_ 198332 12.6 9.3| |OASL NM_ 198213 80.3 293
STATSA NM_003152 3.2 NC| |OAS1 NM_00103240 414 274
GBP2 NM_ 004120 5.0 NC| [ISG20 NM_ 002201 57.9 25.5
IFITS NM_ 012420 3.7 NC| [IFITM1 NM_ 003641 45.0 253
IFITM2 NM_ 006435 4.5 NC| |IFIT3 NM_ 001549 61.2 24.9
IFITM4P NR_001590 4.8 NC| |IFIT2 NM_ 001547 41.5 14.9
JAK2 NM_ 004972 6.4 NC| |GBP4 NM_ 052941 30.7 12.2
IF144L NM_ 006820 747.9 390.9( |IFI35 NM_ 005533 213 12.1
RSAD2 NM_ 080657 538.1 226.0| [USP18 NM_017414 21.8 112
IFI16* NM_ 005531 9.0 139.6] [GBP1 NM_ 002053 24.7 10.8
ADAR* NM_ 015840 7.1 122.0| [EIF2AK2 (PKR) NM_ 00113565 9.5 6.7
IFIT1 NM_ 00127092 276.1 93.3] [GBP3 NM_ 018284 9.2 5.0
Pathogen sensing Inflammatory mediators
YFV 17D YFV Asibi YFV 17D YFV Asibi
AXL NM_ 00127859 233 NC| |CCL5 NM_ 002985 3.4 NC
IRF1 NM_ 002198 4.6 NC| |CD40 NM_ 001250 54 NC
IRF3 NR_ 045568 4.6 NC| |CD80 NM_005191 5.0 NC
IFIH1 NM_ 022168 26.0 12.0] [CXCLI2 NM_ 199168 4.7 NC
MYD88 NM_ 002468 4.5 NC| |IL15 NM_ 000585 3.4 NC
TLR2 NM_ 003264 3.2 NC| |IL1SRA NM_ 002189 5.5 NC
DDX60 NM_017631 423 27.7| [IL23A NM_ 016584 3.1 NC
DDX60L NM_00101296] 34.3 18.7) [CXCLI1 NM_ 005409 123.0 31.2
DDX58 (RIG) [NM_014314 22.5 9.4| [CXCL10 NM_001565 76.7 27.7
IRF7* NM_ 001572 13.1 8.6| |CD38 NM_ 001775 60.3 16.1
DHXS58 (LGP2) [NM_024119 12.0 5.9 |CCL8 NM_ 005623 49.3 15.1
NLRC5 NM_ 032206 8.9 4.8 |CD274 NM_014143 19.6 8.4
NOD2 NM_ 022162 5.9 3.4| |CLIP3 NM_ 015526 10.3 4.9
CCL7 NM_ 006273 10.0 4.9
CD68 NM_ 00104005 5.7 3.5
CX3CL1 NM_ 002996 6.0 33




Table 1. Gene enrichment in interferon signaling, pathogen sensing and inflammatory
response.

NC, No Change versus control panel

*YEV Asibi variant: ADAR, NM_001111; IFI16, NM_00120656; IFI6, NM_022872; IRF7,
NM_004031

Large panel of pathogen sensors, transcription factors and inflammatory mediators were

involved after yellow fever vaccine strain infection

The innate immune system encodes for a serie of pathogens sensors, called pathogen
recognition receptor (PRR) that, upon recognition of a viral pathogen, induced a potent
antiviral host immune response [290]. Since major canonical pathways activated after hLiMt
vaccine infection were also related to pathogen sensing, we analyzed associated DEGs. As
depicted in Table 1, our data demonstrated an activation of these sensors after both wild-
type and YFV 17D infection. Sensors of dsRNA, the replicative form of yellow fever genome,
were observed after both infections. The major PRRs are members of the retinoic-acid
inducible gene-l (RIG-I)-like receptors (RLR) family, like DDX58, (also known as RIG-I), IFIH1
(MDA-5) and DHX58 (LGP2). These three transcripts were significantly (p value < 0.05) up-
regulated with higher trend after YFV 17D (RIG-1, FC=22.5, MDA-5, FC=26.0; LGP2, FC=12.0)
than after YFV Asibi infection (RIG-1, FC=9.4, MDA-5, FC=12.0; LGP2, FC=5.9). In addition,
same trends were observed for two others transcripts associated to pathogen sensing, DDX60
and DDX60L, previously described as restrictive factor for in vitro hepatocytes hepatitis C
virus (HCV) infection [291]. Another transcript, encoding for AXL receptor was also observed
after YFV 17D infection (FC=23.3). This receptor was recently described as a potent mediator of

flaviviruses entry like ZIKA virus in human skin cells [292] or DENV in primary kidney epithelial



cells [293]. Finally, our data demonstrated specific inductions, IRF1 (FC=4.6), IRF3 (FC=4.6) and
IRF7 (NM_001572, FC=13.1) transcription factors as well as MYD88 (FC=4.5) and TRIM25, a
downstream regulator of RIG-I pathway [294] after YFV 17D infection whereas only IRF7
(NM_004031, FC=8.6) was observed among YFV Asibi DEGs.

Interestingly, genes associated with inflammation such as cytokines, chemokines and their
receptors were highly expressed only after YFV 17D than after YFV Asibi infection (Table 1).
Chemokine pathway-associated genes, such as C-X-C motif chemokine 10 (CXCL10),
chemokine (C-C motif) ligand 7 and 8 (CCL7 and CCL8) were up-regulated. CXCL10 and
CXCL11 were the highly-expressed chemokines after both infection with YFV 17D (FC=76.7
and 123.0) and YFV Asibi (FC=27.7 and 31.2). Additional chemokines and interleukins (IL),
including CCL5, CXCL12, IL23A, IL15 and receptor IL15RA as well as co-stimulatory molecules

cluster differentiation 40 (CD40) and CD80 were only found after YFV 17D infection (FC<10).

Induction of apoptosis pathways

YFV 17D infection triggered significant increases in the induction of transcripts related to
apoptosis signaling (Table 2). Tumor necrosis factor (TNF)-receptor soluble factor 25 (TNFRSF25)
and TNFRSF13B as well as caspase effector CASP8 and CASP10 appeared specifically up-
regulated after YFV 17D infection. Same observation was done for transcription of BCL2L14 and
AIM2 (absent in melanoma-2) factors. YFV 17D infection also led to higher levels of transcription
of apoptosis effector and regulator genes than YFV Asibi infection: CASP1 (RFCs: 21.3 vs 12.6),
TNFSF10 (RFCs: 11.3 vs 4.3), TNFSF18 (RFCs: 846.7 vs 248.2) and BIRC3 (RFCs: 14.4 vs 6.7).
Inversely, YFV Asibi infection led to specific down-regulation of BCL2L11, TNFSF12 and TRAF5

transcription (FC=-8.6, -3.1 and -4.9 respectively).



Apoptosis

YFV 17D | YFV Asibi YFV 17D | YFV Asibi
Gene Name  |Gene ID FC FC Gene Name Gene ID FC FC
BCL2L13 NM 00127073 30 10| [BCL2L11 NM 138621 [NC -8.6
BIRC3 NM 182962 14 6.7 |DEDD NM 032998 |NC 33
CASP1 NM 033292 21 13| [PDCDI10 NM 007217 |NC 3.1
MAPKSIP2 |NM 012324 4.5 4.1{ |TGIF1 NM 173211 [NC 5.0
TNFRSFIIA |NM 003839 9.0 5.7 |TNFSF12 NR 037146  |[NC -3.1
TNFSF10 NM 003810 11 43| |TRAFS NM 00103391{NC -4.9
TNFSF18 NM 005092 847 248
XAF1 NM_ 017523 51 39| [Autophagy and ubiquitin-proteasome system
BLCAP NM 00116782 -306 NC YFV 17D [YFV Asibi
NAE] NM 00101815 -16 NC| |Gene Name Gene ID FC FC
BMF NM 033503 -5.1 NC| |MTFRI1 NM 00114583 -7.6 -199
TNFRSF10D |NM 003840 -4.0 NC| |MFF NR 102266 -4.6 -149
TGFBR3 NM 00119568 -3.7 NC| |MPVIT7L NM 00112842 33 4.3
CARDI6 NM 052889 3.0 NC| |HERCS NM 016323 120 62
CASP8 NM 033358 32 NC| |HERC6 NM 017912 97 62
TNFRSF25  [NM 00103966 3.4 NC| |[LAMP3 NM_ 014398 774 339
CASP10 NM 032977 34 NC| |LAMP2 NM 00112260 -88 NC
PDCDILG2 |NM 025239 43 NC| [RUFY4 NM 198483 235 NC
CD47 NM 001777 5.0 NC| |PSMBI10 NM_ 002801 5.9 33
BRCA2 NM 000059 8.1 NC| PSMBS NM 148919 5.4 3.5
FAM189B NM 006589 11 NC| [UBA7 NM 003335 6.2 3.8
TNFSF13B  |NM 006573 11 NC| |PSMB9 NM_ 002800 16 8.4
FRMD6 NM 152330 14 NC| [UBA3 NM 198195 5.6 NC
AIM2 NM 004833 19 NC| |UBA6 NM 018227 3.0 NC
BCL2L14 NM 138722 42 NC| |OTUDS NM 00113615 224 NC
GSDMB NM_ 00116595 1000 NC| [NUBI NM_ 00124335 8.0 NC

Table 2. Gene set enrichment in Apoptosis, autophagy and ubiquitin-proteasome system.

NC, No Change versus control panel

Regulation of autophagy pathway and ubiquitin-proteasome system

Liver microtissues infection led to up-regulation of ubiquitin-proteasome-related genes. The
ubiquitin-proteasome system (UPS) is a major actor of protein metabolism and antigen

processing in eukaryote cells. This system could then lead to protein degradation or alternative



function of protein [295]. Transcription of ubiquitin ligase (HERC5 and HERC6) as well as
ubiquitin A7 (UBA7) and proteasome subunits (PSMB8, PSMB9 and PSMB10) were observed
after both infections and with higher trends after YFV 17D infection (Table 2). In addition YFV
17D infection specifically induced transcription of UBA3 and UBA6 as well as ODUTS5, a

deubiquitinase with regulatory abilities [296].

Regarding activation of autophagy pathway, YFV 17D induced specific regulation of activator
RUFY4 (FC=234.9) and LAMP2 (FC=-87.9) transcripts. Both viruses induced increase of LAMP3
transcription, with higher level after YFV 17D infection (FC=774.4 vs 339.0). Finally, YFV Asibi
induced a more marked decrease of mitochondrial fission factor (MFF) (FC=-149.2 vs -4.6) and
mitochondrial fission regulator 1 (MTFR1) (FC=-198.9 vs -7.6) transcriptions. Such inhibition of

mitochondrial fission was indirectly associated with limited autophagy induction [297].

Yellow fever infection impacts cellular and liver metabolism

As previously described in humans during acute phase of infection or following production of
inflammatory cytokines [130,131], decrease of hepatic phase | and phase Il enzymes was
observed (Table 3). Genes encoding to cytochrome P450s appeared specifically down-regulated
after YFV 17D infection (CYP2A6, CYP2B6, CYP2B7P, CYP2C18) or YFV Asibi infection (CYP51A1).
In addition, YFV 17D infection led to down regulation of ABCC4 transporter transcription (FC=-
3.1) as well as several phase Il liver enzyme transcripts such as glucokinase (GCK, FC=-6.2) or
glycogen synthase 2 (GYS2, FC=-3.6). Finally, both infections demonstrated reduction of
microsomal glutathione S-transferase 2 (MGST2) transcription with still higher trend after YFV

17D infection than after YFV Asibi infection (FC=-381.5 vs FC=-5.4).



Cellular and

liver
Metabolism

YFV YFV YFV YFV

17D Asibi 17D Asibi
Gene Name Gene ID FC FC Gene Name | GeneID FC FC
APOBEC3A NM_145699 1422.6 | 480.3 | TBXAS1 NM_001061 NC -5.76
ABCC4 NM_005845 3.1 NC A4GALT NM_017436 3.28 NC
ABCD1 NM_000033 3.3 NC AADAT NM_182662 -4.57 NC
AHCYL2 NM_001130722 -6.68 -5.62 | ACO1 NM_002197 -3.14 NC
APOBEC3D NM_152426 3.0 NC ACOT7 NM_181866 19.58 NC
APOBEC3F NM_145298 7.0 3.4 ACSM3 NM_202000 -3.64 NC
APOBEC3G NM_021822 12.0 5.4 ALPL NM_001127501 | NC -3.52
APOL2 NM_030882 4.6 NC ATAD2B NM_017552 NC 3.44
APOL3 NR_027834 65.6 39.2 | ATP13A2 NM_022089 NC 4.11
APOL6 NM_030641 5.2 3.7 CEACAM1 NM_001712 10.22 | NC
APOM NR_045828 -7.5 -21.2 | CHST9 NM_031422 -5.20 NC
ARNT NM_001197325 NC 3.6 DPH5 NM_001077394 | NC 8.84
ARNTL2 NM_001248002 NC 4.4 ECHDC1 NM_018479 -3.73 NC
CMPK2 NR_046236 104.23 | 58.95 | FAR2 NM_001271783 | 3.21 NC
CNP NM_033133 6.39 3.65 | FOLH1B NM_153696 -3.02 NC
CYP21A1P NR_040090 4.0 NC GCK NM_033508 -6.17 NC
CYP2A6
(includes
others) NM_030589 -3.6 NC GDA NM_001242505 | NC 4.86
CYP2B6 NM_000767 -3.2 NC GLYCTK NR_026700 -3.01 NC
CYP2B7P NR_001278 -3.2 NC GMPR2 NM_016576 -9.86 -3.52
CYP2C18 NM_001128925 -3.4 NC GYLTL1B NM_152312 -3.11 NC
CYP51A1 NM_001146152 NC -3.1 GYS2 NM_021957 -3.60 NC
EPSTI1 NM_001002264 143.35 | 55.30 | HK2 NM_000189 4.14 NC
F7 NM_001267554 NC -7.43 | HOGA1 NM_138413 -3.02 NC
GMPR NM_006877 28.12 | 10.73 | IDO1 NM_002164 5.19 NC
MT1M NM_176870 12.3 3.9 KCND3 NM_172198 -3.21 NC
MT2A NM_005953 6.6 3.1 KDM8 NM_024773 -3.72 NC
PDESA NM_002605 -5.13 NC LIAS NM_001278592 | 7.87 NC
PHACTR4 NM_023923 6.37 3.03 | MAT2B NM_182796 NC -3.31
PLA2G12A NM_030821 -3.2 NC MBOAT4 NM_001100916 | 76.62 NC
PLA2G2A NM_001161727 4.2 NC METTL23 NM_001206986 | NC 9.22
PLA2G4C NM_001159323 3.5 NC MGST2 NM_001204368 | 381.52 | -5.38
PLSCR1 NM_021105 12.72 | 7.88 | NDUFC1 NM_002494 -22.21 | NC
PLSCR4 NM_001128305 4.13 3.05 | NEK6 NM_001166169 | NC 248.65
PPM1J NM_005167 12.64 | 4.42 | NR1H4 NM_001206978 | 232.02 | NC
PPM1K NM_152542 8.24 3.84 | NUDT22 NM_001128613 | 51.76 | NC
SDS NM_006843 11.43 | 4.53 0GG1 NM_016821 NC -3.01
SLC12A2 NM_001046 -6.2 -3.7 OSBPL8 NM_020841 NC 8.06
SLC13A5 NM_177550 8.6 6.2 OSTC NM_001267817 | NC -4.03
SLC15A1 NM_005073 3.0 NC PKD2L1 NM_016112 3.33 NC
SLC15A3 NR_027391 5.7 3.5 PLPP5 NM_032483 NC 3.47
SLC1A2 NM_001195728 -6.4 NC PLPPR1 NM_017753 -9.90 NC




SLC23A3 NM_001144889 -4.0 NC PNPLA8 NM_001256007 | NC -3.30
SLC25A28 NM_031212 8.2 4.3 PPP4R3A NM_001284280 | NC 4.43
SLC25A42 NM_178526 -3.1 NC PTPRU NM_133178 606.62 | NC
SLC37A1 NM_018964 3.9 NC RDH5 NM_002905 -3.77 NC
SLC38A5 NM_033518 7.8 NC SCO2 NM_001169111 | 38.60 | NC
SLC5A9 NM_001135181 -3.6 NC STARDS NM_181900 9.9 3.84
SLC6A9 NM_001024845 5.9 NC TRPV4 NM_001177433 | -19.1 NC
SLCO1B3 NM_019844 -4.5 NC UGT1A6 NM_205862 NC -9.16

Table 3. Gene set enrichment in cellular and liver metabolism.

NC, No Change versus control panel

A potent activation of lipid metabolism was observed in our dataset after YFV 17FD. Transcripts
of APOBEC- (APOBEC3A, -3F, -3G and —D) and APOL-families (APOL2, -3, -6) appeared up-
regulated (Table 3). In addition, increased transcriptions of phase Il liver phospholipase
PLA2G2A and PLA2G4C were observed and reflected activation of lipid metabolism pathway and
inflammatory process [298]. In addition to lipid metabolism activation, we found overexpression
of both metallothionein -2A and -1M, two enzymes involved in response to reactive oxygen
species (ROS) [299] and depicted in table 3 with higher fold changes after YFV 17D than after

YFV Asibi infection (FCs: 6.6 and 12.3 versus 3.3 and 3.9).

Regarding YFV Asibi infection, we observed a specific increase of aryl hydrocarbon (AhR)
receptor nuclear translocator (ARNT) and ARNT like 2 (ARNTL2) transcription with respective
fold change of 3.6 and 4.4 versus non-infected control panel. These two transcripts were
involved in AhR immune modulator pathway described for regulation of responses following

influenza A virus infection, by interaction with viral protein [300].



Kupffer cells exert control on immune response induction following YFV 17D infection.

To evaluate a potent additional effect of Kupffer cells addition in 3D human liver microtissues,
we performed high throughput same high throughput sequencing analysis using 3D hepatocytes
liver model infected by both YFV 17D and YFV Asibi at m.o.i. 10 for 24 hours. We first compared

basal expression levels of gene in both model (Figure 6A).
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Fig. 6. Role of Kupffer cells in transcriptome profile modulations after YFV 17D infection.

A. Comparison of coverage values of transcripts in non-infected 3D pluricellular model versus 3D
hepatocytes model. Transcripts with at least 2-fold higher coverage expression value were presented in
red in pluricellular model and in green for 3D hepatocytes model. B. Comparison of Fold change
expression for common DEGs detected after infection of 3D pluricellular model or 3D hepatocytes model
with YFV 17D at m.o.i. for 24 hours. DEGs were determined by comparison between infected cells and
control non-infected cells in each model. Each transcript expression represents average of 4 biological
replicates.

By analyzing FPKM coverage expression we identified a set of 59 transcripts with higher
expression level in model with Kupffer cells than in model without Kupffer cells. Particularly

higher coverages were obtained for 3 ISGs (GBP4, GBP5 and IFI16), 2 transcription factors (IRF3



and IRF7) and 3 chemokines (CCL5, CCL8 and CXCL10). Of note, 4 ISGs appeared highly
expressed in model without Kupffer cells (IFIT1, IFI6, IFITM1, USP18) as well as two apoptosis
related transcripts (CASP1 and TNFSF18). Following YFV 17D infection, 471 DEGs were
commonly found in both models. In model without Kupffer cells, we identified 74 transcripts
(15.7%) with at least |2]| fold higher fold change expression level than in model with Kupffer
cells (Figure 6B). These data will need further investigation regarding protein expression levels. @
Among these transcripts, we identified several IFN (IFN-A1, IFN-A3 and IFN-A4) and ISGs (GBP1,
GBP4, GBP5, IFIT3, IFI16 and OASL). Three transcription factors were also described (IRF3, IRF7
and STAT1) as well as chemoattractants (CXCL10, CXCL11 and CCL5) and apoptosis related

factors (CASP10, TNFSF13B and BCL2L14).

Discussion

RNASeq technology was here employed to provide a comprehensive identification of the major

elements in the liver response to infection or vaccination with yellow fever wild-type or



attenuated strains. Use of spike standards to set detection threshold allowed us to identify a

panel of abundant gene transcripts and to perform biological analyses.

We confirmed in this model the establishment of a full antiviral response after YF 17D infection

and a delayed and weaker response after YF Asibi infection.

The early induction of ISGs as well as driving of antiviral response by type Ill IFN and initiation of

viral clearance through activation of apoptosis.

Panel of ISGs identified in this random approach of transcriptome analysis appears to be the
largest after YFV 17D infection. Such observation reflects host ability to sense the virus and
activate several antiviral mechanisms with limited opportunity of escaping [288,301,302].
Among genes related to antiviral response, we identified STAT1 IRF7, two transcription factors,
and EIF2AK2, a sensor of dsRNA also known PKR, three factors previously associated to in vivo

human vaccine efficiency [124,240,242].

As depicted in this study, RNA sequencing allows identification of alternative pathogen sensor
transcription such as NOD2, TLR2 and NLRCS5, reflecting the ability of YFV 17D to impact a large

spectrum and polyfunctional immune response [124].

Both CXCL10 and CXCL11 have been shown to recruit T- and NK-cells in DENV-infected mice
[303]. Monocytes were attracted to infectious site by expression of CCL7 [304]. In addition to
cellular attraction, our analysis also highlights transcription of IL15 RA and IL15 both known to
be expressed at the surface of macrophages and involved in transactivation of infiltrated NK
cells [305]. Of note, NK cells represent the major infiltrated cells with CD8+ T lymphocytes

observed in human liver necropsies after fatal form of yellow fever disease [21]. In addition



early activation and proliferation of systemic NK cells were observed after vaccination with

potent role in viral clearance [306].

New evidence of viral clearance was here suggested with transcription of apoptosis-,
autophagy- and ubiquitin-proteasome related genes. Particularly AIM2 inflammasome was
known to initiate apoptotic pathway through activation of CASP1 and CASP8 [307]. CASP1 is also
involved in pyroptosis, a programmed lytic cell death pathway, in the liver [308,309]. Autophagy
and proteasome activation were supposed by respective inductions of lipid metabolism and
proteasome subunit transcriptions. However, further investigation will be needed to highlight

these observations and observe viral clearance at later time than 24 hpi.

Finally, comparison of organotypic liver model with or without primary Kupffer cells allows
identification of a potential tolerogenic role of this resident macrophages by limiting intensity of
IFN response and particularly of type Il IFN responses after both infections. Moreover,
alternative death mechanism was suggested by higher DNA diffusion in model without Kupffer

cells and particularly after YFV Asibi suggesting a non-controlled cell death was occurring (Fig 7).
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Figure 7. Differential cellular death after YFV Asibi and YFV 17D infection.

Human liver microtissues were infected with YFV Asibi or YFV 17D at m.o.i 10 for 72 hours. Images show
detection of nuclei (blue) in infected-primary hepatocytes 3D model (upper panel) or in infected-human
liver microtissues (lower panel). Scale bars, 50 um. All observations were performed by confocal
microscopy using AxioZeiss microscope observer.

We confirmed the disruption of liver metabolism previously observed in stem cells derived
hepatocytes after YFV 17D infection. In addition, some mechanisms including potent induction
of AhR modulator pathway, alternatives splicing of ISGs and regulation of mitochondrial fission

may be part of YFV Asibi to escape antiviral response [64,300,310].

Finally, we confirmed the interest of the use of 3D co-cultured organotypic model better

reflecting the organ microenvironment and including specific resident and tolerant immune



cells. In addition, study of interactions with other immune cells might be helpful to better

understand yellow fever virus hepatic involvement and pathogenesis.









VIl. DISCUSSION

La tolérance immunitaire du foie est médiée par un microenvironnement particulier incluant acteurs
cellulaires, un systeme de détoxification et une matrice extracellulaire (MEC). La combinaison de ces
trois facteurs permet un contréle des réponses immunitaires en présence d’agents exogenes non
pathogenes principalement issus de la digestion. Le seuil d’enclenchement de la réponse immunitaire se
trouve ainsi considérablement augmenté par rapport aux autres organes et représente un challenge
pour I'élimination de virus hépatotropes tels que les virus de I'hépatite C et de la fievre jaune.
L'induction d’une réponse antivirale précoce, compléte et efficace impactant le controle de la réplication
virale et de sa dissémination apparait donc un élément clé de la réponse hépatique contre le virus de la

fievre jaune.

La perte du viscérotropisme, classiquement observé lors des infections sauvages, est une caractéristique
commune aux vaccins vivants atténués issus de la souche YFV 17D. Ainsi contrairement aux infections
sauvages qui montrent I'infection des hépatocytes et des cellules de Kupffer aprés nécropsies, aucune
évidence de l'infection hépatique n’a été démontrée a la suite de la vaccination [276]. Ces observations
ne sont pas corroborées par le fait que les deux virus, YFV Asibi et YFV 17D, présentent le méme
tropisme cellulaire in vitro [71,249,250]. Néanmoins le choix des modeles d’étude représente une part
importante de ces résultats. En effet, I'établissement de lignées cellulaires a été associé a la perte des

fonctions métaboliques et immunitaires [175].

Les outils

Nous avons donc choisi d’orienter nos études sur I'amélioration des modeles cellulaires hépatiques et en
particulier sur |'utilisation d’'un modéle de co-culture en 3D d’hépatocytes et de cellules de Kupffer
primaires [186]. En parallele, I'utilisation d’hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires a

permis de s’affranchir des problemes de colts tout en utilisant un modele reproduisant les capacités



métaboliques et immunitaires des cellules primaires et déja intégré dans des études d’infection sur des

virus hépatotropes come le VHC ou le VHB [182].

L'approche transcriptomique menée dans ces travaux englobe |'utilisation de deux technologies haut
débit et nous a permis d’identifier plus de 600 genes régulés suite a I'infection par le virus de la fievre
jaune dans les hépatocytes. L'utilisation du RNASeq a été récemment employée dans de multiples
études impliquant des virus afin de caractériser les profils transcriptomiques de différentes souches ou
dans différentes cibles de I’"hote associé [311,312]. Cependant, la matérialisation de données massives
implique la mise en place d’analyses bio-informatiques et statistiques encore non standardisées. La
méthode de normalisation FPKM ne dispose pas d’outil pour définir le seuil de détection a appliquer ce
qui méne classiquement a la détection d’un plus grand nombre de faux positifs [260,271]. En utilisant
des controles externes, appelés spikes et constitués d’ARN de plantes de quantités connues, nous avons
pu déterminer les limites de quantification a appliquer au RNASeq. L'application de ces standards dans la
méthode de normalisation FPKM nous a permis d’obtenir une corrélation entre le nombre de copies de
chaque ARN et la couverture des transcrits détectés. Ainsi la méthode de normalisation FPKM avec une
couverture partielle minimale de 0,63 FPKM pour chaque transcrit a été privilégiée. Enfin la comparaison
des méthodes de normalisation entre elles, au regard des corrélations avec les données de PCRarray et
de l'activation des voies de signalisation de la réponse immunitaire a été faite. En confirmant de
précédents résultats, la méthode FPKM nous permet ainsi d’obtenir de meilleures corrélations avec les
données de PCR et de significativité d’activation des voies de signalisation que les méthodes DESeq2 et
RUV [261]. De telles observations sont néanmoins a restreindre au champ du séquencgage réalisés dans le
cadre de notre étude « Transcriptome analysis of human liver microtissues infected with wild-type and
vaccine yellow fever viruses » au regard des faibles variations entre nos souches et les profils de
réponses qu’elles induisent. Ces conclusions seraient donc a reconsidérer dans un contexte d’étude

clinique, de comparaisons d’especes ou encore de variabilité technique importante. Cette étude



constitue ainsi a ce jour la plus compléete des études menées sur les modulations du transcriptome

induites par le virus de la fievre jaune dans des cellules hépatiques humaines.

Entrée du virus

Notre étude confirme I'aptitude de la souche YF 17D, a l'instar de la souche sauvage YFV Asibi a infecter
les hépatocytes. Ces observations impliquent que la souche YFV 17D peut infecter le foie in vivo. Par
ailleurs I'aptitude des deux virus a infecter et se répliquer dans les cellules de Kupffer confirme une
étude précédente menée in vitro [72] mais également la détection des antigénes viraux faite dans ces

mémes cellules a la suite de nécropsies [276].

La majeure partie des mutations qui distinguent les génomes de la souche YF Asibi et de la souche YF
17D sont situées dans I'enveloppe. La permissivité des cellules a I'infection par les deux virus réside entre
autres dans une mutation du génome au niveau de I'acide aminé 380 (K-> R), située dans la protéine
d’enveloppe E et connue pour améliorer la liaison avec les glycosaminoglycans (gags) a la surface des
cellules cibles, favorisant ainsi I'efficacité de l'infection par la souche YFV 17D [210]. Bien que nous
n’ayons pas reproduit ces résultats dans notre modele, une étude récente suggere que ces mutations
entrainent I'utilisation de voie d’endocytose alternative [313]. L’hypothése d’un récepteur alternatif
n’est pas a exclure. Les flavivirus disposent en effet d’'un panel de récepteurs, variants selon les cibles
cellulaires [47]. La présence abondante de ces co-récepteurs au niveau hépatique pourrait également
représenter une voie d’entrée alternative pour le virus de la fievre jaune. Le virus de I'hépatite B (HBV)
infecte les hépatocytes via I'utilisation d’un co-transporteur hépatique, le NTCP (sodium-taurocholate

co-transporter polypeptide), que I'on trouve exprimé en quantité sur les hépatocytes [314].

Etablissement des réponses immunitaires innées



Comme une conséquence directe de I'entrée du virus dans la cellule, il a été montré que I'activation des
senseurs cytosoliques RIG-I et MDA-5 était dépendante de la concentration en ARNdb [315]. Une
augmentation de la charge virale d’infection dans nos modeles n’a eu qu’un effet limité sur les niveaux
d’entrée et de réplication. En revanche, les réponses induites I'ont été de maniere plus précoce et
particuliéerement avec la souche 17D. Cette réponse antivirale se manifeste par I'induction d’un panel de
senseurs cytosoliques, I'activation de réponse IFN mais également de médiateurs de I'inflammation et de

chémoattractants.

Détection des pathogénes

Une augmentation de la transcription des senseurs cytosoliques MDA-5 et RIG-I et LGP2 est observée.
Ces senseurs de I'ARN double brin représentent un aspect important de l‘initiation de la réponse
immunitaire suite a I'infection par le virus de type ARN présentant cet intermédiaire de réplication. Ces
récepteurs ont déja montré leur efficacité dans les réponses a l'infection par les virus hépatotropes HCV
et HBV [316,317]. La plupart d’entre eux sont des génes induits par les IFNs [318,319]. L’augmentation
de leur expression pouvant donc étre assimilée a une amplification de la réponse [320]. La capacité du
virus YFV 17D pour activer la voie de détection ARNdb et de susciter des réponses immunitaires innées
solides (y compris I'activation précoce des IRF7) a été rapporté précédemment in vivo chez des sujets
vaccinés YFV 17D [124,240] et les macaques [277], et in vitro dans les cellules hépatiques, mais
seulement sur un petit nombre de genes sélectionnés [71,72]. D’autres voies de détection sont
également suggérées. Il a précédemment été montré que la souche vaccinale YFV 17D induisait une
signalisation multiple par les TLRs en parallele de la détection des ARNs double brins. Bien que ces
activations soient également associées a la présence de protéines d’ceuf, ces observations témoignent
de I'aptitude du virus a stimuler un large spectre de senseurs [239]. Dans nos mains, les souches sont
issues d’'une amplification sur cellules Vero [249]. Si seuls le TLR2 et le facteur MyD88 sont transcrits a la

suite de l'infection par le virus YFV 17D dans le modele de co-culture en 3D, on dénote la présence de



voies alternatives impliquant les récepteurs de la famille des NLR (Nod-like receptors), NOD2 et NLRCS5.
Le senseur NOD2 est généralement associé a I'activation des facteurs de transcriptions IRF3, IRF7 et
NFKB, le senseur NLRC5 est quant a lui plutot décrit comme un régulateur de ces différentes signalisation
[321]. Prises ensemble ces données suggerent la mise ne place d’une détection globale suite a I'infection

par la souche YF 17D mais avec des mécanismes régulateurs pour le contréle de ces activations.

Etablissement des réponses IFN.

La mise en place des réponses IFN représente une des composantes principales de la réponse antivirale.
Dans notre étude, I'infection par le virus de la fievre jaune engendre une activation majeure des IFNs de
type lll, aussi appelés IFN-As. Ces IFNs sont les plus récemment décrits [322]. Contrairement aux IFNs de
type |, leur récepteur n’est pas ubiquitaire puisque majoritairement exprimé au niveau des cellules
épithéliales [320]. De fait la réponse aux IFNs de type Ill est supposée comme majoritairement tissulaire
en comparaison de I'activité systémique des IFNs de type |. Néanmoins le panel d’activation d’ISGs est
semblable a celui engendré par les IFN de type | [320]. Les voies d’activations passent par le complexe
ISGF3 (STAT1/STAT2/IRF9) qui va transloquer dans le noyau pour induire les ISGs [323,324]. La souche
17D induit ainsi la transcription des IFNs de type Il : les IFNA1, A2, A3 et A4. Une activité deux fois plus
importante de I'lFNA3 par rapport a celle de I'lIFNA1 et de seize fois par rapport a celle de I'lFNA2 a été
décrite [325]. Bien que n’ayons pas testé la transcription de I'IFNA3 dans le modeéle d’hépatocytes
dérivés de cellules souches, cette transcription apparait uniquement dans le cadre de l'infection par la
souche YF 17D et avec des niveaux supérieurs a ceux obtenus pour les autres IFNs. Il sera donc
intéressant d’avoir un regard fonctionnel de cette activité antivirale dans ce modele d’étude. En plus des
IFNs de type lll, les deux virus induisent la transcription de I'IFN B1 de type I. En revanche les IFNa ne
sont détectés que ponctuellement dans le modele 2D suite a l'infection par la souche YFV 17D. Enfin,
aucune observation de I'IFNy n’a été faite dans ce contexte. Ces deux catégories d’IFNs sont pourtant

décrites dans le cadre des infections par les flavivirus. L'IFN-y a en effet été décrit comme un facteur



limitant de la virémie et de la nécrose hépatique chez le singe [245]. Par ailleurs, une production de cet
IFNy au cours de la premiére semaine post vaccination a été démontrée comme déterminante dans la
protection chez la souris. Néanmoins ces inductions ont été observées dans les ganglions lymphatiques
et la rate laissant ainsi la place dans I'évolution de la pathologie aux facteurs extra-hépatiques non

investigués dans notre étude [246].

Induction des ISGs

Les aptitudes d’inductions d’ISGs par les IFNs de type | et de type Ill ainsi que du maintien de leur
expression sont reconnues comme variables. Si la stimulation par les IFNa, faiblement détectés dans
notre contexte, est plutot transitoire, elle apparait plus étendue avec les IFNB1 et les IFNAs [326].
L'activité antivirale des ISGs est variable et peut se manifester a la fois par action direct contre la
particule virale, par des modulations du cycle de réplication ou par action sur le métabolisme cellulaire,
souvent détourné au moment de l'infection virale [288,327]. Par ailleurs les inductions a large spectre
ciblant plusieurs compartiments sont souvent les plus adéquates en comparaison d’une induction plus
intense mais localisée pouvant étre la cible de stratégies d’évasion [64]. La dynamique d’induction de ces
ISGs apparait clairement différente entre les deux infections, quel que soit le modéle d’étude choisi. Les
réponses IFNs induisent un panel de plus de 30 ISGs avec des activités antivirales bien décrites et facon
plus précoce et/ou plus intense avec la souche YF 17D par rapport a la souche YF Asibi. En particulier, on
retrouve majoritairement exprimés les IFIT1, 2 et 3 mais également les OAS1, 2 et 3 ou encore I'ISG15 et
les MX1 et MX2. L'observation de l'induction du facteur PKR, aussi appelé EIF2AK2, a déja été décrit
comme prédictive de la réponse neutralisante des anticorps [240]. Cette détection particuliére est
néanmoins également observée dans le cadre de linfection par la souche sauvage, évoquant une

réponse globale au virus de la fievre jaune plus qu’une particularité de la souche vaccinale.

L'observation de la transcription de certains ISGs dés 4 heures suivant la mise en contact entre la souche

YF 17D et les cellules refléte I'existence de mécanisme d’induction indépendant des IFNs, non détectés a



ce temps. Ces inductions précoces d’ISGs ont déja été décrites dans un contexte d’infection virale. Ces
activations rapides ont en effet été reliées a la limitation des formes séveres de I'infection par le virus
West Nile et se font par I'intermédiaire des facteurs de transcription IRF3 et IRF7 [114,328]. Parmi ces
ISGs, on retrouve les genes de la famille des IFIT et de la famille des OAS mais également le facteur
EIF2AK2, aussi appelé PKR, qui s’active par reconnaissance de ’ARNdb synthétisé des le début du cycle
de la réplication du virus de la fievre jaune. La dynamique différente et parfois I'absence d’activation de
ces genes suite a l'infection par la souche YF Asibi pourrait contribuer a un contréle moins important de
la réplication et de la dissémination. Elle pourrait également étre une conséquence directe d’un sensing

plus faible et/ou altéré de ce virus par rapport a la souche YF 17D.

La détection de variants d’épissage au niveau de différents ISGs (IFI6, IFI16, ADAR) pourrait impacter
I'activité antivirale de ces derniers. Dans une étude d’infection des cellules Huh7.1 par le virus de
I’hépatite C (HCV) traitées ou non par I'lIFNaq, il a été montré I'existence d’'un complexe d’épissage, le
« spliceosome », était responsable de I'induction d’un variant d’une protéine d’initiation de la traduction
classiquement utilisée au cours du cycle réplicatif [310]. Ces inductions alternatives pourraient étre le
reflet d’une stratégie de la souche YF Asibi pour limiter I'activité antivirale de ces facteurs. La plus forte
induction de la réponse IFN par la souche YF 17D pourrait également expliquer I'induction de différents
variants. La large activation du panel d’ISGs avec une intensité plus marquée suite a l'infection par la
souche YF 17D est donc le reflet de I'efficacité de la réponse IFN. Cette réponse se révélant
caractéristique puisque permettant d’identifier des éléments jusqu’alors non décrits pour l'infection

hépatique du virus de la fievre jaune.

Clairance virale

La mise en place de ces réponses contribue a I'inhibition de la réplication, de la dissémination et a
I’orientation vers la clairance du virus. Cette clairance est médiée par différentes voies parmi lesquelles

on trouve la voie apoptotique. L'infection par le virus de la fiévre jaune semble entrainer I'initiation de la



voie extrinseque de l'apoptose dans les deux modeéles d’études. L’activation de la voie du TNF, via
I'induction du facteur TNFSF10, aussi appelé TRAIL est ainsi majoritairement observée a la suite de
I'infection par la souche YF 17D tout comme I'induction des caspases initiatrices caspase 8 et caspase 10.
En parallele de cette apparente initiation, certains mécanismes régulateurs sont suggérés par I'induction
simultanée de facteurs anti apoptotiques (BIRC3, CARD6), de facteurs mixtes (BCL2L13, BCL2L14) ou pro-
apoptotiques (XAF1). Ces régulateurs sont notamment décrits pour limiter les inductions non controlées

et les potentiels dommages collatéraux [329].

Une modulation de la voie de I'autophagie est observée dans cette méme infection. C'est une voie
privilégiée pour la dégradation des protéines et les réactions au stress oxydatif. Elle se manifeste par la
formation de vésicules lipidiques, appelée phagosome, qui fusionnent par la suite avec les lysosomes
dans lesquels les diminutions de pH vont participer a la dégradation propre du matériel protéique. Enfin
le role des mitochondries dans ce phénomene apparait lié a leur capacité de fusion et de fission afin
d’éviter la dégradation dans les particules autophagiques. Ainsi une augmentation de la transcription des
geénes RUFY4 et LAMP3 est associée ici a une activation de la voie de I'autophagie suite a I'infection du
modele en co-culture par la souche YF 17D. En paralléle cette observation est appuyée par une activation
marquée du métabolisme des lipides et de la réponse au stress oxydatif via l'activation de la
transcription des phospholipases et des apolipoprotéines mais également par la transcription de deux
métallothionéine (MT2A et MT1M) qui sont des chélateurs d’ions impliqués dans ces réponses au stress
[330]. Le virus YF Asibi n’induit pas ces activations et linhibition de deux facteurs de la fission
mitochondriale (MFF et MTFR1) semble limitante pour I'induction de I'autophagie et favorable a des

dérégulations du métabolisme cellulaire [331].

Enfin, la potentielle activation du systéme ubiquitin-protéasome représente un troisieme axe dans la
clairance virale. Plusieurs sous-unités du protéasome ainsi que certaines ubiquitines et ubiquitines

ligases sont ainsi observées apres l'infection par la souche 17D. Ce systéeme est connu pour son



implication dans la prise en charge et la présentation des antigénes par les cellules présentatrices
(cellules de Kupffer, cellules dendritiques) [332]. Des mécanismes de détournement de ce systeme sont
par ailleurs décrits pour d’autres flavivirus. Les virus du West Nile et de la Dengue utilisent ainsi le

facteur CBLL1, une ubiquitine ligase, pour faciliter les premieres étapes de I'entrée du virus [333].

Recrutement et activations cellulaires

L'aptitude de prise en charge des antigenes est par ailleurs a associer a I|'attraction de cellules
immunitaires, capables de capter ce signal et d’effectuer le « switch » vers la réponse adaptative. Les
deux virus induisent la transcription et la traduction d’un panel de chemoattractants des lymphocytes,
des monocytes et des cellules NK (CXCL10, CXCL11, CCL5, CCL2, CCL3). Des facteurs de co-stimulations et
de maturations (CD40 et CD80) sont également transcrits tout comme certaines cytokines aux activités
pro-inflammatoires (IL15, IL15RA et IL23a). L’IL23a a été démontrée comme un facteur important pour
limiter les formes létales des infections par le virus West Nile en favorisant les infiltrations de leucocytes
CD45+ et de macrophages CD11b+ [334]. De son c6té I'lL15, est classiquement exprimé sur le récepteur
ILA5RA a la surface des macrophages et permet la trans-activation des cellules NK lors de leur
infiltrations hépatiques, comme démontré lors de l'infection par le virus HCV [305]. Les cellules NK
lymphocytaires sont des cellules innées et résidentes du foie. Leur position les place en premiere ligne
du recrutement post infection. L’attraction des cellules NK est importante dans la réponse contre le virus
de la fiévre jaune. Une activation précoce suivie d’'une période de prolifération ont ainsi été observées a
la suite de la vaccination. Cette méme étude a également démontré la corrélation avec les
concentrations plasmatiques en IFN de type Ill [306]. De plus, des cellules NK ont été détectées dans
différentes zones du foie avec un réle clairement établi dans la clairance virale [101]. Enfin les cellules NK
spléniques et hépatiques ont été récemment démontré que la médiation des réponses de mémoire

spécifiques de I'antigéne chez les primates non humains [335].



La mise en place des réponses innées et cellulaires est ainsi observée aprés I'infection des deux souches
et dans les deux modeles de I’étude. La réponse induite par la souche YF 17D apparait néanmoins plus
compléte allant du potentiel sensing a large spectre du pathogene, en passant par I'induction des
réponses inflammatoires et aux interférons avec des activités antivirales directes. La chémoattraction de
cellules immunitaires est également engendrée pour les lymphocytes, les monocytes et les cellules NK.
Enfin des mécanismes relatifs a la clairance du virus sont engendrés par I'intermédiaire des voies de
I'apoptose, de I'autophagie et du protéasome. Ces observations sont faites aprés utilisation de faibles
doses de virus dans le modéle d’hépatocytes dérivés de cellules embryonnaires humaines. L'organisation
mondiale de la santé préconise l'utilisation de dose de 4,0 loglOPFU [223]. La capacité de la souche YF
17D a induire, contrairement a la souche YF Asibi, une forte immunité et une réponse mémoire
hépatique a des doses similaires pourrait expliquer I'aptitude de cette souche a établir une protection a
vie. De son coté la souche YF Asibi présente des activations similaires mais parfois incomplétes. Les
profils entre les deux souches sont néanmoins comparables au temps tardif des analyses. En parallele,
des activations de variants alternatifs d’ISGs, une inhibition plus marquée de la fission mitochondriale ou
encore de mécanismes régulateurs de la réponse immune sont observées. Un effet cinétique de la

réponse sans exclure de potentiels mécanismes d’échappement sont suggérés [64].

Impact du métabolisme et de la tolérance hépatique

Dans un contexte immun classique, ces réponses seraient suffisantes pour contréler le virus. La capacité
du virus sauvage a induire une réponse adéquate et efficace, en ligne avec la résolution spontanée de
I'infection est observée chez environ 80% des patients infectés, avec un retour a une homéostasie du
foie, une reconstitution de I'architecture hépatique et le développement d’'une immunité protectrice
[21]. Le foie est néanmoins un organe décrit pour sa tolérance immunitaire [140]. Celle-ci se manifeste
essentiellement en raison du role central du foie dans I’élimination des produits de la digestion et d’un

ensemble de molécules exogenes non pathogenes. L'expression des enzymes hépatiques de phase | et



de phase Il, acteurs majeurs de la détoxification, dans nos différents modeles confirment leur relevance
[179,180,186]. La perte de ces activités a en effet été démontrée dans de nombreux modeles cellulaires
issus d’un processus carcinogénése voire sur des cellules primaires isolées et maintenues en culture sur
du court terme [175]. Au cours de l'infection par le virus YFV 17D, une diminution de la transcription de
ces genes est observée dans les deux modeles d’étude. De telles observations ont d’ores et déja été
décrites dans des contextes inflammatoires et au cours de la phase aigué d’infection, en réponse a la
production de cytokines pro-inflammatoires [130,131]. Il est a noter qu’une corrélation entre les
expressions in vitro et in vivo des cytochromes P450 [336]. Cette régulation négative observée
majoritairement apres 'infection par la souche YFV 17D pourrait refléter les tentatives de cellules pour
rétablir ’'homéostasie cellulaire et ainsi la survie. Ces résultats sont confortés par I'observation d’une
régulation négative de la transcription de certains génes liés a la toxicité hépatique mais également a
I'initiation des voies de l'autophagie par cette méme souche. Comme discuté précédemment, la
formation de vésicules autophagiques est une des réponses majeures a l'induction du stress oxydatif, ici
induit par l'infection et les réponses immunitaires [337]. Ces résultats restent encore partiels et

nécessiteraient la mise en place de test fonctionnel afin d’évaluer les régulations de ces voies.

De son c6té la souche YF Asibi ne montre que de faibles régulations de ces mécanismes. Cela peut
refléter la dynamique dans les réponses induites par les deux souches. Néanmoins, les deux modeles ont
présenté une altération des tapis cellulaire (hépatocytes dérivés de cellules souches embryonnaires) ou
dans les rendements d’ARN cellulaires extraits (modele organotypique en co-culture) rendant impossible

les analyses de transcription sur des temps plus tardifs.

A l'inverse, certaines transcriptions peuvent étre associées a des issues pathologiques. En particulier, la
transcription de l'acide glutamique décarboxylase GAD1 n’est diminuée que suite a l'infection par la
souche YF 17D. Une augmentation de sa transcription a été démontrée comme une amplification de

I'activation  du  neurotransmetteur = GABA  (acide  gamma-aminobutyrique) responsable



d’encéphalopathies hépatiques [338]. Enfin si les caspases 8 et 10 ne présentent pas de transcription
suite a l'infection par la souche YFV Asibi, la caspase 1 se trouve exprimée et pourrait étre impliquée
dans 'activation de la pyroptose, une voie programmeée lytique de la mort cellulaire dans les hépatocytes

[308,309].

Des études plus récentes sur |'étude de la toxicité des drogues au niveau hépatique ont démontrées les
interactions entre différentes signalisations pro-inflammatoires (PI3K/Akt) et les voies métaboliques de
détoxification. Ces voies interagissant en synergie et avec des mécanismes de balance [339,340]. Dans un
contexte tolérogene, cette synergie des voies métaboliques et immunitaires peut s’avérer primordiale.
Les cellules de Kupffer apparaissent comme un médiateur important de cette tolérance. Dans nos mains,
la présence de ces cellules primaires réduit les intensités de réponses induites. Une transcription basale
de certains facteurs de transcription et de certains ISGs pourrait étre a l'origine d'un
microenvironnement plus immun accélérant la détection et I'élimination d’un pathogene. Une
confirmation des expressions protéiques et des mécanismes antiviraux associés nécessitera des
investigations ultérieures. Contrairement a des données démontrant l'intensification de la réponse
inflammatoire suite a la stimulation par le LPS, I'ajout des cellules de Kupffer apparait ici comme limitant
I'intensité des réponses immunitaires induites [186]. En particulier, les réponses IFN apparaissent
limitées au niveau des inductions des IFN de type Ill et d’un panel d’ISGs. Les macrophages hépatiques
jouent un role de barriére entre le systéme systémique et le parenchyme hépatique. En captant les
agents exogenes, ces cellules vont participer a I'orientation des réponses immunitaires ou métaboliques.
Dans un contexte non pathogeéne, les cellules de Kupffer ont montré leur aptitude a engendrer des
réponses lymphocytaires T régulatrices chez la souris. La détection d’un pathogene et l'initiation d’un
contexte inflammatoire inhibe cette aptitude et entraine la mort des cellules de Kupffer [152]. Cette
mort se fait en partie par la mise en place d’une nécroptose, un mécanisme de mort cellulaire controlée
par le systeme mais générateur d’une rupture cellulaire et de la libération de facteur toxiques et

inflammatoires [152,341]. Ces libérations vont initier le recrutement d’acteurs cellulaires extra-



hépatiques, en particulier les monocytes et aider a I'orchestration d’'une réponse immunitaire efficace
suivie d’un retour a ’homéostasie [342]. L'infection par le virus de la fievre jaune est caractérisée par les
atteintes du parenchyme hépatique. Des dégradations importantes des tissus sont observées dans les
phases tardives de l'infection sévére [276]. Néanmoins la détection précoce des transaminases
hépatiques dans les sera de patients vaccinés ou ne présentant pas de symptomes apparents suite a
I'infection témoignent d’une atteinte hépatique rapide et potentiellement immunogéne. Ces
observations ont déja été faites pour le virus de I'hépatite C (HCV) dans les hépatocytes primaires
humains. Si la persistance du virus et de ces mécanismes de mort cellulaire sont plutdt associées au
développement de fibroses et de cancers, le role initial de ce mécanisme dans la clairance virale et le

retour a ’homéostasie hépatique n’est pas a exclure [343].






VIIl. Conclusion

L'importance des signaux produits par le virus YF 17D dans ces cellules et a de faibles doses permettrait
d’assurer cette rupture de tolérance, en activant le systeme immunitaire, la clairance virale et le retour a
I’'homéostasie hépatique. Cette restauration du systéme est également observée dans 80% des
infections sauvages. Dans nos mains, la souche YFV Asibi requiert une charge virale et un temps plus
importants pour induire des réponses similaires. In vivo, le foie est infecté dans les 24 heures suivant la
piqure du moustique. Cette courte période reste sujette a discussion quant au réle qu’elle peut avoir
dans l'issue de I'infection. En particulier, la présence d’une sérine protéase dans la salive du moustique a
été montrée comme favorisant les infections par le DENV [344]. La migration du virus et des cellules
infectées vers les organes lymphoides compétents ainsi que les réponses induites pourraient également
avoir un impact. Ainsi la présence d’IL6, un facteur pro-inflammatoire, au moment de linfection
d’hépatocytes in vitro a été associée a une modulation des profils de réponse et des cinétiques de
réplication [75]. Néanmoins la précocité de I'atteinte hépatique ne laisse pas de doute sur la nécessite de
cet organe a bénéficier d’'une réponse spécifique et rapide pour contréler le virus de la fievre jaune.
L’évolution vers les formes séveéres et les manifestations viscérotropique s’inscrit alors dans I'association
d’'un ensemble de facteurs incluant une virémie importante, une réplication sous-jacente et une
dynamique retardée des inductions de la réponse immunitaire. L'absence de dérégulation du systeme de
détoxification a la suite de l'infection de nos modeles cellulaires par la souche YF Asibi évoque un

potentiel retard dans la rupture attendue du seuil de tolérance laissant ainsi I'opportunité au virus de

transiter sans bruit dans le systéme puis de le submerger.






IX. Perspectives

Réle des IFN de type Il

Les IFN de type lll apparaissent dans notre étude comme un acteur important de la réponse immunitaire
innée. Si des études utilisant I'IFN-a ont permis de montrer un effet modéré chez le hamster [195,196],

aucun essai n’a encore été effectué sur ces nouveaux interférons.

Une étude in vivo d’étude de la survie et des réponses hépatiques va prochainement étre initiée chez la
souris A129. Les souris traitées par I'interféron de type Ill vont étre infectées par la souche YFV Asibi

alors que des souris non traitées vont étre infectées par la souche YFV 17D.

1 Oui YFV Asibi

2 Non YFV 17D

L’objectif premier de cette étude sera d’évaluer la capacité de cet IFN a améliorer la survie des souris
infectées par la souche sauvage. Dans un second temps il s’agira d’évaluer si I'ajout d’'IFN de type llI
permet de retrouver avec la souche sauvage les réponses induites par la souche vaccinale au niveau
hépatique. Une diminution de la mortalité pourrait étre une ouverture sur 'utilisation thérapeutique des
IFNs type Il dans le cadre d’une primo-infection diagnostiquée dans les phases précoces de I'apparition

des symptomes.



Variants d’épissage

Plusieurs variants ont été identifiés au cours de cette étude. Certains intégrant une signature spécifique
pour chacune des souches. En particulier, des variants ADAR et IFI16 ont été identifiés a 24h comme
étant uniquement induits par la souche YFV Asibi. Ces données ayant été observées par RNAseq, il
faudra dans un premier temps confirmer cette transcription spécifique en PCR et a différents temps.
Dans un second temps, la synthése protéique de ces facteurs devra étre vérifiée. Le réle de ces ISGs dans
d’éventuels mécanismes d’échappement pourrait par la suite étre vérifié par utilisation de siRNA
spécifique en vérifiant I'impact d’une inhibition sur la réplication ou linduction des réponses

immunitaires.

Mécanismes de mort cellulaire

Une des différences apparentes entre les deux souches se situent dans les mécanismes de mort cellulaire
associés. La souche YFV 17D initie la transcription de facteurs pro-apoptotiques et du protéasome. De
I"autre co6té, les inductions par la souche YFV Asibi sont plus faibles et amenent a un marquage plus
diffus des noyaux au cours de linfection, évoquant des mécanismes nécrotiques. Ces observations
devront étre confirmées au niveau protéique dans un premier temps et ensuite d’'un point de vue
fonctionnel en utilisant les tests d’annexin V (apoptose) et d’iodure de propidium (nécrose). La
vérification de I'activation des caspases peut également étre faite en vérifiant le clivage des facteurs

intermédiaires (clivage du facteur PARP par les caspases 3 et 7).

Mise en place des réponses adaptative

La synthése de chémoattractants apparait étre un élément essentiel a I'établissement des réponses
adaptatives, notamment la synthése des anticorps neutralisants. Afin de comprendre le profil des
infiltrations cellulaires obtenues a la suite des infections par la souche YFV 17D ou par la souche YFV

Asibi, il est intéressant d’effectuer des tests de chémoattraction. Plusieurs approches se présentent et



notamment ['utilisation des chambres de Boyden qui comportent des membranes poreuses avec des
pores de diametre variables. Les cellules cibles se trouvent d’'un c6té de la membrane et le surnageant
testé de I'autre c6té. La taille des pores dans la membrane doit étre choisie de fagon a privilégier une

transmigration active de la cellule cible.

Autres souches de la fiévre jaune

Dans I'objectif de développer un modéle in vitro permettant la différenciation des souches atténuées par
rapport aux souches sauvages, il sera intéressant d’évaluer les réponses obtenues a la suite de I'infection
du modele par des souches sauvages humaines. L’objectif de cette approche sera ainsi de prendre en
compte des souches humaines isolées lors d’épidémie dans différentes zones endémiques et ainsi
d’intégrer cette variabilité dans I'évaluation de ce modele cellulaire. Une simple comparaison des profils
transcriptomiques associés a la réponse IFN (IFN de type Ill, ISGs) ainsi que I'aspect cinétique de la
réponse (4h versus 24h ou 48h) pourra étre faite par rapport a la réponse obtenue avec la souche de
laboratoire YFV Asibi. Si des différences apparaissent, la question des séquences se posera alors et il sera
nécessaire de s’assurer de la présence des mutations originales sur les différentes souches et d’en

identifier les variations qui pourraient expliquer une modulation des réponses obtenues.

Par ailleurs le backbone de la souche 17D a été utilisé pour la construction des chiméres YF/Dengue
actuellement utilisée dans le vaccin contre la dengue. Afin d’évaluer le réle des protéines non-
structurales de la fievre jaune, il sera intéressant de comparer les réponses induites par ces chimeres et

les virus dengue parentaux dans ce modele.

Affranchissement des étapes d’entrée

Puisque I'aspect de I’entrée du virus n’est a I’heure actuelle pas élucidée dans le cadre des infections par
la fievre jaune, il serait intéressant de s’assurer que ces étapes ne suffisent pas a expliquer les cinétiques

différentes des réponses hépatiques induites dans cette étude. Ainsi la micro injection ou la transfection



de génomes viraux dans le cytoplasme pourrait étre une approche intéressante afin de comparer les
niveaux de réponses induites a niveaux équivalents d’ARN. Néanmoins des problémes de transfection de
ces ARNs dans nos modeles cellulaires et en particulier sur des cellules primaires en 3D pourraient
émerger au regard des efficacités de la transfection et de I'atteinte de I'ensemble des cellules du
modele. Par ailleurs, I'affranchissement des étapes d’entrée représente un biais non négligeable dans
I'infection du virus de la fievre jaune et de la souche vaccinale. En effet la présence de mutation dans la
protéine d’enveloppe est inhérente aux souches vaccinales actuellement commercialisées et des

modulations dans les affinités avec le récepteur ont été associées a ces mutations [210].

Impact du métabolisme hépatique

Cette étude démontre la régulation négative de la transcription d’enzymes hépatiques a la suite de
I'infection par la souche YFV 17D. Une corrélation entre les niveaux de transcription et les synthéses
protéiques a été établie [336]. En revanche le réle du métabolisme dans I'évolution de la pathologie de la
fievre jaune n’est pas documenté. Une étape importante du projet sera de s’assurer de la perte de
I'activité métabolique en étudiant le métabolisme de certaines drogues. Une utilisation de substrat
couplé a des molécules luminescentes permettra de mesurer par simple lecture de luminescence la
dégradation du substrat et donc en déduire I'activité de I'enzyme. Des tests de I'activité des cytochromes
sont ainsi développés par la société Millipore™. Par ailleurs, I'absence de régulations du métabolisme
avec la souche YFV Asibi suggere un métabolisme actif dans le systeme. Il conviendrait donc de vérifier

les activités métaboliques en condition infectieuse et sur une cinétique prolongée.

Meécanisme d’échappement du virus

Les flavivirus, au méme titre qu’un ensemble de famille de pathogenes ont développé des stratégies
d’échappement du systeme immunitaire [64]. Parmi les mécanismes décrits, la séquestration des ARN
dans des vésicules lipidiques ainsi qu’un antagonisme des réponses IFN ont été recensés. Si I'inhibition

des réponses IFN affecte directement les réponses antivirales associées, la séquestration de I’ARN dans



des vésicules pourrait expliquer une absence de détection du pathogéne et permettre une réplication
sous-jacente du virus [64]. La colocalisation de I’ARN virale avec des vésicules endomosales peut étre
démontrée par utilisation d’agents de perméabilisation aux propriétés variables. Le NP40 est ainsi un
agent perméabilisant utilisé pour I'ensemble des bicouches lipidiques et en particulier les bicouches
riches en cholestérol comme les vésicules cytoplasmique. A I'inverse la digitonine est un agent doux
utilisé pour perméabiliser les membranes cellulaires uniquement, car moins riches en cholestérol [345].
Enfin des expériences de mutagénéses dirigées permettraient d’évaluer I'impact des mutations de ces

protéines non-structurales sur ces activités antagonistes des réponses IFN.
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Résumé de la these

La fievre jaune est une pathologie virale humaine causée par un flavivirus, le virus de la fievre jaune et transmise
par des vecteurs arthropodes. Les formes séveres, parfois mortelles, sont caractérisées par une atteinte systémique
aiglie qui affecte le foie. Bien que la vaccination existe depuis prés de 80 ans, des recensements réguliers
d’épidémies sont encore faits. Les vaccins a base d’une souche vivante atténuée YF 17D présentent d’excellents
taux de séroconversion et sont notamment caractérisés par une forte diminution de I’hépatotropisme. Néanmoins
les mécanismes associés a la pathogénese hépatique sont encore mal compris et pourraient étre une aide aux
développements vaccinaux contre d’autres flavivirus ou virus hépatiques. L'étude développée ici s’est inscrite dans
la problématique de la représentativité des modeéles cellulaires hépatiques utilisés. Afin de répondre aux pertes
métaboliques et immunitaires reportées dans plusieurs modeles, nous nous sommes orientés vers des modéles
organotypiques associant plusieurs populations cellulaires hépatiques et un microenvironnement caractéristique.
Les modulations induites par les souches vaccinales ou sauvages du virus de la fievre jaune ont été évaluées par
une approche transcriptomique globale utilisant la technologie RNASeq et des méthodes d’analyse définies. Nos
résultats montrent une plus forte permissivité des modeéles cellulaires a la souche atténuée YF 17D par rapport a la
souche sauvage YF Asibi. Cette observation est associée pour la souche atténuée a |'établissement précoce d’une
réponse antivirale compléte impliquant une détection rapide des formes réplicatives du virus, la mise en place des
réponses aux IFNs de type | et de type lll, la clairance virale et un contrdle des métabolismes cellulaires et
hépatiques. De son coté la souche sauvage présente un délai important dans I'établissement de ces réponses
amenant a de potentiels mécanismes alternatifs de la clairance virale et de dérégulations métaboliques. Ces
données mettent en exergue les interactions étroites qui existent entre les systéemes immunitaires et métaboliques
au niveau du foie. Nous suggérons que la forte réponse antivirale induite par la souche atténuée pourrait
contribuer a la rupture de la tolérance hépatique et a |'efficacité in vivo de la souche vaccinale. En outre, la
cinétique des réponses immunitaires, en combinaison avec la charge virale, peuvent déterminer I'équilibre entre la
récupération et I'immunopathologie apres l'infection par le virus sauvage.

Summary

Yellow fever is a viral human disease caused by the yellow fever virus and transmitted by arthropod vectors. Yellow
fever (YF) disease is characterized in humans by a strong liver involvement and can be efficiently prevented by
vaccination with YF attenuated strain 17D. However, mechanisms involved in liver pathogenesis or infection control
are still unclear. Recent improvements of hepatic in vitro models are helpful to reconsider liver complexity and
microenvironment in viral studies. In this work, we used new organotypic liver models including both primary
hepatocytes and Kupffer cells in a scaffold free 3D context. Regulations induced by the vaccine and wild strains of
yellow fever virus were evaluated by a global transcriptomic approach using RNAseq technology and defined
analysis methods. Our results show a greater permissiveness of the cellular models to the attenuated strain YF 17D
compared to the wild strain YF Asibi. YF17D infection resulted in transcriptional activation of a full antiviral profile,
including double-stranded RNA sensing, type | and type Ill interferons (IFNs), pro- and anti-inflammation factors, as
well as apoptosis-related factors. Three major, early upstream effectors (IRF7, STAT1 and EIF2AK2), previously
identified in 17D-vaccinated subjects, were also detected. In contrast, YF Asibi elicited an incomplete profile,
resulting from significantly lower transcription of major IRFs. Transcription of apoptosis-related markers was not
detected but several genes related to cell recovery and cell regeneration were specifically regulated. Additional
escaping mechanisms are suggested. We suggest that low replication of YF Asibi may be part of the viral strategy to
escape the immune response while continuing to accumulate into the cells. Interference with liver regeneration
functions may reflect unsuccessful attempts of the liver to eliminate the virus through the detoxification pathway,
leading to massive activation of danger signals and pathogenesis.




