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RESUME

Parmi les virus émergents transmis par des moustiques (arbovirus), le genre Flavivirus est
fortement représenté avec les virus Dengue, Zika, et le virus West Nile (WNV). Le WNV est
responsable de nombreux cas de maladies neuroinvasives séveres, parfois mortelles, chez
I’humain et les chevaux. Ce virus représente donc un probléme de santé publique humaine
et animale. Il n'existe pour le moment aucun vaccin humain ni aucun traitement spécifique
anti-WNV.

Parmi les déterminants viraux essentiels a l'infection par les Flavivirus, la glycoprotéine non-
structurale NS1 posséde des propriétés multifonctionnelles. La forme sNS1, sécrétée dans le
milieu extracellulaire, est fortement impliquée dans la dérégulation du systeme immunitaire
de I'h6te. Ces mécanismes participent a I'évasion du virus a la réponse antivirale et,
paradoxalement, a la pathogenese observée dans les formes séveres de la maladie.
L’essentiel de ces données concernant le virus de la Dengue, nous souhaitions étudier les
propriétés fonctionnelles, in vitro, de la protéine sNS1WNV au cours de I'infection de cellules
épithéliales, gliales et neuronales de mammiferes. En effet, la structure des protéines sNS1
de Flavivirus étant trés similaire, notre hypothése suppose un réle de sNS1WNY dans les
infections neuroinvasives.

Si la protéine sNS1WNV ne semble pas moduler les étapes de l'infection virale, elle est
cependant a lorigine d’'un remodelage du cytosquelette d’actine dans les cellules
épithéliales. Elle est aussi impliquée dans I'activation de voies antivirales chez les cellules
neuronales non infectées. D’autre part, en ciblant sNS1 et la protéine d’enveloppe E du
WNV, nous avons pu isoler, par criblage de molécules aRep (protéines artificielles a motifs
alpha-hélicoidaux répétés), des ligands de haute affinité pour ces déterminants viraux. Ces
nouvelles molécules, capables de se lier spécifiquement aux protéines sNS1 et E, ont le
potentiel pour servir de base au développement de nouveaux outils de diagnostics et
d’agents thérapeutiques antiviraux.

Mots Clés : Arbovirus, Flavivirus, West Nile, protéine NS1, pathogenese, protéine E, Phage
Display, molécules aRep
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ABSTRACT

Among emerging mosquito-borne viruses (arboviruses), flaviviruses like Dengue, Zika and
West Nile virus (WNV) are very often involved in outbreaks. WNV causes several
neuroinvasive diseases, which can be lethal, in humans and horses each year. This virus is a
threat for both, human and animal public health. Furthermore, there is no human vaccine
currently or any specific antiviral treatments against WNV.

Among viral factors which are essential for Flavivirus infection, the nonstructural
glycoprotein NS1 is a multifunctional protein. The secreted form sNS1, is released in the
extracellular medium from infected cells and is strongly involved in immune system
dysregulation. The functions of sNS1 play roles in immune escape and, paradoxically, in
pathogenesis which is observed in severe forms of the disease. Because most of this data are
about Dengue Virus, we would like to study, in vitro, functional properties of the sSNS1WNV
during infection of epithelial, glial and neuronal mammalian cells. Based on the high sNS1
protein structure similarities among flaviviruses, our hypothesis suggests a role of SNS1WNV in
neuroinvasive infections.

The sNS1WNV protein doesn’t seem to modulate viral infection steps. However, it is involved
in actin cytoskeleton remodeling in epithelial cells. SNS1WNV is also involved in the activation
of antiviral response pathways in non-infected neuronal cells. On the other hand, by
targeting sNS1 and envelope protein E of WNV, we performed a screening of aRep
molecules (artificial proteins with alphahelicoidal repeats) and isolated ligands with high
affinity for these viral factors. Because this new type of molecules is able to specifically bind
to sNS1 and E, they have potential to be used for the development of new diagnostic tools
and antiviral therapeutic agents.

Title : The West Nile Virus nonstructural NS1 protein : Functional study and as potential
target for novel antiviral molecules

Keywords : Arbovirus, Flavivirus, West Nile Virus, NS1 protein, pathogenesis, E protein,
Phage Display, aRep molecules
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Syntheése bibliographique

Le virus West Nile
1.1 Découverte du virus et épidémiologie

Le virus West Nile est un arbovirus (« Arthopod-Borne Virus ») transmis par les
moustiques. Il a été isolé pour la premiere fois en 1937 en Ouganda, dans la province « West
Nile », a partir d’'un échantillon de sang d’'une femme présentant un accés de fievre
(Smithburn et al., 1940). Au cours des décennies qui ont suivi, la fievre West Nile était
considérée comme une maladie arbovirale mineure, responsable majoritairement
d’infections asymptomatiques ou d’'un syndrome pseudo-grippal chez 'homme. Bien que
circulant en Afrique et dans le bassin méditerranéen, les épidémies étaient de faible ampleur
et les cas d’encéphalites, pouvant étre fatales, rares. La population équine était également

peu touchée, se limitant a quelques cas isolés d’infection.

La situation a changé de maniére drastique dans les années 1990, en Europe et sur le
pourtour méditerranéen. Des épidémies avec de nombreux cas humains ainsi que des
épizooties touchants les équidés se sont déclarées dans ces régions a partir du milieu des
années 1990 (Tsai et al., 1998; Murgue et al., 2001a; Platonov et al., 2001; Murgue et al.,
2001b; Zeller and Schuffenecker, 2004). Le continent américain, territoire naif vis-a-vis du
WNYV avant la fin des années 1990, est également touché par des épidémies de WNV. En
effet, un tournant majeur survient en 1999, lorsqu’une épidémie éclate a New York et sa
région avec une mortalité observée chez I'homme, les chevaux et plusieurs espéces
d’oiseaux sauvages tels que les Corvidae (corbeaux) (Lanciotti et al., 1999). Moins de 10 ans
plus tard, le virus est considéré comme endémique sur tout le territoire nord-américain.
Aujourd’hui, le WNV est présent sur tous les continents, excepté I’Antarctique, et est
responsable de foyers épidémiques et épizootiques réguliers dont le nombre ne cesse

d’augmenter (Figure 1) (Gray and Webb, 2014).
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Figure 1 : Carte de la répartition mondiale du WNV (2017) Rouge : Cas humains ou
séropositivité chez I'homme ; Bleu : cas non humains/moustiques ou séropositivité ; Gris :
pas de données ou aucun cas positif rapporté. Les lignes noires représentent la distribution
mondiale des principaux moustiques vecteurs du WNV. (Vieira et al., 2015) ont rapportés le
premier cas humain de WNV confirmé en laboratoire au Brésil (Etat Piaui). D’aprés (Chancey
et al., 2015).

I.L1.1 Manifestations cliniques

Les signes cliniques associés a une infection par le WNV sont divers et variés (Figure
2). La compilation de données cliniques et sérologiques concernant le WNV ont permis
d’estimer qu’environ 80% des individus infectés représentent des cas asymptomatiques
(Danis et al., 2011; Mostashari et al., 2001). C’est-a-dire qu’approximativement 20% des
infections sont symptomatiques, avec majoritairement un syndrome pseudo-grippal (fiévre
West Nile) (Hubalek, 2001; Solomon, 2004). La fievre West Nile se manifeste par des maux
de téte, une fievre, une fatigue générale, des douleurs musculaires et articulaires, des
vomissements et parfois un rash (Gray and Webb, 2014; Hubalek, 2001). De maniére
générale, ces formes modérées de linfection sont observables avec I'ensemble des

Flavivirus pathogenes pour I'homme et I'animal (Solomon, 2004). Parmi les cas
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symptomatiques, certains peuvent développer une forme sévere conduisant a une maladie
neuroinvasive (Gray and Webb, 2014; Kramer et al., 2007). Celle-ci est observée chez moins
de 1% des infections causées par le WNV (Kramer et al., 2007). Les formes neuroinvasives se
caractérisent par des encéphalites, des méningites ou une paralysie flasque aiglie de type
poliomyélite. Les patients peuvent parfois présenter des syndromes se chevauchant tels
gu’une méningo-encéphalite. Ces formes séveres de maladies neuroinvasives, causées par le

WNV, peuvent amener l'individu infecté jusqu’a une issue fatale.

Une méningite due au WNV est caractérisée par une fievre et des signes
d’inflammation des méninges comprenant des maux de téte importants, une raideur de la
nuque et une photophobie (Gray and Webb, 2014). Les encéphalites a WNV se présentent
sous la forme d’un état altéré de la conscience, d’une ataxie, de tremblements et de
multiples défaillances du systeme nerveux central qui peuvent conduire occasionnellement
au coma et/ou au déces (Gray and Webb, 2014; Yeung et al., 2017). Malgré un pourcentage
de guérison proche de 80%, la majorité des patients ayant présenté une encéphalite souffre
de séquelles durant plusieurs mois (Fromm et al., 2015; Hart et al., 2014; Weatherhead et
al., 2015). Le retour a un état fonctionnel complet peut parfois prendre plus d’un an
(Balakrishnan et al., 2016). Une paralysie flasque aiglie est quant a elle observée chez 15 a
20% des patients souffrant d’'une maladie neuroinvasive, avec une atteinte neuromusculaire
importante due a une myélite (Alker, 2015; Leis and Stokic, 2012). D’autres manifestations
cliniques, plus rares, dues au WNV ont été rapportées incluant des hépatites fulminantes,
des pancréatites et des myocardites (Gray and Webb, 2014; Kushawaha et al., 2009;

Perelman and Stern, 1974).

L'age semble jouer un role important dans le développement de la maladie. En effet,
I'avancement de I'age est fortement associé a une augmentation du risque de maladie
neuroinvasive (Carson et al., 2012; Danis et al., 2011). Un patient sur 50, agé de plus de 65
ans, développe une forme neuroinvasive (Carson et al., 2012). D’autres facteurs sont a
risques dans le développement de formes séveres, tels que des antécédents de cancer,
d’hypertension artérielle, de diabete ou encore I'alcoolisme (Bode et al., 2006). Enfin, bien
que des cas d’infections congénitales ont été décrits, il n’existe pas de preuves d’une
augmentation significative du taux d’anomalies foetales a la suite d’une infection par le WNV

durant la grossesse (O’Leary et al., 2006; Stewart et al., 2013). Néanmoins, le WNV semble
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se répliquer efficacement ex vivo, dans des tissus foetaux humains, et induire chez la souris

des dommages important dans le developpement du feetus (Platt et al., 2018).

Fiévre West Nile

>_Cas Symptomatiques

Encéphalite ~20%
Maladies Neuroinvasives Méningite
<1%
Myélite

Figure 2 : Diagramme de distribution des manifestations cliniques d’une infection a WNV.

1.1.2  Phylogénie

[.1.2.1 Classification virale

Le WNV appartient a la famille des Flaviviridae qui comprend les genres hepacivirus
(avec le virus de I'hépatite C, HCV), pestivirus (dont le virus de la peste porcine classique) et
Flavivirus. L'origine du nom du genre Flavivirus vient du virus de la fiévre jaune, YFV,
(archétype de ce groupe) avec flavius qui signifie « blond » ou « jaune » en latin. Le genre
Flavivirus regroupe une grande diversité de virus, infectant a la fois les arthropodes et les
vertébrés. Certains sont spécifiques uniquement de l'insecte, avec une incapacité a se

répliquer dans des cellules de vertébrés, et ne sont donc pas transmis a ces derniers
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(McLean et al.,, 2015). Cependant, on compte plus de 70 Flavivirus, transmis par des
arthropodes, qui infectent un large éventail d’hotes vertébrés. Plusieurs membres de ce
groupe sont associés a d'importantes maladies humaines et représentent donc un danger en
santé publique. Parmi ceux-ci, on retrouve donc le WNV, au méme titre que le virus de
I’encéphalite japonaise (JEV), le virus de I'’encéphalite a tique (TBEV), le virus de I'encéphalite
de Saint Louis (SLEV), le virus de I’encéphalite de la vallée de Murray (MVEV), le virus Usutu
(USUV) ou encore le virus Zika (ZIKV). On retrouve aussi des virus responsables de fievres
hémorragiques tels que le virus de la dengue (DENV), le virus de la fievre jaune (YFV), le virus
de la maladie de la forét de Kyasanur (KFDV) ou encore le virus de la fievre hémorragique
d’'Omsk (OHFV), dont I'incidence croissante en Asie du Sud inquiete les autorités sanitaires

(Tableau 1).

Le WNV ainsi que d’autres Flavivirus transmis par des moustiques et responsables
d’encéphalites (ex : JEV, SLEV, MVEV, USUV) sont regroupés au sein du sérocomplexe de
I’encéphalite japonaise (Tableau 1). Cette classification supplémentaire repose sur la
capacité de neutralisation croisée des anticorps polyclonaux d’'un sérum, dirigé contre un
virus donné, avec d’autres virus proches d’un point de vue antigénique et génétique

(Calisher et al., 1989; Poidinger et al., 1996).

[.1.2.2 Lignages du WNV

Les analyses phylogénétiques visent essentiellement les alignements de séquences
génomiques des régions codant la protéine d’enveloppe E ou la polymérase NS5, mais aussi
le génome entier (lorsqu’il est disponible), des différents isolats de virus West Nile retrouvés
dans différentes zones géographiques (Savage et al., 1999; Zeller and Schuffenecker, 2004).
Ces analyses montrent |'existence d’une grande diversité génétique au sein de I'espece West
Nile, permettant une classification plus fine a des niveaux taxonomiques inférieurs, tels que
les lignages génétiques et les clades. Du fait de leur implication prédominante dans les
épidémies et épizooties de ces 20 derniéres années, deux lignages majeurs sont retrouvés :
le Lignage 1 et le Lignage 2 (Figure 3). lls divergent de 20 a presque 30% en séquences

nucléotidiques (Koraka et al., 2016; Lanciotti et al., 2002).
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Tableau 1 : Les principaux Flavivirus pathogeénes et leurs sérogroupes d’appartenance.
Synthése personnelle a partir de (Go et al., 2014)

KP789958 Iltaly 2014 human

KP109691 Austnia 2014 human

- KM203863 Czech Republic 2013 mosquito
- KC407673 Serbia 2012 goshawk

,a% KF588365 Italy 2013 human B
1

8
82

|- DQ116961 Hungary 2004 goshawk
KT359349 Hungary 2014 human
P '{KC4960 16 Serbia 2010 mosquito
~ KU206781 Bulgana 2015 human
100 - KF 179639 Greece 2012 human
100) HQ537483 Greece/Nea Santa 2010 mosquito
9 OL KJB83346 Greece 2013 human

100 FJ425721 Volgograd 2007 human
100 |i KT207791 ltaly/792 2014 mosquito
96L KJ934710 Romania 2013 tick

J AYG88948 Israel/Sarafend =
DQ256376 India 1980 human JlLin 1c
D00246 Australia Kunjin dLin 1b

100 100 AF481864 Israel 1998 stork
ﬂl‘—[AF 196835 USA/NY99 1999 flamingo
DQ118127 Hungary 2003 goose
b D377 180 Russia 2002 cormorant
— JQO28175 Italy/Piave 2011 human
100 GUO11992 Italy 2009 human
JFT19065 Italy/J-242853 2008 jay Lin 1a
DQT86573 France/407 2004 magpie
JF719069 Spain/H1b 2010 Equine
80— AF260969 Romania/RO97-50 1996 mosquito
a8 [— JQ928174 ltaly/Livenza 2011 human

Lin 2

100

100

10fp

EAF404?S? Italy 1998 equine
83 FJ766332 Spain 2007 eagle

0.02

Figure 3 : Arbre phylogénétique des souches de lignages 1 et 2 du WNV. D’aprés (Koraka et
al., 2016).

Le lignage 1 est constitué de souches virales ayant une distribution géographique trés
vaste, avec une présence sur 5 continents. Ce lignage 1 peut étre subdivisé en 3 clades,
clades 1a, 1b et 1c. Le clade 1a présente la plus grande richesse puisqu’il contient des
souches circulant en Europe, au Moyen-Orient, en Asie, en Afrique et en Amérique. Ce

groupe peut alors se répartir en différents clusters, au nombre de 6, en fonction de la
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situation géographique, donc en tenant compte d’une variabilité génétique plus fine (Charrel
et al., 2003; May et al., 2011; Monaco et al., 2010). Le clade 1b correspond aux souches
australiennes du virus Kunjin (Scherret et al., 2001a). Le clade 1c, quant a lui, comprend les
souches isolées en Inde mais, il a également été proposé comme un lignage génétique

distinct, le lignage 5 (Bondre et al., 2007; Kemenesi et al., 2014; Koraka et al., 2016).

Le lignage 2 était essentiellement composé des isolats et des souches de Madagascar
et d’Afrique sub-saharienne (Berthet et al., 1997). Aujourd’hui, on retrouve également des
souches appartenant au Lignage 2 en Europe (Bakonyi et al., 2006; Wodak et al., 2011).
Jusgu’en 2004, les souches de lignage 2 étaient en effet contenues au continent africain mais
depuis, elles se sont répandues dans une bonne partie de I'Europe avec une augmentation
de la morbidité associée chez les mammiferes (Bakonyi et al., 2013; Chaskopoulou et al.,

2011; Danis et al., 2011; Papa et al., 2011).

D’autres lignages ont été proposés au sein du virus West Nile, pour des isolats
présentant des différences génétiques avec les lignages 1 et 2. On note donc I'existence du
lignage 3 (souche Rabensburg isolée en République Tchéque), et du lignage 4 (souche isolée
en Russie) (Bondre et al., 2007). Les lignages 6 et 7, quant a eux, concernent des virus isolés
en Malaisie (virus Sarawak) et au Sénégal (virus Koutango) respectivement (Hall et al., 2001).
Aujourd’hui, des études récentes ont proposé I'ajout d’un 8™ et d’un 9™ lignages pour des
souches virales isolées en Espagne, en Hongrie et en Autriche (Figure 4) (Kemenesi et al.,

2014; Pachler et al., 2014; Vazquez et al., 2010).

Le WNV présente donc une grande diversité génétique mais aussi géographique. Les
différents lignages mais aussi les autres niveaux taxonomiques, traduisant une grande
variabilité de séquences génomiques, ne sont pas toujours corrélés avec la distribution
géographique du virus. Néanmoins, le continent africain (territoire ou a été isolé pour la
premiere fois le WNV) apparait comme le point d’origine des différentes souches de WNV
introduites par la suite dans les autres régions du globe (May et al., 2011). Une surveillance
soutenue de la circulation du virus couplée aux analyses phylogénétiques et a I'étude de la
pathogénicité, semblent essentielles pour suivre et comprendre I’évolution des souches de
WNV dans cette région mais aussi en Europe et en Amérique. Ceci appuie I'hypothése d’une

approche multifactorielle pour I'étude des souches virales et la prévision de nouvelles
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émergences de WNV. En particulier dans les régions peuplées d’Amérique du Nord et

d’Europe ou les épidémies et épizooties continuent de s’intensifier.
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Figure 4 : Arbre phylogénétique du WNV représentant les 9 lignages. L'arbre a été construit
avec le logiciel MEGA en utilisant la méthode du Neighbor-joining avec les parametres du
model de maximum de vraisemblance. L’analyse est basée sur les séquences nucléotidiques

d’une région de 875pb du gene NS5. Le virus Usutu a été utilisé comme groupe extérieur
pour I'enracinement.(Kemenesi et al., 2014).
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[.L1.3  Circulation du virus en Europe et dans le bassin
méditerranéen

La surveillance de l'infection a virus West Nile en Europe et sur le pourtour
méditerranéen nous indique que le WNV est présent depuis trés longtemps, puisque déja
décrit au Portugal, a Chypre, en Israél ou en France dans les années 1960. Des traces
sérologiques chez I'homme ou I'animal étaient mises en évidence, mais des isolats viraux

étaient plus rarement obtenus (Filipe and Pinto, 1969; Joubert et al., 1970).

En Israél, dans les années 1950 a 1980, plusieurs épisodes de transmission du WNV
ont été rapportés avec des cas d’atteintes du systeme nerveux central parfois mortelles. Les
pays du Maghreb et les autres pays du pourtour méditerranéen ont déclaré une
augmentation de cas de WNV a partir des années 1990. Plusieurs épizooties affectant les
chevaux ont été décrites dans le bassin méditerranéen touchant ainsi, I'ltalie, le Maroc, et la
France (Durand et al., 2005; Pradier et al., 2008; Zeller and Schuffenecker, 2004). Au cours
de la méme période, le WNV a été a 'origine de plusieurs épidémies en Europe Occidentale
et de I'Est (Tableau 2). Deux épisodes importants en zone urbaine se sont démarqués, a
Bucarest (Roumanie, 1996-1997) et a Volgograd (Russie, 1999-2000), avec plus de 800 cas de
formes neuro-invasives, dont des dizaines de décés recensés, survenus principalement chez

des personnes agées (Ceianu et al., 2001; Hubdlek and Halouzka, 1999).

Un premier évenement majeur a noter dans la circulation du WNV dans cette région
du globe est la description d’'une mortalité aviaire anormale, liée au virus chez des oies
domestiques et des oiseaux migrateurs. Cette virulence accrue a été observée en 1998 en
Israél. Par la suite, de nombreux cas d’infections a WNV dans ce pays ont été rapportés chez

I’'homme et chez les chevaux en 2000 (Bin et al., 2001).
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Pays Année

Algérie 1994

Roumanie 1996-2002
République Tcheque 1997

Israél 1998-2003

Italie 1998

Russie 1999-2001
France 2000/2004/2006

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des principaux foyers d’infections a WNV a la fin des
années 1990 en Europe.

Les différentes souches virales isolées et identifiées au cours de I'ensemble de ces
épisodes sont tres proches au niveau phylogénétique et appartiennent au lignage 1. Depuis,
le virus a continué de circuler a bas bruit jusqu’aux années 2008-2010. Cependant, un
second évenement notable dans I'épidémiologie au niveau européen a eu lieu au cours de
I'année 2004. En effet, une souche de WNV appartenant au lignage 2 a émergé en Hongrie,
causant la mort de plusieurs oiseaux sauvages, tels que des rapaces (Bakonyi et al., 2006).
Ceci, alors que la mortalité aviaire des suites d’une infection par le WNV restait un
phénoméne rare en Europe (Zeller and Schuffenecker, 2004). De plus, les virus appartenant
au Lignage 2 étaient considérés comme moins virulents que les souches du Lignage 1. Ce
virus WNV du lignage 2, inhabituel en Europe et contre lequel la faune et la population
européenne sont probablement naives, s’est installé de facon endémique sur le territoire. Il
n’a causé que quelques cas sporadiques d’infections entre 2004 et 2007. Mais de maniére
inattendue, une dissémination explosive du virus dans toute la Hongrie a été observée en
2008. Des maladies neuro-invasives a WNV a la fois chez des humains, des chevaux et des
oiseaux ont été diagnostiquées sur I'ensemble du pays, ayant toutes pour agent étiologique

cette souche WNV du lignage 2 (Bakonyi et al., 2013).

Au méme moment, ce virus s’est aussi répandu jusqu’a I'est de I’Autriche, ou il a été
détecté dans des cadavres d’oiseaux sauvages. En 2009, une épidémie récurrente a été
observée en Hongrie et en Autriche chez les animaux et les humains dans les mémes régions

que I'année précédente. Les analyses génétiques des deux isolats (2008 et 2009) ont montré
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qu’ils étaient quasi identiques a la souche du lignage 2 qui avait émergé en 2004 (Wodak et
al.,, 2011). Comme nous le savons aujourd’hui, I'expansion explosive du WNV Lignage 2 a
partir de 2008 n’a pas été restreinte qu’a la Hongrie et I’Autriche. Le virus s’est aussi
disséminé au sud dans plusieurs pays des Balkans, jusqu’a atteindre la Grece, ou il a causé
une importante épidémie de formes neuro-invasives chez I’humain en 2010 (197 cas séveres
dont 34 déces, soit 17% de mortalité parmi ces patients) (Chaskopoulou et al., 2011; Danis et
al., 2011). Ceci démontrant une augmentation de la pathogénicité de ce virus du Lignage 2.
Des souches de ce lignage ont également été impliquées dans de récentes épidémies en

Italie, en Roumanie et détectées en Espagne en 2017 (Figure 6) (sources eCDC et OIE).

On constate donc que sur ces dernieres années, la circulation du WNV s’est
intensifiée en Europe avec des cas cliniques humains et/ou équins en augmentation dans
une dizaine de pays avec la présence de virus a la fois du Lignage 1 et du Lignage 2 (Gray and
Webb, 2014). Une surveillance accrue, du fait de I'amélioration et I’harmonisation des
systémes de surveillance et des outils diagnostiques, dans les différents pays européens peut

expliquer, en partie, 'augmentation de la notification de cas d’infections a WNV.

Cependant, les études du cycle de transmission du WNV sont difficiles car elles
nécessitent la prise en compte de nombreux parameétres écologiques tels que Ila
connaissance des espéeces d’oiseaux migrateurs et sédentaires dans une région donnée ainsi
que la détermination des circuits migratoires (Gray and Webb, 2014). Mais aussi la biologie
des insectes, les facteurs climatiques, hydrologiques, écologiques des régions considérées et
des relations entre les populations hotes et les populations cibles (Gossner et al., 2017;
Pradier et al., 2012). Ceci rend la plupart des flambées épidémiques imprévisibles et difficiles
a controler. La situation épidémiologique des pays européens au regard du risque d’infection
a WNV est de plus en plus précisément suivie, avec la mise en place d’un réseau de

surveillance par I'’eCDC.

Le virus West Nile semble donc s’étre installé de fagcon pérenne sur le territoire
européen et dans le bassin méditerranéen (Figures 5-6). De facon plus préoccupante, il
semble gagner du terrain depuis 2008, puisque chaque année de nouveaux pays, de
nouvelles mais aussi d’anciennes régions touchées en Europe signalent des cas d’infection a

WNV (Gray and Webb, 2014). Ainsi, des foyers humains (2015, 2017) et équins (2015)
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d’infections ont été détectés en France, au niveau de la Camargue et des Alpes maritimes
(Figure 6). Il s’agit des premiers cas chez I'homme et le cheval dans le pays depuis 2003 et

2006 respectivement (sources eCDC et OIE).

Distribution of West Nile fever cases by affected areas, European region and Mediterranean basin @
Transmission season 2016 and previous transmission seasons; latest data update 10 Nov 2016 _ecéc“_

2 {‘
- &

a,

[ 4

I Cases reported in 2016 ¥
[ Cases reported in 2015 N

Cases reported f

" during 2011-2014
[ No reported cases
[ Not included

& s
ECDC. Map produced on: 11 Nov 2016

Figure 5: Carte cumulative de la distribution des cas de WNV par zones affectées en
Europe et dans le bassin méditerranéen, de 2011 a 2016. Les données prennent en compte
les cas de maladies neuroinvasives, non-neuroinvasives et les donneurs de sang
asymptomatiques. Seuls les cas confirmés en laboratoires sont pris en compte. (eCDC)
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Distribution of West Nile fever cases among humans and equids in the European Union @é&
Transmission season 2017; latest data update 26 Oct 2017 cLoc
) = 3
inf\éﬂj “va

Human cases,
- with or without equine cases

[ Equine cases only

[ No reported cases
[ | Notincluded

«*  ECDC. Map produced on: 27 Oct 2017

Figure 6: Distribution des cas de WNV chez les humains et les équidés dans I'Union
Européenne en 2017. Les données prennent en compte les cas de maladies neuroinvasives,
non-neuroinvasives et les donneurs de sang asympatomatiques. Seuls les cas confirmés en
laboratoires sont pris en compte. Les données sont arrétées au 27/10/2017. La surveillance
de la saison de transmission 2017 étant encore en cours, la carte peut étre mise a jour.
(Sources eCDC : https://ecdc.europa.eu/en/publications-data/human-and-equine-west-nile-
fever-cases)

[.1.4 Circulation du virus sur le continent américain

Les autorités de santé évoquent I'importante circulation du virus West Nile aux Etats-
Unis mais aussi sur I'ensemble du continent américain. Néanmoins, il est important de noter
que cette région du globe était restée longtemps exempte de cas locaux d’infection a WNV.
En effet, ce territoire naif vis-a-vis du WNV a connu sa premiéere épidémie en 1999, a New
York (CDC, 1999; Lanciotti et al., 1999; Nash et al., 2001). L’émergence inattendue du WNV

sur ce continent en 1999, s’est manifestée par I'apparition de plusieurs cas d’encéphalites
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humaines avec des décés a New York, qui furent considérés initialement comme des cas
d’encéphalite de Saint-Louis (Nash et al., 2001). En paralléle, la forte mortalité observée des

oiseaux de la famille des Corvidae, a permis I'isolement du virus et sa caractérisation.

Les analyses par séquencage du génome viral mettent en avant un trés fort
pourcentage d’identité nucléotidique et protéique (99,8%) entre ce virus, la souche NY99 et
la souche Israél 1998 (Lanciotti et al., 1999, 2002). Une hypothése mise en avant quant a
I'origine de cette premiére épidémie mettait en cause les nombreux échanges commerciaux,
en provenance de la région d’lsraél. Notamment I'importation Iégale ou illicite d’oiseaux
infectés mais aussi le transport involontaire de populations de moustiques porteurs du WNV
dans une cale de bateau (Johnston and Conly, 2000). Une introduction du virus la méme
année est peu probable au regard de la dynamique d’émergence de la souche du Lignage 2
en Europe. En effet, celle-ci a causé sa premiéere épidémie trois ans apres avoir été isolée

dans cette région.

Cela souligne donc une possible introduction du virus antérieure a 1999 sur le sol
américain. Le WNV s’est ensuite propagé rapidement dans le pays, touchant 21 états en
2001, avant d’atteindre la cOte ouest et donc I’'ensemble du territoire en 2004 (Hayes et al.,
2005) (Figure 7). Cette dissémination trés rapide du virus a notamment été facilitée par
I'apparition d’'un nouveau génotype du WNV, en 2002, dont la période d’incubation
extrinseque chez les vecteurs moustiques était significativement réduite (Davis et al., 2005;
Ebel et al., 2004). En effet, ce nouveau génotype de WNV s’est ainsi adapté a la population
de moustiques locale, favorisant la vectorisation dans de nouvelles régions. De fait, le

génotype 2002 a supplanté le précédent qui dérivait de la souche NY99.

Au cours des années 2002-2003, correspondant au premier pic de transmission du
WNV aux Etats-Unis, 5812 cas de maladies neuro-invasives (encéphalites, méningites,
méningo-encéphalites) ont été rapportés, dont 548 déces. Soit un taux de létalité durant ces
deux épidémies de plus de 9% parmi les formes séveres (Tableau 3). Les années suivantes
ont vu le nombre cas de WNV diminuer avant une nouvelle flambée d’infections pendant
I’été 2012. Le CDC a recensé 2873 cas d’atteinte cérébrale entrainant une issue fatale pour
270 patients (Tableau 3). A noter, depuis l'introduction du WNV dans cette région du globe,

I'infection en parallele de milliers de chevaux et d’oiseaux avec une mortalité associée
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importante. Le WNV reste donc en 2017 un agent pathogene prioritaire pour les autorités

sanitaires et de santé aux Etats-Unis.
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Figure 7: Incidence de formes neuroinvasives d’infection a WNV aux Etats-Unis, par
comté, de 1999 a 2004. D’apres (Hayes et al., 2005)
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| {é CDC Ao

Neuroinvasive disease Non-neuroinvasive disease Total

Cases Deaths Cases Deaths Cases Deaths
Year No. No. (%) No. No. (%) No. No. (%)
1999 59 7 (12) 3 0 (0) 62 7 (11)
2000 19 2 (11) 2 0 (0) 21 2 (10)
2001 64 10 (16) 2 0 (0) 66 10 (15)
2002 2,946 276 (9) 1,210 8 (1) 4,156 284 (7)
2003 2,866 232 (8) 6,996 32 (<1) 9,862 264 (3)
2004 1,148 94 (8) 1,391 6 (<1) 2,539 100 (4)
2005 1,309 104 (8) 1,691 15 (1) 3,000 119 (4)
2006 1,495 162 (11) 2,774 15 (1) 4,269 177 (4)
2007 1,227 117 (10) 2,403 7 (<1) 3,630 124 (3)
2008 689 41 (6) 667 3 (<1) 1,356 44 (3)
2009 386 32 (8) 334 0 (0) 720 32 (4)
2010 629 54 (9) 392 3 (1) 1,021 57 (6)
2011 486 42 (9) 226 1 (<1) 712 43 (6)
2012 2,873 270 (9) 2,801 16 (1) 5,674 286 (5)
2013 1,267 111 (9) 1,202 8 (<1) 2,469 119 (5)
2014 1,347 87 (6) 858 10 (1) 2,205 97 (4)
2015 1,455 142 (10) 720 4 (<1) 2,175 146 (7)
2016 1,309 105 (8) 840 1 (1) 2,149 106 (5)
Total 21,574 1,888 (9) 24,512 129 (<1) 46,086 2,017 (4)
Source: ArboNET, Arboviral Diseases Branch, Centers for Disease Control and Prevention

Tableau 3 : Tableau des cas de maladie a WNV et des déceés associés rapportés par le CDC
par année et forme clinique (1999-2016). Ces données tiennent compte uniquement des cas
déclarés par les médecins et confirmés en laboratoire. D’aprés les données du CDC
(https://www.cdc.gov/westnile/statsmaps/cumMapsData.html).

Le Canada a été touché deés I'an 2000, avec la déclaration de maladies a WNV chaque
année depuis. Ensuite les Caraibes, avec la Guadeloupe en 2002 et le Mexique, pour
atteindre I’Amérique du Sud avec I’Argentine en 2006 (Estrada-Franco et al., 2003; Komar
and Clark, 2006; Petersen and Hayes, 2008; Quirin et al., 2004). Néanmoins, la situation sur
le continent américain est trés contrastée. Les Etats-Unis et le Canada rapportent chaque
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année de nombreux cas humains et dans la population animale, tandis que dans les pays
d’Amérique Latine, la circulation du virus West Nile n’a été mise en évidence que par
I'enregistrement de séroconversions chez les chevaux et les oiseaux. Peu de cas
neurologiques d’infection a WNV ont été détectés jusqu’ici (Komar and Clark, 2006). La
circulation de Flavivirus proches du WNV sur ces territoires peut conférer une immunité
protectrice contre une infection ultérieure par le WNV. Ceci compte tenu d’importantes
réactions croisées entre un serum dirigé contre un Flavivirus mais pouvant reconnaitre les
antigénes de surfaces de plusieurs autres Flavivirus. Or, un grand nombre de Flavivirus, tels
que le virus de I'encéphalite de Saint-Louis, les virus Rocio, Iguape, mais aussi et surtout le
virus de la Dengue sont présent en Amérique du Sud (Batista et al., 2011). Cependant, la
prévalence des premiers virus est trop faible pour expliquer une différence si marquée entre
I’Amérique du Nord et I’Amérique du Sud. Le DENV, quant a lui, méme s'il est trés répandu
dans les régions du centre et du sud, n’expliquerait pas le faible nombre de cas cliniques
chez les chevaux et les oiseaux. En effet, DENV ne se réplique pas, ou faiblement, chez ces

hotes vertébrés (Blitvich, 2008).

Malgré une distribution mondiale du WNV, on observe des situations
épidémiologiques tres contrastées entre I'Europe, les Etats-Unis ou encore I'’Amérique
Centrale et du Sud. Les principales hypotheses avancées concernent des différences de
virulence parmi les souches circulantes du WNV. En particulier des mutations induisant une
virulence accrue pour la faune aviaire comme cela a pu étre observé pour le Lignage 2 en
Europe ou encore pour les souches circulant en Amérique du Nord (Brault et al., 2007). Ce
phénotype pourrait alors étre la cause unique de I'apparition d’épidémies importantes dans
cette région. Cependant, la plupart des virus isolés en Amérique Latine sont tres proches des
isolats nord-américains et ne semblent pas présenter une virulence atténuée pouvant
expliquer cette différence entre les deux zones. L’explication la plus probable repose donc
sur des différences dans [|’écologie complexe du WNV, telles que les facteurs
environnementaux, la susceptibilité et 'amplification du virus dans I'avifaune, ainsi que la
capacité et la compétence vectorielle des moustiques, entre une région donnée et les autres

ou le virus West Nile circule (Brault, 2009).
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1.2 Cycle de transmission du WNV

[.2.1  Transmission du WNV et compétence vectorielle

Le virus West Nile est un arbovirus, c'est-a-dire qu'il est véhiculé par un arthropode
vecteur, dans le cas de ce virus, le moustique. Cependant, son cycle de transmission
implique un hote aviaire qui est le réservoir naturel du WNV (Figure 8). Dans les années
1950, en Egypte, le role d’hdtes amplificateurs du virus par les oiseaux a été mis en évidence
(Taylor et al.,, 1956). Cela a également été démontré chez les moustiques vecteurs,
notamment chez le genre Culex (Ciota and Kramer, 2013; Taylor et al., 1956). Les moustiques
s'infectent en ingérant le virus lors d'un repas sanguin. Le virus va ensuite se répliquer apres
passage de la barriére intestinale du moustique puis va atteindre les glandes salivaires d'ou il
pourra étre transmis a nouveau lors d'un autre repas sanguin. Cette étape est directement
en relation avec les conditions climatiques (température, humidité...) qui vont influencer
I'activité des vecteurs et le temps de transmission du virus. En plus du genre Culex, des
moustiques appartenant aux genres Aedes ou Mansonia peuvent également étre porteurs

du WNV (Holick et al., 2002; Khan et al., 2017).

Néanmoins, une espece porteuse du WNV ne signifie pas pour autant que celle-ci
pourra transmettre le virus et le propager. Il est donc pertinent d'étudier la compétence
vectorielle, c'est-a-dire la possibilité qu'a un vecteur a étre infecté par le virus, a le répliquer
et enfin a assurer sa transmission a un nouvel héte (Beerntsen et al., 2000). Il a été possible
de préciser les especes de moustiques impliqués dans le cycle de transmission du WNV, ce
qui a permis une meilleure surveillance de la diffusion du virus. C'est ainsi que I'on a pu
mettre en évidence la forte implication des moustiques de I'espéce Culex pipiens dans la
transmission du WNV en Europe (Ciota and Kramer, 2013). Aux Etats-Unis, ce sont les
espéces endémiques et trés répandue Culex quinquefasciatus et Culex tarsalis qui sont les

principaux vecteurs du WNV (Ciota and Kramer, 2013).
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Figure 8 : Représentation schématique du cycle de transmission du WNV.

[.2.2  Virémie et transmission inter-especes

La virémie désigne la présence de virus dans le sang, non seulement d'un point de
vue qualitatif, mais surtout quantitatif, en exprimant la charge virale présente dans le sang.
Le niveau de la virémie est le facteur majeur qui permet d'expliquer pourquoi un oiseau (ou
une population d'oiseaux), plutét qu'un(e) autre, va pouvoir contaminer un type de
moustique piqueur, lequel sera, par voie de conséquence, plus compétent/efficace qu'un
autre pour sa vectorisation. C'est ainsi que I'on a démontré qu'une virémie élevée assure
une transmission rapide et facilitée du WNV (Brault, 2009). Une virémie élevée chez certains
oiseaux permettra ainsi a des moustiques moyennement sensibles ou compétents de
s'infecter de fagon efficace lors d'un repas sanguin (Brault, 2009; Komar et al., 2003). On

peut donc supposer que, méme si le WNV circule dans une région ou la population locale de
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moustiques a une faible compétence vectorielle, une virémie élevée sera atteinte chez son

hote aviaire afin de s'y maintenir.

De fagon réciproque, les vecteurs sensibles au WNV permettront une transmission
efficace du virus, méme s'ils sont en contact avec une population aviaire développant une
faible virémie. Ceci est observé dans les régions endémiques au WNV, comme ['Afrique,
I'Europe, les Etats-Unis (Brault, 2009). Une forte circulation du WNV dans la faune aviaire et
la présence de moustiques vecteurs capables de s'infecter a partir d'oiseaux virémiques et
de piquer ultérieurement un hote sensible, sont a I'origine de I'apparition de cas d'infection
au WNV chez I'hnomme et le cheval (Brault, 2009; Ciota and Kramer, 2013). Contrairement a
ce qui est observé chez les oiseaux, ces especes hotes ne présentent pas une virémie
suffisamment élevée pour permettre l'infection de vecteurs compétents au cours d'un repas
sanguin (Brault, 2009; Chancey et al., 2015). Ainsi, I'nomme et le cheval sont considérés
comme des culs-de-sac épidémiologiques du fait de leur incapacité a propager le WNV

(Figure 8) (Chancey et al., 2015).

Méme si quelques travaux ont pu mettre en avant des hypothéses expliquant la
persistance du WNV en dehors de la période d'activité des moustiques vecteurs, les
mécanismes associés a cette persistance sont encore assez mal connus (Chancey et al., 2015;
Ciota, 2017). Ceci entrainant des difficultés pour modéliser et anticiper ainsi les épidémies

d’une année a l'autre.

I.3  Structure et génome du WNV

[.3.1 La Particule Virale

Le virus West Nile, a l'instar de tous les flavirirus, est un virus enveloppé, de forme
sphérique, avec une taille variant de 50 a 60nm de diamétre (Figure 9 A). Les analyses
structurales par imagerie électronique couplée a de la modélisation révelent des particules
virales « lisses », sans spicules a leur surface (Mukhopadhyay et al., 2003). La surface des
virions matures est constituée de deux protéines structurales du virus. La premiere, la
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protéine d’enveloppe E, est agencé en 90 dimeéres antiparalleles, avec une symétrie de type
icosaédrique (Kuhn et al.,, 2002; Zhang et al., 2007). La protéine de membrane M est le
deuxieme constituant de I’enveloppe des Flavivirus. Le core du virus, qui contient et protéege
le génome viral, est lui constitué d’une seule protéine structurale, la protéine de capside C

pour former la nucléocapside (Figure 9 B).

50-60 nm

Glycoprotéine
d’enveloppe E Protéine M

sh+

Figure 9 : Structure de la particule virale WNV. A, modélisation structurale de la surface des
particules virales WNV. B, représentation schématique d’'une coupe transversale de la
particule virale WNV. D’apres (Diamond et al., 2008) et ViralZone.
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[.3.2 Organisation génomique du WNV

Le génome du WNV, commun a tous les Flavivirus, est un ARN simple brin de polarité
positive. D’une taille d’environ 11kb, la molécule porte une coiffe (7mGpppN) a son
extrémité 5’ et n’est pas polyadénylée en 3’ (Figure 10 A). Les régions non codantes (UTR)
aux extrémités 5’ et 3’ sont conservées et forment des structures secondaires en épingle a
cheveux, nécessaires pour les étapes de la réplication, a savoir la transcription, la traduction
et 'empaquetage de I’ARN viral (Figure 10 A) (Brinton and Dispoto, 1988; Khromykh et al.,
2001a). La région codante est constituée d’un seul cadre ouvert de lecture (ORF) d’une taille
de 3300 acides aminés (aa) (Figure 10 A). L’intégralité du génome est traduite en une
polyprotéine qui est clivée co- et post-traductionnellement a la fois par des protéases virale
et cellulaires (Figure 10 B-C). L'extrémité 5’ de la polyprotéine code les 3 protéines
structurales (C, prM/M et E), tandis que I'extrémité 3’ code les 7 protéines non structurales

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) (Figure 10 B-C).

Les protéines structurales sont nécessaires pour I'encapsidation du génome viral (par
la protéine C), mais aussi pour les interactions et la fusion avec la cellule cible (protéines E et
M) (Kimura and Ohyama, 1988; Suthar et al., 2013a). Les protéines de surfaces sont
immunogenes et sont donc également capables de stimuler la réponse immunitaire via les
lymphocytes B et T, induisant la production d’anticorps neutralisants (Sanchez et al., 2005;

Suthar et al., 2013a).

Les protéines non-structurales sont impliquées dans la réplication virale,
II . 72 . A . .. Il A . .
assemblage des particules et I'évasion a la réponse antivirale de I'h6te (Brinton, 2013;

Suthar et al., 2013a).
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Figure 10 : Organisation génomique du WNV. A, Représentation schématique du génome de
WNV. B, représentation schématique de la polyprotéine obtenue apres traduction de I’ARN
viral. C, Représentation schématique de la topologie membranaire prédictive de la
polyprotéine virale a partir d’analyses biochimiques et cellulaire. La polyprotéine est ensuite
clivée par des protéases virales et cellulaires afin de former I’'ensemble des protéines virales.
Synthése personnelle inspirée de (Assenberg et al., 2009; Guzman et al., 2010; Liu et al.,
2010)
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[.3.2.1 Les régions non codantes

a. L’extrémité 5’

La région 5’ non traduite (UTR) possede une coiffe (m7GpppA) qui est reconnue par
la protéine cellulaire cytoplasmique elF4B (facteur eucaryotique d’initiation de la traduction)
et par le facteur elF4F du complexe d’initiation (Chiu et al., 2005; Clyde and Harris, 2006). Ce
complexe permet le recrutement de la petite sous-unité ribosomale afin d’initier la

traduction de I’ARN viral en polyprotéine.

b. L’extrémité 3’

L'extrémité 3’ UTR est caractérisée par une structure en épingle a cheveuy,
hautement conservée chez les Flavivirus, qui sert de promoteur a la synthése du brin ARN(+)
(Shi et al., 1996a, 1996b; Thurner et al., 2004). Cette région posséde aussi une séquence de
cyclisation qui induit I'interaction entre les extrémité 5" et 3’ du génome viral, essentielle

pour la réplication (Khromykh et al., 2001a; Polacek et al., 2009).

c.  ARN sub-génomique de Flavivirus

Chez 'ensemble des Flavivirus, et de maniére spécifique a ce genre viral, est produit
un ARN sub-génomique (sfRNA) qui dérive de I'extrémité 3’ UTR (Pijlman et al., 2008; Roby
et al., 2014). Le sfRNA est un produit de la dégradation incompléte de I’ARN génomique viral
par la 5’-3’ exoribonucléase cellulaire XRN1 qui stagne au niveau des structures secondaires
hautement ordonnées au début de I'extrémité 3’ UTR de I’ARN viral (Funk et al.,, 2010;
Pijlman et al., 2008; Roby et al.,, 2014). La génération de sfRNA entraine l'inhibition de
I"activité de XRN1 permettant d’augmenter la stabilité de nombreux ARN messagers (Pijlman
et al., 2008). Les sfRNA sont impliqués dans la pathogénicité, en inhibant notamment les
activités antivirales de l'interféron de type | et de la voie de I’ARN interférence (Schnettler et
al., 2012; Schuessler et al., 2012). Cependant, les mécanismes impliqués dans ces fonctions

restent assez peu connus.
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[.3.2.2 Les protéines Structurales

a. Laprotéine C de capside

La protéine C de capside, d’'un poids moléculaire de 11kDa, est hautement basique.
Elle est associée au génome viral pour former la nucléocapside, protégée par I'enveloppe du
virus. L'organisation structurale de la capside confére la forme sphérique a la particule. La
protéine C forme des dimeéres, similaires a la protéine C de DENV, qui sont organisés en
tétrameres avec des charges de surfaces hautement positives (Dokland et al., 2004). Au sein
de la polyprotéine, le précurseur C de 123 aa est adressé a la membrane du Réticulum
Endoplasmique (RE) par une séquence hydrophobe située a I'extrémité C-terminale. Celle-ci
est ensuite clivée par la protéase virale NS2B-NS3 pour donner la forme mature de C, d’une
taille de 105aa (Nowak et al., 1989; Speight and Westaway, 1989). Les régions N- et C-
terminales, possédant des résidus chargés, sont impliqués dans la fixation a I’ARN viral
(Khromykh and Westaway, 1996). La phosphorylation de la protéine C par la protéine Kinase
C (PKC) est essentielle pour exercer ses fonctions dans la cellule lors de linfection
(Bhuvanakantham et al., 2010). Des roles au niveau de |'apoptose lui sont décrits, avec a la
fois une fonction pro-apoptotique mais aussi anti-apoptotique (Bhuvanakantham et al.,
2010; Urbanowski and Hobman, 2013; Yang and al, 2002). Ceci suggérant que la protéine C
du WNV est un facteur important dans la modulation des mécanismes cellulaires au cours de

I'infection virale.

b. Laprotéine M de membrane

La glycoprotéine M est un des deux déterminants viraux de surface, avec la protéine
E d’enveloppe. Elle est produite au cours de la maturation des particules virales néo-formées
transitant par la voie sécrétoire (Golgi). La protéine M, ancrée dans la membrane virale, est
un fragment protéolytique de la protéine précurseur prM (Figure 11 A). Ces deux formes
sont essentiellement impliquées dans le changement et le maintien de la conformation de la
protéine d’enveloppe. Le précurseur prM de 26kDa de la protéine M est adressé au RE via le
domaine C-terminal hydrophobe de la protéine C. L'extrémité N-terminale de prM porte des
sites de glycosylation (1 a 3) et 6 résidus cystéine conservés chez I'ensemble des Flavivirus

(Lindenbach et al., 2007).
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Figure 11 : Maturation des virions par clivage protéasique Furine-dépendant de prM/M. A,
représentation schématique d’une particule de Flavivirus avant et aprés maturation. B,
représentation schématique du clivage de prM par la protéase cellulaire furine. Le peptide
de fusion (point rouge) porté par la protéine E est exposé apres clivage. C, reconstruction par
Cryo-EM des particules de Flavivirus immatures (avant clivage de prM) et matures (apres

clivage de prM). Synthese personnelle adaptée de (Perera and Kuhn, 2008; Vratskikh et al.,
2013).

La forme prM, en interagissant avec la protéine E, participe au repliement correct de
celle-ci (Konishi and Mason, 1993; Lorenz et al., 2002). Parce que prM camoufle le peptide

fusion porté par la protéine E, sa principale fonction est de prévenir le réarrangement pH-
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dépendant de E lors du transport des particules immatures dans la voie sécrétoire. Un
clivage protéasique furine-dépendant de prM en deux fragments, pr et M, dans le réseau
trans-Golgi, induit la conversion des particules immatures en particules matures infectieuses
(Mukhopadhyay et al., 2003; Stadler et al., 1997). Suite au clivage, les hétérodimeres prM-E
se dissocient, relarguant le fragment pr, et les homodiméres de protéines E se forment,
conférant une apparence « lisse » a la surface du virion (Figure 11 A-C). Le peptide de fusion

est ainsi exposé.

c. Laprotéine E d’enveloppe

La glycoprotéine E (50-55kDa) du WNV, codée par le géne viral de I'enveloppe (E) est
la principale protéine de surface du virion (Mukhopadhyay et al., 2005; Pierson and Kielian,
2013). Comme évoqué précédemment, elle est fortement impliquée dans la reconnaissance
et la fixation aux récepteurs ainsi que dans la fusion a la membrane plasmique dans
I'endosome (Mukhopadhyay et al., 2005; Pierson and Kielian, 2013; Smit et al., 2011). Sous
sa forme native, E se replie en une structure allongée, riche en feuillets B et s'assemble en
homodimeéres disposés de maniére antiparallele (Figure 12) (Pierson and Kielian, 2013). La
protéine possede 12 résidus de cystéine qui forment six ponts disulfures (Nybakken et al.,
2006). Ces six ponts disulfures sont hautement conservés chez tous les Flavivirus mettant en
avant leur importance dans la structure et la conformation correcte de E (Pierson and
Kielian, 2013). L'ectodomaine de la protéine E est ancrée dans la membrane virale par une
région hélicoidale nommée "tige d'ancrage" (ou "stem-anchor ") (Nybakken et al., 2006;

Pierson and Kielian, 2013).

La protéine E est glycosylée et organisée en domaines structuraux indépendants
séparés par des boucles flexibles (Kanai et al., 2006; Nybakken et al., 2006). Chaque sous-
unité de E est organisée en 3 domaines structuraux et fonctionnels : le domaine | (E-DI), le
domaine Il (E-DII) et enfin le domaine IIl (E-DIII) (Figure 12) (Nybakken et al., 2006). Le E-DI,
composé de 8 feuillets B, contient deux grandes boucles d'insertion qui sont responsables de
la forme allongée du domaine DII. Le E-DII est impliqué dans la formation et la stabilisation
du dimere. De plus, il contient le peptide de fusion impliqué dans la fusion membranaire
entre le virus et I'endosome de la cellule héte (Figure 12) (Heinz and Allison, 2001; Nybakken

et al., 2006). Le E-DIIl forme, quant a lui, une structure compacte de 10 feuillets B présentant
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un repliement similaire aux immunoglobulines et contient les motifs de fixation aux
récepteurs cellulaires (Nybakken et al., 2006; Pierson and Kielian, 2013). Le E-DIII joue un
role dans les étapes de reconnaissance et d'adhésion du WNV a la surface de la cellule hote,
puisqu'il porte des épitopes de neutralisation virale (Choi et al.,, 2007; Chua et al., 2013;
Pierson and Kielian, 2013). Au moment de la fusion pH-dépendante dans I'endosome, la
protéine E change de conformation pour s’organiser en trimere et présenter ainsi le peptide

de fusion vers la membrane endosomale (Figure 13).

Peptide fusion

Dill \ .
I\

Vue du dessus

Vue de coté

Figure 12 : Représentation structurale de la glycoprotéine d’enveloppe E. (sous sa forme
homodimérique). La protéine E est présente sous forme de dimeres antiparalléles a la
surface des particules matures. Adaptée de (Pierson and Kielian, 2013).

Le domaine E-DIl porte les épitopes de groupe et sous-groupe des principaux
Flavivirus, entrainant des réactions immunitaires croisées (Oliphant et al.,, 2006). Les
domaines DI et DIIl contiennent des épitopes majoritairement spécifiques aux types et aux
sous-types de virus. Cependant, les épitopes des domaines DI et DIl présentent de faibles
propriétés immunogenes contrairement au domaine DIII (Oliphant et al., 2006). En effet, la
plupart des épitopes ciblés par les anticorps neutralisants ont été localisés au niveau du
domaine DIII (Figure 14) (Choi et al., 2007; Chua et al., 2013; Pierson and Kielian, 2013). De

plus, lorsqu'il est exprimé comme une protéine recombinante, le domaine E-DIIl du WNV est
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capable de se replier de fagon autonome et d'agir comme un domaine fonctionnel

susceptible de générer des anticorps neutralisants dirigés contre le WNV (Chua et al., 2013).

La glycosylation de E est déterminante a la fois dans la capacité de neuro-invasion du
WNYV, dans I'assemblage et dans 'infectiosité des particules (Hanna et al., 2005; Shirato et

al., 2004).

Peptides de fusion

Membrane endosome

Enveloppe virus

Figure 13 : Représentation structurale de la protéine E sous forme trimérique apres la
fusion. Adaptée de (Pierson and Kielian, 2013).

50-60 nm

68



Synthése bibliographique / | — Le virus West Nile

Figure 14 : Modélisation structurale de I'organisation de la protéine E a la surface des
virions. Une particule de Flavivirus mature contient 90 dimeres de protéines E organisés
avec une symétrie icosahédrale T=3. Domaine DI = rouge, domaine DIl = jaune, domaine DIII
= bleu. Les principaux épitopes du domaine DIll inducteurs d’anticorps neutralisant sont
représentés en violet. D’apres (Diamond et al., 2008).

[.3.2.3 Les protéines Non-Structurales

a. Laprotéine NS1

NS1 est une glycoprotéine non-structurale multifonctionnelle d’un poids moléculaire
de 46-55kDa suivant le statut de glycosylation (Lee et al., 1991; Post et al., 1991; Smith and
Wright, 1985). Au cours de la synthése de la polyprotéine, la région peptidique
correspondant a NS1 est située dans le lumen du RE ou des peptidases de la cellule hote
clivent les jonctions E/NS1 et NS1/NS2A (Falgout and Markoff, 1995). Apres clivage, NS1,
alors sous forme monomérique, subit des glycosylations dans le RE avant de former des

homodimeres (Fan and Mason, 1990).

La protéine NS1 existe sous de multiples formes oligomériques et est retrouvée a
différentes localisations cellulaires : associée aux membranes internes de la cellule (mNS1)
ou a la surface cellulaire (formes dimériques) (Fan and Mason, 1990; Schlesinger et al.,
1990). La protéine NS1 présente également une forme hexamérique, riche en lipide, qui est
sécrétée de la cellule infectée (sNS1) (Akey et al., 2014; Crooks et al., 1994; Gutsche et al.,

2011; Post et al., 1991; Smith et al., 1970).

Au cours de l'infection par le WNV mais aussi chez I'ensemble du genre Flavivirus, la
protéine non-structurale NS1 intracellulaire est requise pour la réplication de I'ARN viral
(Youn et al., 2013). Elle permet de stabiliser le complexe de réplication, situé au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) et constitué de I'ensemble des protéines non-structurales des
Flavivirus et de I’ARN viral (Mackenzie et al., 1996; Westaway et al., 1997). La protéine NS1
associée a la surface cellulaire ainsi que la forme sécrétée sont hautement immunogenes,
induisant une importante production d’anticorps dirigés contre cet antigene (Akey et al.,
2014; Avirutnan et al., 2007; Schlesinger et al., 1990; Sun et al., 2011). sNS1, est fortement

impliquée a la fois dans I’évasion a la réponse immune de I’hdte mais aussi, paradoxalement,
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dans la dérégulation/sur-activation de celle-ci (Akey et al., 2015; Beatty et al., 2015; Crook et
al., 2014; Macdonald et al.,, 2005; Mackenzie et al.,, 1996; Muller and Young, 2013;
Watterson et al., 2016). Ainsi, sNS1 joue un réle important dans la pathogenese et la

pathophysiologie lors d’une infection par le WNV ou d’autres Flavivirus.

Une forme plus longue de NS1, NS1’, est souvent détectée lors d’infections par les
membres du sérocomplexe de I'encéphalite japonaise (Melian et al., 2009). NS1’ est le
résultat d’un décalage ribosomique qui se produit en 5’ de NS2A, en aval d’une structure
secondaire de I’ARN et cette protéine joue un réle dans la réplication (peut substituer la

fonction de NS1) et la neuroinvasion du WNV (Young et al., 2013).

La structure, les roles et principales fonctions de NS1 et de sa forme sécrétée (sNS1) seront

développés de maniere plus exhaustive dans la partie Il de cette synthése.

b. Les protéines NS2A et NS2B

NS2A, une protéine hydrophobe membranaire de 22kDa, est impliquée dans
I’'assemblage des particules virales (Leung et al., 2008; Liu et al., 2003). Elle est aussi intégrée
dans les complexes de réplication par interaction avec les protéines virales NS3 et NS5, ainsi
gu’avec la région 3’ UTR de I’ARN viral (Mackenzie et al., 1998). Cette localisation met en
avant une participation de NS2A dans la coordination entre la réplication de I’ARN viral et
son incorporation dans la nucléocapside (Khromykh et al., 2001b). La protéine est formée
suite au clivage cytosolique de NS2A/NS2B par le couple protéolytique NS2B/NS3. D’autres
travaux ont pu mettre en évidence un réle inhibiteur de la réponse interféron de type | par
NS2A, ainsi qu’une participation dans I'apoptose induite au cours de 'infection virale (Liu et

al., 2006; Melian et al., 2013).

NS2B est une petite protéine de 14kDa associée aux membranes du RE, au niveau des
complexes de réplication, et est impliquée dans le recrutement des autres protéines virales
(Yu et al., 2013). Elle forme le précurseur sérine protéinase NS2B/NS3 et permet |'activation
de la protéase virale NS3 entrainant le clivage au niveau de la polyprotéine entre ces deux
partenaires (Clum et al., 1997; Condotta et al., 2010). NS2B agit donc comme un co-facteur

de NS3 et de sa fonction protéasique.
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c. Laprotéine NS3

NS3 est une protéine multifonctionnelle de 70kDa impliquée dans la réplication et le
clivage de la polyprotéine flavivirale. Au niveau de sa région N-terminale, NS3 porte un
domaine d’activité sérine protéase. En région C-terminale, on retrouve des activités hélicase,
NTPase et ATPase (Feito et al., 2008; Gorbalenya et al., 1989; Mastrangelo et al., 2007). NS3
est responsable du clivage protéolytique des jonctions NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A et
NS4B/NS5 (Lindenbach et al., 2007). Cette fonction de NS3 est également impliquée dans la
maturation des protéines C de capside et NS4A (Lin et al., 1993; Yamshchikov and Compans,
1994). La protéine NS3 posséde également une activité RTPase (ARN triphosphatase) qui
permet la déphosphorylation de la partie 5 de I’ARN viral lors de la transcription, avant
I'ajout de la coiffe (Wengler and Wengler, 1993). Enfin, la NS3 du WNV contribue a
I'induction d’une mort cellulaire par apoptose via I'activation de la caspase 8 (Ramanathan
et al., 2006). Ceci influe alors sur les effets cytopathiques produits au cours de I'infection par

le virus.

d. Les protéines NS4A, 2K et NS4B

NS4A et NS4B sont des protéines hydrophobes de 16 et 27 kDa, séparées par le
peptide 2K. NS4A est localisée au sein des complexes de réplication (Mackenzie et al., 1998),
ce qui suppose un role dans la réplication de I’ARN. Le peptide 2K sert de séquence signal
pour la translocation de NS4B dans la lumiére du RE (Lin et al.,, 1993). Le clivage
NS4A/2K/NS4B est nécessaire pour linduction des réarrangements des membranes
cytoplasmiques (formation de vésicules pour la réplication) par NS4A (Miller et al., 2007;
Roosendaal et al., 2006). Le clivage a la jonction 2K/NS4B est assuré par la fonction sérine
protéase de NS3 associée a NS2B en amont d'un peptide signal du domaine
transmembranaire 2K (Lin et al., 1993). Le fragment 2K est impliqué dans la synthése de
I’ARN viral. En effet, une mutation au sein de ce peptide a démontré une résistance a un
anti-viral (la lycorine) via I'augmentation de la vitesse de réplication (Zou et al., 2009). NS4B
fait également partie du complexe de réplication viral (Miller et al., 2006). Elle co-localise
avec NS3 et I’ARN double brin dans des structures membranaires dérivées du RE, lieu de la
réplication virale (Westaway et al., 2002). Une mutation dans la partie C-terminale de NS4B

réduisant la vitesse de réplication et la quantité d’ARN synthétisé, suggere que cette région
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de NS4B est critique pour la réplication virale (Puig-Basagoiti et al., 2007). NS4B est
également impliquée dans I'échappement a la réponse immunitaire innée de I'hote en

inhibant la voie interféron de type | (Mufioz-Jordan et al., 2005; Wicker et al., 2012).

e. Laprotéine NS5

NS5, la plus grosse protéine du WNV d’un poids moléculaire de 103 kDa, est une
protéine multifonctionnelle hautement conservée chez le genre Flavivirus (Zhou et al.,
2007). NS5 est I'ARN polymérase-ARN-dépendante, nécessaire pour la réplication du
génome viral au sein de complexes faisant intervenir des protéines d’origine a la fois virale et
cellulaire (Chu and Westaway, 1987; Guyatt et al., 2001; Steffens et al., 1999; TAN et al.,
1996). En interagissant avec NS3, la protéine NS5 a été identifiée comme étant un
composant majeur des complexes de réplication de I’ARN viral. En plus de son réle de
polymérase, elle posséde une activité methyltransférase (Zhao et al., 2015; Zhou et al.,
2007). NS5 participe a I'évasion a la réponse innée de I’"h6te en empéchant I"'accumulation
de la forme phosphorylée de STAT1 (pY-STAT1) et réprimant I'expression des genes sous

contréble des interférons de type | (Laurent-Rolle et al., 2010; Lubick et al., 2015).

1.4 Le cycle de réplication du virus

[.4.1 Entrée du virus

L'entrée dans la cellule hote requiert une liaison avec un récepteur a la surface de
celle-ci afin de déclencher l'internalisation de la particule. L'attachement cellulaire du virus a
lieu grace a la reconnaissance de récepteurs membranaires par la glycoprotéine d'enveloppe
du virus. Un certain nombre de molécules de surface ont été identifiées comme récepteurs
du WNYV : les héparane sulfate (HS), le Toll-like receptor TLR3, DC-SIGN (récepteur a lectine
de type C), les TIM et TAM ou encore les intégrines de type avp3 (Chen et al., 1997; Chu,
2004; Davis et al., 2006; Fernandez-Garcia et al., 2009; Navarro-Sanchez et al., 2003; Schmidt
et al., 2013; Wang et al., 2004). Cependant, des mécanismes moins spécifiques sont utilisés

par le WNV et les Flavivirus pour entrer dans les cellules cibles.
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En effet, des phosphatidylsérine (PS) ainsi que des phosphatidyléthanolamine (PE)
incorporées dans |’enveloppe virale, au moment du bourgeonnement a partir de la
membrane du RE, peuvent interagir avec des récepteurs aux PS. Parmi eux, les récepteurs de
la famille TIM (« T-cell Ig mucin domain »), en particulier les récepteurs humains TIM1 et
TIM4, ont été identifiés comme d’important contributeurs de I'entrée du WNV et d’autres
virus enveloppés (Jemielity et al., 2013; Meertens et al., 2012; Richard et al., 2015). Apres sa
liaison a la surface cellulaire, le WNV entre par un mécanisme d’endocytose médié par la
clathrine (Figure 15) (Chu and Ng, 2004). Le WNYV se retrouve ainsi dans I’'endosome, dont le
contenu va subir un processus d'acidification dépendant de [I'ATP et d'ATPases
membranaires. L'abaissement du pH de l'endosome induit le processus de fusion de
I'enveloppe virale avec la membrane endosomale, grace au peptide de fusion porté par E
(Figure 16). En effet, I'exposition a un pH acide engendre un changement majeur de
conformation de la protéine E, notamment sa trimérisation associée un réarrangement de sa
surface, exposant ainsi le peptide de fusion a la membrane cible (Pierson and Kielian, 2013).
Ce peptide se replie en épingle a cheveux, ce qui permet le rapprochement des deux
membranes (virales et endosomale), et entraine la formation d'un pore permettant la sortie

de la nucléocapside virale dans le cytoplasme (Figure 16).

Cell receptor

Dynamin

Early Endosome

Late endosome (pH 6.0)

Figure 15: Entrée du WNV par endocytose médiée par la clathrine. D’aprés ViralZone,
ExPASy.
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Figure 16 : Mécanisme de fusion pH-dépendante de la membrane virale avec la membrane
de 'endosome médié par la protéine E d’enveloppe. Domaine DI = rouge, domaine DIl =
jaune, domaine DIIl = bleu, peptide de fusion = vert. D’apres (Pierson and Kielian, 2013).

I.4.2 Etapes cytoplasmiques

Une fois la capside libérée dans le cytoplasme, celle-ci est dégradée, libérant le
génome du virus. L’ARN viral étant de polarité positive (+), il est directement pris en charge
par la machinerie cellulaire de traduction afin de synthétiser la polyprotéine, précurseur des
différentes protéines virales. De facon co-traductionnelle, la polyprotéine donnera les
protéines virales matures apres clivages par les protéases virale et cellulaires (Figure 10 B-C).

Ainsi, en paralléle de la traduction, les protéines virales peuvent jouer leurs réles dans la
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transcription/réplication du génome viral. Ces deux étapes du cycle viral sont également
couplées a I'assemblage des particules virales (Apte-Sengupta et al., 2014; Khromykh et al.,

2001b).

1.4.2.1 Réplication : Transcription/traduction

La réplication asymétrique du génome viral débute par la synthése d’un brin ARN
négatif (-), dit antigénome, qui sert de matrice a la synthése du nouveau brin d’ARN
génomique (+). Elle se déroule au sein d’un complexe de réplication (RC) constitué des
protéines virales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 en interactions avec des
partenaires protéiques de la cellule hote (Chu and Westaway, 1992; Grun and Brinton, 1988;
Mackenzie et al., 1998; Youn et al., 2013). La formation de ce complexe est induite par un
remodelage des membranes du RE médié par les protéines non-structurales, telles que les
protéines NS4A et NS4B (Apte-Sengupta et al., 2014; Gillespie et al., 2010; Stern et al., 2013;
Welsch et al., 2009; Westaway et al., 1997; Yu et al., 2013). Ceci entraine la formation
d’invaginations, de type vésiculaire (VP), dans lesquelles la machinerie de réplication virale

est protégée (Figure 17).

cytoplasm

VP

ER lumen

Figure 17 : Représentation schématique du complexe de réplication des Flavivirus. HF =
Facteur cellulaire. (Muller and Young, 2013).
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1.4.2.2 Assemblage des particules virales et sortie des virions

L'assemblage des particules virales se fait par association de I'ARN viral (+) avec les
protéines de capside (Khromykh and Westaway, 1996; Pong et al., 2011). L'acquisition de
I'enveloppe se fait par bourgeonnement au niveau du RE, avec I'implication de facteurs de la
voie ESCRT dans la formation des particules (Mackenzie and Westaway, 2001; Tabata et al.,
2016; Welsch et al., 2009). Les protéines prM et E sont glycosylées, et doivent donc transiter
dans le RE et le Golgi (Scherret et al., 2001b). En cours de synthése, des séquences signal
situées au niveau de la région codant les protéines structurales, adressent les régions prM, E
et NS1 de la polyprotéine dans le RE grace a des domaines transmenbranaires. Les
séquences signal sont ensuite clivées par des signalases cellulaires (Apte-Sengupta et al.,
2014). Les protéines prM et E restent alors encrées dans la membrane du RE, ce qui
permettra par la suite la formation de I'enveloppe virale lors du bourgeonnement du virus

dans le compartiment vésiculaire et sa sortie de la cellule (Hanna et al., 2005).

Concernant la protéine NS1, une partie est libérée dans la lumiére du RE, ou elle peut
jouer son réle au niveau du complexe de réplication, tandis qu’une autre proportion sera

sécrétée en dehors de la cellule infectée (Muller and Young, 2013).

Une fois le bourgeonnement effectué, les particules virales immatures sont formées.
La protéine prM a pour réle le maintien d'une conformation de la protéine E qui évite
I'exposition du peptide fusion. Ces particules immatures ont un aspect hérissé qui
correspond a l'insertion d'hétérodiméres prM-E dans l'enveloppe virale (Pierson and
Diamond, 2012). Des analyses en immunofluoresence ont montré que les particules
immatures subissent une étape de maturation dans le trans-Golgi, consistant au clivage de
prM en protéine de matrice M, ce qui confere a la surface des virions un aspect lisse
(Mackenzie and Westaway, 2001). Une fois ce processus terminé, les particules devenues
des virions matures infectieux, sortent de la cellule par un mécanisme encore non

totalement élucidé a ce jour (Figure 18).
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.mm

Site d’assemblage
des particules

Site de réplication

Figure 18 : Représentation schématique récapitulative du cycle de multiplication virale du
WNV. Adaptée de (Pierson and Diamond, 2012; Scaturro et al., 2015).
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I.5 Pathogenese et tropisme

[.5.1 Infection, amplification virale et dissémination

La grande majorité des infections par le WNV se contracte suivant la pig(ire d’un
moustique infecté. Néanmoins, d’autres voies de transmission sont décrites comme, par
transfusion sanguine, par transplantation d’organe infecté et par transmission de la mére a
I’enfant au cours de la grossesse (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2009;
O’Leary et al., 2006; Pealer et al., 2003). Méme si ces voies de transmission du WNV ne
représentent que quelques cas, elles ne sont pas a négliger. En effet, en tenant compte de la
grande proportion de cas asymptomatiques, le WNV peut étre présent dans du sang et/ou
des organes, destinés a la transfusion ou a la transplantation, avec une probabilité
importante. Les tests de détection du WNV dans ces échantillons ne peuvent étre
constamment effectués en routine dans les services hospitaliers, ce qui engendre un risque
de transmission (Nett et al., 2012). De méme, des infections a la suite d’accidents en

laboratoires ont été décrites (Venter et al., 2009).

Le WNV étant principalement transmis par les moustiques, lors de la piglre, le virus
est inoculé par la salive de l'insecte par voie sous-cutanée. Le virus infecte alors les cellules
localisées au site d’injection et se réplique tout d’abord localement. Les kératinocytes ainsi
que les cellules dendritiques résidentes du derme (cellules de Langerhans) sont proposés
comme siege initial de I'amplification locale (Figure 19) (Lim et al., 2011). Aprés infection,
ces cellules dendritiques s’activent et sont alors capables de migrer vers les nceuds
lymphatiques (Johnston et al., 2000). Dans ces structures, le WNV infecte alors des
neutrophiles et des macrophages, circulant eux aussi, favorisant I'apparition d’une virémie
et la dissémination du virus a des organes viscéraux (rates) et autres tissus périphériques
(Figure 19) (Suthar et al., 2013a). Linfection de ces différents types cellulaires induit
I’expression de molécules pro-inflammatoires, a I'origine de I'inflammation, qui permettent
le recrutement et l'activation d’autres cellules immunitaires (Figure 19). Ces étapes
caractérisent les formes modérées de la maladie causée par le WNV, telles que les infections

asymptomatiques (environ 80% des cas) et la fievre West Nile (environ 20% des cas).
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Une phase plus tardive, implique une atteinte neurologique suite a l'infection de
tissus du systeme nerveux central (SNC) tels que le cerveau et la moélle épiniére (Figure 19).

En effet, le WNV est a la fois un virus neurotrope et neuroinvasif.
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Figure 19: Représentation schématique des étapes d’infection, d’amplification et de
dissémination du WNV dans I'h6te infecté. (Suthar et al., 2013a).
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[.5.2 Infection du SNC

[.5.2.1 Les différentes voies d’entrée dans le SNC

Le controle de la charge virale dans le sang est primordial pour prévenir la
dissémination dans le SNC (Klein and Diamond, 2008). De plus, la neuropathogenése du
WNV dépend de la capacité du virus a entrer dans le SNC et a se propager efficacement dans
les cellules cibles (neurones, cellules gliales, cellules myéloides) (Diamond et al., 2003;
Samuel and Diamond, 2006; Shrestha et al., 2003; Suthar et al., 2013a). En effet, les
propriétés neuroinvasives sont en partie dictées par les protéines structurales du WNV, en
particulier les N-glycosylations portées par la protéine E d’enveloppe (Beasley et al., 2002,
2005; Shirato et al., 2004; Zhang et al., 2006). Cependant, les mécanismes de neuroinvasion
liés aux protéines de surface sont mal connus. Plusieurs hypothéses concernant les voies
d’entrée du WNV dans le SNC sont avancées (Fredericksen, 2014; Petersen et al., 2013;
Winkelmann et al., 2016).

La premiere, suggere une amélioration de I'attachement et de l'internalisation du
virus dans certaines cellules cibles (cellules endothéliales de la barriere hémato-
encéphalique, BHE), augmentant ainsi I’efficacité d’infection et I’'entrée du WNV dans le SNC
(Tableau 4, Figure 21) (Verma et al., 2009). Une autre possibilité est que le WNV gagne le
SNC suite a la rupture de lintégrité de la BHE. En effet, la BHE permet le maintien de
I’'homéostasie dans le cerveau, en le séparant du sang circulant (Figure 20). Elle protege ainsi
le cerveau d’'une mise en contact avec des éléments étrangers, contenus dans le sang
circulant, potentiellement néfastes tels que des toxines et/ou des agents pathogénes
(Abbott et al., 2010). La perturbation de l'intégrité de la BHE serait provoquée par une
augmentation de la perméabilité des cellules endothéliales qui la composent (Tableau 4)
(Winkelmann et al., 2016). Ce phénotype est régulé par la sécrétion de cytokines vasoactives
par les cellules endothéliales et I'activation de métalloprotéases matricielles (telles que
MMP-9) qui sont a I'origine de la dégradation de protéines impliquées dans les jonctions
serrées (ex : Claudin-1, ZO-1) et la dérégulation de I'expression de molécules d’adhésion (ex :
ICAM-1, sélectine-E) (Tableau 4) (Daniels et al., 2014; Spindler and Hsu, 2012; Verma et al.,
2010; Wang et al., 2008, 2004). Le WNV est capable d’induire I'expression de ces molécules

d’adhésion cellulaire a la surface des cellules endothéliales de la BHE augmentant ainsi la
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fixation des leucocytes sur celles-ci. Ceci peut contribuer a 'infiltration des leucocytes et a la

perturbation de la perméabilité de la BHE (Tableau 4) (Roe et al., 2014).

D’autres mécanismes d’entrée du WNV dans le SNC sont proposés. Ceux-ci incluent
I'infection de neurones olfactifs avec une dissémination a partir du bulbe olfactif et/ou un
transport axonal rétrograde direct depuis les neurones périphériques infectés (Samuel et al.,

2007a; Wang et al., 2009).

Enfin, la voie circulatoire est envisagée, grace a un mécanisme dit « cheval de Troie »
par lequel le virus est transporté au SNC par les cellules immunitaires infectées (monocytes
et/ou macrophages) circulantes qui sont recrutées dans cette région de I'organisme lors
d’une infection et qui sont capables de franchir naturellement la BHE (Figure 21) (Getts et
al., 2008; Verma et al., 2009). De plus, en réponse a linfection et aux cytokines pro-
inflammatoires produites par les cellules locales infectées, les leucocytes recrutés sécretent
a leur tour des cytokines (TNF-a, IL-6, MIF) via la voie TLR3 et activent les MMPs (Wang et
al., 2008, 2004). Cela altére ainsi la fonction de la BHE, qui se traduit par une augmentation

de sa perméabilité et ainsi de I'entrée de particules virales (Figure 21).

Une fois dans le SNC, d’autres déterminants viraux et de réponse de I'h6te sont a
I'origine de la formation de lésions dans les tissus nerveux et donc des formes séveres de la
maladie a WNV (encéphalites, méningites, paralysie flasque aigiie) (Winkelmann et al.,

2016).
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Figure 20 : Représentation schématique de la barriéere hémato-encéphalique.
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Facteurs de I’hote Effets sur intégrité de la BHE

Cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1pB, IL-6,
MIF)

Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) Augmentation perméabilité BHE

Déstabilisation BHE

Augmentation perméabilité BHE en favorisant la

SETE LTI production de TNF-a

Favorise intégrité BHE via activation des interactions
IFNs de type | (IFN-a et IFN-() de Racl et RhoA entrainant I'inhibition indirecte des
effetsde TNF-a et II-1B

Modulation de la localisation des protéines de
jonctions serrées des cellules endothéliales =>
augmentation intégrité et diminution du passage de
virus a travers la BHE

IFN-A

Récepteurs de type TAM (Tyro3, Axl et Mertk) Augmentation intégrité BHE

Augmentation de I'expression des CAMs qui induit
I'adhésion et la migration transendothéliale des
leucocytes

Molécules d’adhésion cellulaire, CAMs (ICAM-1,
VCAM-1 et Sélectine-E)

Tableau 4 : Facteurs de I’'hote qui modulent I’intégrité de la barriere hémato-encéphalique.
Adapté de (Winkelmann et al., 2016).
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Figure 21 : Représentation schématique des différentes voies d’entrée du WNV dans le
SNC. 1, Attachement/infection des cellules endothéliale de la BHE puis entrée dans le SNC. 2,
Les cytokines pro-inflammatoires sécrétées par les cellules locales infectées (cellules
endothéliales, monocytes, ...) déstabilisent I'intégrité de la BHE. Ceci permet au virus de
rentrer plus facilement dans le SNC. 3, entrée du WNV dans le SNC par le mécanisme de
« cheval de Troie » via l'infection de monocytes ou macrophages qui sont capables de
traverser la BHE. Synthése personnelle.
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[.5.2.2 Physiopathologie de I'infection du SNC

Dans le SNC, le WNV cible les neurones du cortex, du tronc cérébral, du cervelet et de
la moelle épiniere, conduisant a leur altération voire leur mort (Samuel and Diamond, 2006;
Samuel et al., 2007b; Shrestha et al., 2003). L’infection de ces cellules est en partie a I'origine
de lésions associées aux formes séveres de la maladie (encéphalite et méningite) (Figure 22)
(Donadieu et al., 2013a; Shrestha et al., 2003). L’infection et la destruction des neurones

moteurs dans la corne antérieure de la moelle épiniére coincide avec des paralysies flasques.

WNV-1598 KUNV Mock

Infiltration de leucocytes

Meéningite

Figure 22 : Coupes histologiques de cerveau de souris infectées par WNV (lignage 1a) ou
KUNV (lignage 1b). a-c, Infiltrations périvasculaires de leucocytes (fleches banches). d-f,
Lésions méningitiques. D’apres (Donadieu et al., 2013a).
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a. Role neuro-toxique de la réaction immunitaire

L'équilibre entre I’élimination du virus et I'immunopathologie dans le SNC est
probablement modulé par la réponse immunitaire antivirale qui nécessite une mobilisation
efficace des cellules immunitaires (Winkelmann et al., 2016). Lors d’une infection du SNC par
WNV, on observe une importante inflitration de leucocytes dans le cerveau (Figure 22)
(Donadieu et al., 2013a; Shrestha et al., 2003). Ces leucocytes mais aussi les cellules gliales
(astrocytes, microglie) impliqués produisent des molécules pro-inflammatoires qui induisent
une pathologie suite a la présence de protéases, de cytokines neurotoxiques et de dérivés
réactifs de I'oxygéne sécrétées par les cellules gliales (Figure 23) (Das et al., 2008, 2015;
Ghoshal et al., 2007). Cependant, l'altération des neurones peut aussi étre di a I'effet

cytopathique du virus (Ceccaldi et al., 2004; Shrestha et al., 2003).

L’autopsie de cerveaux humains infectés par la souche NY99 du WNV et présentant
des encéphalites, a révélé qu’a la fois les neurones et les cellules gliales étaient infectés. Une
augmentation de |'expression de genes de la réponse proinflammatoire (réactivité des
astrocytes), simultanément avec une diminution de I'expression de la protéine protectrice
OASIS, spécifique des astrocytes, a été observée chez les individus atteints d’encéphalite par
rapport aux témoins non encéphalitiques (Figure 24).Les cellules astrocytaires sécretent
alors des facteurs cytotoxiques, qui sont la cause d’apoptose neuronale (Figure 23) (van
Marle et al., 2007). De méme I’expression de la protéine de capside du WNV, dans les
neurones et la microglie conduit a la libération de facteurs neurotoxiques par les astrocytes
infectés et a 'augmentation de I'expression de génes de la réponse pro-inflammatoire, ainsi

qu’a la suppression d’OASIS (van Marle et al., 2007).

A la fois une mort cellulaire nécrotique et apoptotique sont décrits dans la littérature
lors d’'une encéphalite a WNV (Solomon and Vaughn, 2002). Ce mécanisme de mort
cellulaire titre-dépendant joue un role important dans la pathologie du WNV (Chu and Ng,
2003). Ainsi, les charges virales dans le SNC et systémique peuvent en partie déterminer les
conséquences pathologiques et expliquer la variété des tableaux cliniques observés (van

Marle et al., 2007).
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Figure 23 : Représentation schématique simplifiée de la neuropathogenése induite par
I'infection du SNC avec WNV. Synthése personnelle adaptée de (Donadieu et al., 2013b).

WNV Mock

Figure 24: Réactivité des astrocytes dans le SNC lors de [linfection par WNV
(inflammation). On observe un niveau important de réactivité astrocytaire dans le cerveau
de souris infectées avec WNV par rapport au contréle non infecté (marquage GFAP). Les
astrocytes présentent un changement de morphologie caractérisé par une hypertrophie des
corps cellulaire. D’aprés (Donadieu et al., 2013b).
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b. Role direct du virus

L'infection de cellules neuronales par le WNV déclenche la mort cellulaire par
apoptose (Figure 25) (Shrestha et al., 2003). Notamment, la protéine de capside C du virus
est impliguée dans la condensation nucléaire rapide et I'induction de la mort cellulaire sur
des cultures de cellules Hela, 293-T, RD ou SH-SY5Y (Yang and al, 2002). Ce mécanisme
apoptotique est induit par la voie mitochondriale suite a I’activation de la caspase-9 et de la

caspase-3 (Donadieu et al., 2013a; Samuel et al., 2007b).

Les protéines non-structurales du WNV sont également impliquées dans la neuro-
pathogenése. Ces protéines virales induisent une réponse pro-apoptotique via la
phosphorylation transitoire d’elF2 (kinase-dependant eukaryotic initiation factor 2)
(Medigeshi et al., 2007). Les cellules infectées par le WNV présentent les caractéristiques de
cellules en apoptose (i) arrét de la multiplication cellulaire et induction de I'expression de
genes induisant des dommages a I’ADN (ii) activation de la caspase-3 (forme clivée) (Figure

25).
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Figure 25 : Induction de I'apoptose dans le cortex cérébral de souris lors de I'infection par
WNV. A (a-c), Marquage des cellules apoptotiques (TUNEL, vert). (d-f), Marquage de la
caspase-3 active (clivée, rouge). (g-i), superpositions. B, Nombre total de cellules positive au
TUNEL par champs. C, Nombre total de cellules positive pour la caspase3 clivée par champs.
D’aprés (Donadieu et al., 2013a).
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[.5.3 Laréponse antivirale

[.5.3.1 Réle de 'immunité innée

L’activation de la réponse innée suite a la détection de la présence d’un pathogene
est nécessaire pour contréler rapidement la réplication virale (principalement via la voie
interféron) mais aussi pour mettre en place, grace a l'inflammation, la réponse immunitaire

adaptative.

a. Interaction du WNV avec le systéeme TLR

Les récepteurs de la famille Toll (TLRs) de mammiféeres représentent un groupe de 11
glycoprotéines transmembranaires, homologues des récepteurs Toll identifiés chez la
drosophile, et présentes soit a la surface externe des cellules ou sur les membranes des
endosomes (Takeda and Akira, 2005). Le systeme TLR est impliqué dans la reconnaissance de
motifs spécifiques du pathogéne (PAMP) visant a déclencher une réponse antivirale par la
cellule.

Chaque TLR posséde un domaine reconnaissant les PAMPs, et un domaine
cytoplasmique (TIR) activant la voie de signalisation. Suite a la reconnaissance du virus, le
domaine TIR active des protéines telles que MyD88 (Myeloid differentiation factor 88) ou
TRIF (TIR containing adaptor-inducing IFN B), qui vont-elles méme activer des facteurs de
transcription comme NF-kB et IRF-3 (Interferon Regulatory Factor 3), et la production de
molécules proinflammatoires dont les IFNs de type | (Kawai and Akira, 2007; Kawasaki and
Kawai, 2014) (Figure 26). L’'interferon de type | comprend les IFN-a, IFN-B, IFN-g, IFN-w qui
reconnaissent le méme type de récepteur de surface cellulaire, les IFNAR (Pestka et al.,
2004).

Parmi les TLRs reconnaissant des motifs viraux, TLR3 est celui qui reconnait les
ARNdb, molécules présentes lors de la phase réplicative du WNV (Figure 26) (Alexopoulou et
al., 2001; Gilfoy and Mason, 2007). Une étude a montré que des souris déficientes en TLR3
présentent une virémie plus importante, un niveau plus bas de cytokines antivirales et pro-
inflammatoires, et un taux de mortalité plus faible apres infection par WNV. L’hypothese
soutenue est qu’au vu de I'effet de la cytokine TNF-a sur 'augmentation de la perméabilité
de la barriere hémato-encéphalique (BHE), une baisse de la concentration en TNF-a rend les

souris plus résistantes a la neuro-invasion par le WNV (Wang et al., 2004). Néanmoins, la
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quantité de TNF-a détectée dans le sérum de souris infectées est trop faible pour étre
corrélée avec une augmentation de la perméabilité de la BHE et de I’entrée du WNV dans le
SNC (Fredericksen, 2014; Shrestha et al., 2008).

Le TLR7 reconnait les ARN simples brins (Kawai and Akira, 2007). TLR7 et la voie IL-23
dépendante modulent la migration des cellules immunitaires, dont les cellules de
Langerhans (cellules dendritiques), vers les cellules infectées (Town et al., 2009; Welte et al.,
2009).

Des facteurs cellulaires interagissent avec la voie TLR3 et peuvent moduler la réponse
induite lors de I'infection par WNV. DC-SIGN et DC-SIGNR sont les récepteurs a lectines de
type C impliqués dans I'attachement cellulaire et I'infection mais aussi dans I'engagement de
la réponse innée de I'hbte. La reconnaissance de la protéine d’enveloppe E glycosylée du
WNV par DC-SIGN entraine une réduction de I'expression de TLR3 chez les macrophages via
la voie STAT-1 (Kong et al., 2008). Ce mécanisme est déficient chez les personnes agées,
induisant un niveau d’expression élevé de TLR3, chez les macrophages, associée a un niveau
élevé de cytokines qui pourraient contribuer a une augmentation de la perméabilité de la

BHE.

b. Interaction du WNV avec le systeme RLR

Les récepteurs de type « RIG-I Like Receptors » (RLRs) sont une autre importante
famille de récepteurs reconnaissant des PAMPs viraux (Loo and Gale, 2011). La famille est
représentée par les protéines RIG-I, MDAS5 et LGP2, exprimés au niveau intracellulaire. Ce
sont des hélicases capables de reconnaitre des ARN viraux simple ou double brin synthétisés
au cours de la réplication du virus dans la cellule hote (Figure 27). Les récepteurs RIG-| et
MDAGS possedent un domaine hélicase qui reconnait les ARN viraux ainsi que deux domaines
permattent I'activation de caspases et le recrutement du facteur protéique MAVS
(mitochondria antiviral-signaling protein) (Figure 27) (Loo et al., 2008; Saito et al., 2008; Seth
et al., 2005). Cette interaction des RLRs avec la protéine MAVS entraine alors I'activation des
facteurs de transcription IRF3 et NF-kB conduisant a la mise en place d’une réponse
antivirale (Figure 27) (Seth et al., 2005). Cette voie de signalisation joue un réle important
dans le contréle de l'infection par WNV. En effet, in vivo, lorsque le géne codant MAVS est

délété, la réponse inflammatoire est dérégulée. On observe alors un défaut de la réponse
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des cellules immunitaires, ce qui augmente la sensibilité des individus vis-a-vis de I'infection

par WNV (Suthar et al., 2010).

/VIFUS ou protéinevirale__

TLRZW TLR4

Membrane plasmique

Domaines TIR Cytoplasme

Endosome
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MAA/ + PAMPs
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Cytokines pro-inflammatoires Interféron de type |

Figure 26 : Représentation schématique simplifiée de la réponse innée médiée par le
systéme TLR. Synthése personnelle.
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Figure 27 : Représentation schématique simplifiée de la réponde innée médiée par le
systéme RLR lors d’une infection par WNV. Synthése personnelle.

c. Laréponse anti-WNV médiée par I'lIFN de type |

Apres sa mise en place, le maintien et 'amplification d’'une réponse antivirale sont
essentiellement médiés par I'IFN de type | en interaction avec la voie JAK-STAT (Diamond
and Gale, 2012; Ivashkiv and Donlin, 2014). Les molécules d’IFNs sécrétées apres |'activation
des genes correspondant se fixent sur les récepteurs de type IFNAR (IFNAR 1 et 2) situés a la
surface cellulaire. Les récepteurs IFNAR 1 et IFNAR 2 sont associés avec les tyrosines kinases
TYK2 et JAK1, respectivement. L’interaction de la molécule d’IFN de type | avec les

récepteurs entraine leur dimérisation a [I'originire de [Iactivation de JAK1 par
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phosphorylation (Figure 28) (lvashkiv and Donlin, 2014). Les protéines STAT (facteurs de
transcription) sont ensuite phosphorylées (activation) entrainant la formation de dimeéres.
Ceux-ci recrutent alors la protéine IRF9 afin de former un complexe capable de migrer dans
le noyau. Aprés migration, le complexe interagit avec ’ADN cellulaire et induit I'expression
de genes, les ISGs (interferon-stimulated genes) et les ISRE (interferon-stimulated response
elements), impliqués dans la résistance a la réplication de virus, tels que le WNV (Figure 28)
(Daffis et al., 2009a; Der et al., 1998; Diamond and Gale, 2012; Samuel, 2001). La plupart
codent des récepteurs PRRs (Pattern Recognition Receptors) ou des facteurs de transcription

régulant des cascades enzymatiques antivirales (Der et al., 1998).

IFN Type |

IFNAR1 IFNAR2 Membrane plasmique

Cytoplasme

TYK2

15Gs ISRE

Figure 28 : Réponse antivirale dépendante de I'IFN de type | et de la voie JAK-STAT.
Synthése personelle.
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Parmi les protéines cellulaires dont la régulation dépend des IFN, la famille des 2’-5’
oligoadénylate synthétases est fortement représentée (Rebouillat and Hovanessian, 1999;
Samuel, 2001). Cette famille de genes code plusieurs enzymes dont la 2°-5"-oligoadénylate
synthétase 1b (OAS 1b) chez la souris ou OAS1 chez 'homme qui sont des candidats pour la
résistance au WNV (Deo et al., 2014; Mashimo et al., 2008; Perelygin et al., 2002; Simon-
Chazottes et al., 2011). OAS 1b a été identifiée comme une enzyme ayant une activité
d’inhibition de I'expression protéique en réponse a la présence d’ARNdb d’origine virale.
OAS 1b activée induit I'activation de la RNaselL conduisant a une dégradation de I’ARN viral
ainsi qu’a I'apoptose de la cellule infectée (Figure 29). Le polymorphisme du gene OAS1
détermine la capacité de I'hote a résister aux manifestations cliniques associées a I'infection

a WNV (Rios et al., 2010).
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Figure 29 : Représentation schématique de la voie anti-WNV des 2’,5’-Oligoadénylate
synthétases. Synthese personnelle.
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Une autre famille de protéines cellulaires est impliquée dans la résistance a
I'infection virale, les sérines/thréonines protéines kinases (PKR). Les PKR exercent leur
activité antivirale en agissant sur la traduction (Hovanessian, 2007; Sadler and Williams,
2008; Samuel, 2001). Les IFN de type | et Ill induisent I'expression de PKR sous forme d’un
monomere qui est ensuite activé par un certain nombre de ligands dont les ARNdb viraux
(Ank et al., 2006; Meurs et al., 1990; Nanduri et al., 2000). Suite a 'activation, le monomere
se phosphoryle et se dimérise pour donner la forme active de I'enzyme (Dey et al., 2005;
Romano et al., 1998; Taylor et al., 2005). La PKR activée phosphoryle le facteur eucaryotique
d’initiation de la traduction, elF2a, empéchant ainsi la synthése des protéines virales (Dey et
al., 2005; Taylor et al.,, 2005). L'action des PKR sur le WNV participe efficacement a la
résistance vis-a-vis de l'infection (Samuel et al., 2006). Néanmoins, les différents membres

de la famille des Flaviviridae ne sont pas tous sensibles a 'action des PKR.

d. Autres réponses cytokines

Les cytokines, petites protéines sécrétées par les cellules, jouent notamment un role
clé dans la modulation des réponses immune et inflammatoire. Ce groupe de molécules est
constitué par les interférons (IFNs), les interleukines, les chimiokines, la famille du facteur de
nécrose tumorale (ex : TNF-a) et la famille des CSFs (colony-stimulating factors) (Tisoncik et
al., 2012; Turner et al., 2014).

L'IFN-y, un interféron de type Il, est impliqué dans la protection de I’h6te lors de
I'infection par le WNV (Shrestha et al., 2006). L’activation de lymphocytes médiée par I'IFN-y
permet de limiter la dissémination du WNV dans I'organisme infecté (Brien et al., 2011; Fang
et al., 2010). De plus, un traitement des cellules dendritiques primaires (DCs) avec de I'IFN-y
réduit significativement la réplication virale (Fang et al., 2010; Shrestha et al., 2006).

L'IFN-A, interféron de type lll, est décrit pour inhiber 'infection par un large panel de
virus, notamment le WNV (Lazear et al., 2015a; Ma et al., 2009; Mordstein et al., 2010; Nice
et al., 2015). Suite a I'interaction avec son récepteur IFNLR, I'IFN-A déclenche une cascade de
signalisation, médiée par JAK-STAT, qui induit I'expression de génes possédant des activités
antivirales et immunomodulatrices (Donnelly and Kotenko, 2010). De plus, I'interaction de
I'IFN-A avec son récepteur IFNLR1 résulte en une rapide modulation des jonctions cellulaires
endothéliales permettant 'augmentation de l'intégrité de la BHE (Lazear et al., 2015b). Ceci

limitant I’entrée du virus dans le SNC.
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L’expression d’interleukines a la fois pro- (ex: IL-1B, IL-6, IL-8) et anti-inflammatoires
(IL-4, IL-10) mais aussi de chimiokines permet la migration et le recrutement de cellules
immunitaires au niveau des tissus infectés (Daniels et al., 2017). Ce mécanisme de défense
est en particulier important dans le SNC lorsque celui-ci est infecté par le WNV (Suthar et al.,
2010; Szretter et al., 2010). De plus, la production de ces molécules par les cellules
résidentes du SNC (astrocytes, microglie, oligodendrocytes, neurones) induit, de maniére
indépendante de l'infiltration de cellules immunitaires, une réponse immune innée robuste
contre l'infection a WNV (Clarke et al., 2014; Quick et al., 2014).

De maniére paradoxale, le facteur d’inhibition de la migration des macrophages (MIF)
favorise la neuroinvasion, en augmentant la perméabilité de la BHE via l'induction de
cytokines proinflammatoires (Arjona et al., 2007, 2011). Chez ’'homme et le modele murin,
I'infection a WNV provoque 'augmentation du MIF durant l'infection, avec une quantité
importante détectée dans le plasma et le liquide céphalo-rachidien (Arjona et al., 2007). De
plus, MIF semble induire I'expression de meétalloprotéases de matrice (MMPs). Ces
métalloprotéases, notamment MMP-1 et MMP-9, facilitent I’entrée du WNV dans le cerveau

(Roe et al., 2012; Wang et al., 2008).

e. Role des cellules immunitaires dans la réponse innée

Outre leur implication dans la réponse adaptative, les cellules immunitaires jouent
également un réle dans la réponse innée.

En particulier, les cellules myeloides participent au controle de l'infection a WNV
grace a l'induction d’une réponse inflammatoire (production de cytokines) visant a éliminer
le virus. Les monocytes, les macrophages mais aussi les DCs représentent une proportion
importante de cette population et sont capables de déclencher une réponse innée antivirale
lors de I'infection par le WNV (Ashhurst et al., 2013; Xie et al., 2015). Les facteurs tels que
RIG-1 et MAVS sont essentiels a la régulation fine de cette réponse innée (Daffis et al., 2009b;
Suthar et al., 2010; Zhao et al., 2016). En effet, ces protéines cellulaires jouent un réle
critique dans la prévention d’une réponse immunitaire dérégulée et cytotoxique.

Enfin, les polynucléaires neutrophiles ont un réle paradoxal dans la pathogenése du
WNV. En effet, ils servent de site d’amplification du virus au stade précoce d’infection mais

sont aussi, de maniére plus tardive, des éléments clés dans I'immunité innée en contribuant
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a I'’élimination virale suite la détection de chimiokines sécrétées par les macrophages (Bai et

al., 2010).

[.5.3.2 Laréponse adaptative

a. Lerole des lymphocytes T dans l'infection a WNV

Les lymphocytes T cytotoxiques proliferent suite a la détection de cellules infectées
(notamment par WNV) qui expriment a leur surface des complexes majeurs
d’histocompatibilité de classe | (CMH de classe 1) et sécrétent des cytokines
proinflammatoires (Douglas et al., 1994; Kesson et al., 1987; Luo et al., 2017; Netland and
Bevan, 2013).

Les lymphocytes T CD4+ contribuent largement au contréle de I'infection a travers de
multiples mécanismes dont la sensibilisation des lymphocytes T CD8+, la production de
cytokines, I'activation et la sensibilisation des lymphocytes B, et la cytotoxicité directe (Luo
et al., 2017; Netland and Bevan, 2013).

De méme, ces deux populations étant en étroite interaction, les lymphocytes T CD8+
jouent un réle important dans I’élimination du WNV au sein de I’héte. Ainsi, ils participent au
controle de la sévérité de la maladie, en particulier au niveau du SNC (Lazear et al., 2013a).
En effet, chez le modele murin, une délétion en lymphocytes T CD8+ ou un défaut de CMH
de classe | sont associés a une plus grande mortalité par rapport a des souris sauvages

(Lazear et al., 2013a; Netland and Bevan, 2013; Shrestha and Diamond, 2004).

b. Laréponse humorale

La réponse humorale est importante dans le contréle de l'infection virale et de la
dissémination. Dans le cadre du WNYV, les signes cliniques de la maladie sont accentués chez
des souris déficientes en lymphocytes B fonctionnels, cellules productrices d’anticorps. En
effet, on observe une augmentation du titre viral dans le SNC avec 100% de mortalité
associée (Diamond et al., 2003). Néanmoins, l'injection d’anticorps provenant de souris
sauvages immunisées est capable de protéger des individus vis-a-vis d’une dose létale de

WNV (Diamond et al., 2003).
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Les anticorps neutralisants, tels que les IgM et IgG, limitent la dissémination du virus
et sont donc essentiels au controle de l'infection par WNV. Les IgM sont les premiers
anticorps produits suite a I'infection, puisqu’ils sont détectés a partir de 3 a 7 jours apres
I'apparition des premiers symptomes (Figure 30) (Zeller and Schuffenecker, 2004). Ils sont
ainsi déterminants dans la limitation de la virémie et de la dissémination, notamment vers le
SNC. Néanmoins, leur taux circulant diminue ensuite rapidement dans les semaines qui
suivent (Austin and Dowd, 2014; Tardei et al., 2000). De plus, les IgM ne passent pas la BHE
(Tardei et al., 2000).

Les 1gG sont ensuite produits, entre 6 et 10 jours aprés I'apparition des symptémes
(Figure 30) (Austin and Dowd, 2014; Tardei et al.,, 2000). Ceux-ci, responsables de la
mémoire immunitaire, conferent une protection a long terme vis-a-vis du WNV (Austin and

Dowd, 2014; Diamond et al., 2008; Tardei et al., 2000).
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Figure 30 : Cinétique des différentes phases de I'infection par WNV. D’apres (Bahuon, 2012;
Zhang et al., 2009).

La plupart de ces anticorps neutralisants sont dirigés contre la protéine E, mais aussi

la protéine prM (Austin and Dowd, 2014; Colombage et al., 1998). Les trois domaines de la
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protéine E du WNV induisent la production d’anticorps neutralisants (Austin and Dowd,
2014; Oliphant et al., 2006). Cependant, le domaine DIl porte les épitopes les plus
immunogenes a l'origine des anticorps avec la plus grande capacité de neutralisation
(Beasley and Barrett, 2002; Choi et al., 2007; Chua et al., 2013; Oliphant et al., 2005). Les
anticorps anti-DIll bloquent l'interaction entre la protéine E, a la surface du virion, et les
récepteurs cellulaires. Inhibant ainsi I’entrée et la fusion du virus dans la cellule héte (Austin
and Dowd, 2014; Nybakken et al., 2005). La plupart des anticorps produits lors d’une
infection par le WNV reconnaissent les protéines structurales, mais certains sont dirigés
contre la forme sécrétée de la protéine NS1 circulant dans le sang ainsi que contre la NS1
fixée a a surface des cellules (Chung et al., 2006a; Edeling et al., 2014; Hua et al., 2014; Sun
et al., 2012). En effet, sNS1 est détectable dans le plasma avant I'apparition des symptémes
(Chung and Diamond, 2008). De plus, certains de ces anticorps anti-NS1 sont capables de

protéger I'individu contre une dose létale de WNV (Chung et al., 2006a).

[.5.3.3 Mécanismes d’évasion du WNV au systéme immunitaire

de I'héte

Les protéines non structurales du WNV inhibent la phosphorylation de JAK1 et TYK2
ainsi que l'activation des facteurs de transcriptions STAT1 et STAT2, conduisant a la synthese
d’IFN-a (Evans and Seeger, 2007; Guo et al., 2005). NS4B empéche la phosphorylation de
STAT1 et STAT2, et leur translocation vers le noyau (Figure 31 A) (Evans and Seeger, 2007;
Liu et al., 2005; Mufoz-Jordan et al., 2005). NS2A inhibe la transcription des genes sous
contréle de I'IFN-B (Figure 31 B) (Liu et al., 2004, 2006). NS5 inhibe la phosphorylation de
JAK1 et TYK2, bloguant le signal IFN (Figure 31 A) (Laurent-Rolle et al., 2010). La forme
intracellulaire mais aussi sécrétée de la protéine NS1 participent activement a I'évasion a la
réponse immune de I’hote. Notamment en bloquant la réponse IFN de type |, en inhibant
I'activation du complément ainsi que la transduction du signal et la sécrétion de cytokines
induites par TLR3 (Figure 31 C) (Diamond, 2009a; Wilson et al., 2008). Mais aussi en
antagonisant la voie dépendante des RIG-I-like-receptors (RLRs) (Figure 31 B) (Zhang et al.,

2017).
Ces facteurs jouent un réle dans la défense anti-WNV mais le WNV est capable de

retarder I'activation d’IRF3 jusqu’a ce que la production virale soit bien établie, permettant
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ainsi au virus de se multiplier dans la cellule avant que la réponse IFN ne limite sa diffusion
(Diamond, 2009a; Fredericksen and Gale, 2006; Zhang et al., 2017).

L'infection de cultures primaires de macrophages humains avec le WNV induit la
production d’IL-8 mais inhibe I'expression d’IL-13 et des IFN de type | du fait de
I'interférence avec la voie JAK/STAT importante dans I'activation des macrophages (Kong et
al., 2008). Cependant, ce mécanisme est dépendant de I’'dge et donc de I'état du systeme

immunitaire, avec une inhibition plus importante chez un hote jeune (Kong et al., 2008).
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Figure 31: Représentations schématiques des mécanismes d’évasion a la réponse
immunitaire du WNV. Synthése personnelle.

1.6 Traitements, vaccins et diagnostic

[.6.1 Approches antivirales

A ce jour, il n’existe aucun traitement spécifique contre une infection par le WNV.
Seules des approches traitant les symptomes tels les maux de tétes, les nausées et
vomissements ainsi que le suivi de la pression intracranienne sont mises en place (David and

Abraham, 2016).

Différentes approches impliquant des modeles in vitro ainsi que des modeles
animaux ont été investiguées dans le but de développer une prophylaxie et un traitement
efficaces contre WNV. La Ribavirine, notamment, une molécule antivirale couramment
utilisée contre le virus de I'hépatite C (HCV) ou contre des virus responsables de fievres
hémorragiques (LASV, CCHFV), a été proposée contre le WNV (Jordan et al., 2000; Leyssen et
al., 2005). Cette molécule Ribavirine agit comme un inhibiteur de la synthese d’ARN viral et
de sa coiffe. Apres avoir été métabolisée, la Ribavirine est un analogue de la guanosine ou de
I’adénosine, des nucléosides de type purine, et peut alors étre incorporée dans I’ARN viral au
cours de la réplication. Cette incorporation engendre alors un important taux de mutations
par I’ARN polymérase ARN dépendante du virus, conduisant a des molécules ARN non
viables (Day et al., 2005). Si la Ribavirine a démontré une action inhibitrice, a forte dose,
contre le WNV in vitro, elle est associée a une augmentation de la mortalité due a WNV en
modeéle hamster ainsi que chez 'lhomme (Chowers et al., 2001; Morrey et al., 2004). Cette
molécule ne représente donc pas un candidat idéal en vue d’une utilisation en
thérapeutique dans les cas de maladies neuroinvasives a WNV. Des immunothérapies basées
sur l'interféron ou les immunoglobulines (fragments d’anticorps) ont également été testées
contre une infection neuroinvasive a WNV (Diamond, 2009b; Gould et al., 2005; Haley et al.,
2003; Kalil et al., 2005). Cependant, a ce jour, aucune de ces approches n’ont aboutit a une

autorisation de mise sur le marché. De fait, un grand nombre d’études visant a réaliser des
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criblages a haut débit de molécules et peptides anti-WNV et la démonstration de preuve de

concept sont en cours dans plusieurs laboratoires.

[.6.2 Approches vaccinales

Malgré des études précliniques et cliniques visant a développer un vaccin contre le
virus West Nile, aucun vaccin n’est disponible pour I’'homme (Amanna and Slifka, 2014; Beck
et al., 2013; Biedenbender et al., 2011; David and Abraham, 2016). Seuls des vaccins pour
une utilisation vétérinaire dans la population équine sont disponibles sur le marché aux
Etats-Unis et en Europe. Ceux-ci montrent une protection efficace des chevaux contre le
développement de formes neuroinvasives dues au virus West Nile (Beck et al., 2013). On
retrouve ainsi un vaccin basé sur une souche de WNV inactivée (EQUIP WNV®, auparavant
Duvaxyn WNV®, Fort Dodge Animal Health/Pfizer). Ainsi qu’un vaccin recombinant (vaccin
chimérique) basé sur un virus canarypox qui exprime les protéines de surface prM et E du
WNV (PROTEQ WEST NILE® en Europe, Recombitek West Nile® aux USA, Merial/ Boehringer
Ingelheim). Un autre vaccin recombinant était utilisé, le vaccin PreveNile® (Intervet / MSD
Animal Health), basé sur une chimére virus YFV exprimant les protéine prM et E de WNV.
Néanmoins, en raison d’une augmentation de problemes sévéeres suite a la vaccination avec
le vaccin PreveNile®, celui-ci a été retiré du marché en 2010 (Amanna and Slifka, 2014; Beck
et al.,, 2013). Ce vaccin chimérique a depuis été remplacé par une forme inactivée, ayant
obtenu l'autorisation de mise sur le marché européen en 2013. Enfin, on retrouve aussi sur
le marché un vaccin a ADN contenant des adjuvants, le West Nile-Innovator DNA® (Fort
Dodge Animal Health/Pfizer, Zoetis) uniquement disponible aux USA. De maniére
intéressante, avec I'’émergence de souches virulentes de WNV appartenant au lignage 2, les
vaccins EQUIP WEST NILE® et PROTEQ WEST NILE® ont montré une protection contre ces
souches virales en modeéles animaux (Beck et al., 2013). Néanmoins, les épizooties de WNV
étant difficilement prédictibles et la mise en place d’'une immunité protectrice étant longue

(supérieure a 6 semaines), I'utilisation des vaccins est limitée.
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[.6.3 Outils de diagnostic

Le diagnostic du WNV représente un enjeu important en termes de mesures cliniques
et d’épidémiologie. En effet, les diagnostics d’infections a WNV a la fois dans la population
animale (faune aviaires et chevaux) et humaine permettent de surveiller la circulation du
WNYV et ainsi mettre en évidence une épidémie lorsque celle-ci se déclare (augmentation de
I'incidence dans une ou plusieurs régions données sur une période donnée). De plus, le
diagnostic permet de suivre I'évolution d’une épidémie et d’aider a la mise en place de
mesures sanitaires adéquates. Ainsi, la prise en charge médicale d’animaux infectés et/ou de

patients est facilitée et accélérée.

Une grande diversité d’outils sérologiques sont disponibles pour diagnostiquer une
infection par le WNV. Les méthodes les plus utilisées sont la neutralisation virale (VNT), les

tests ELISA et les immunomarquages fluorescents (Figure 32) (Beck et al., 2013).

La neutralisation virale, avec le test de réduction du nombre de plages de lyses
(PRNT), représente la référence (gold standard) des tests sérologiques de diagnostic d’'une
infection par WNV. Ce test est réalisé en accord avec les protocoles standards utlisant un
seuil de réduction du nombre de plages de 90% (PRNT90) relatif a la dilution du sérum
contenant les anticorps. Grace a ce test, la présence et la capacité des anticorps (présents
dans le sérum d’un individu potentiellement infecté) a réduire le nombre de plages de lyses
in vitro sont quantifiées visuellement. Un échantillon est considéré positif si le seuil de 90%
de plages de lyses en moins par rapport au contrdle (sans anticorps anti-WNV) est atteint.
Un test PRNT50 avec un seuil de 50% de réduction du nombre de plaque de lyse est parfois
utilisé. Un test de micro-neutralisation virale est également utilisé. Celui-ci est une
modification du test PRNT qui permet le criblage d’un grand nombre d’échantillons via
I'utilisation de microplaques de culture cellulaire. La VNT est suffisament spécifique pour
différentier les réactions sérologiques croisées entre des Flavivirus de groupes sérologiques
différents, mais pas entre les différentes espéces virales au sein d’'un méme groupe
(Weingartl et al., 2003). De plus, cette méthode est moins sensible que la méthode ELISA.
Enfin, bien que la VNT soit la méthode de référence, elle nécessite la manipulation de virus

WNYV infectieux en laboratoire confiné de niveau 3 (BSL3), du personnel entrainé et qualifié,
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et les résultats sont obtenus en 5 a 7 jours. En situation épidémique, durant ce temps

incompressible pour I'obtention des résultats du diagnostic, un cas de fievre West Nile peut

dériver en forme sévere neuroinvasive.
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2013).
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Figure 33 : Représentations schématiques des trois différentes méthodes ELISA pour le
diagnostic d’infections a WNV. (Beck et al., 2013).

La détection d’une infection a WNV par ELISA est souvent préférée car il s’agit d’une
méthode rapide, sensible, reproductible et abordable de détection des anticorps anti-WNV
dans des échantillons. Il existe trois différents tests ELISA communément utilisés. La
méthode ELISA compétitive, la méthode indirecte IgG ELISA, et I'ELISA de capture des
anticorps IgM (MAC-ELISA) (Figure 33) (Beck et al., 2013, 2017). Des kits de diagnostic du
WNYV préts a I'emploi basés sur les méthodes ELISA sont disponibles commercialement. Les
tests ELISA basés sur la protéine d’enveloppe E, ou son domaine DIll, sont capables de
différentier entre des infections causées par des Flavivirus de groupes sérologiques
différents mais aussi entre WNV et d’autres Flavivirus du sérocomplexe JEV (JEV, MVEV,

USUV et SLEV) (Beasley et al., 2004; Holbrook et al., 2004; Piyasena et al.,, 2017). Une
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méthode a haut débit visant a détecter des anticorps anti-NS1 est également investiguée
(Cleton et al., 2017). D’autres tests ELISA sont basés sur la détection de la protéine NS1
sécrétée dans la circulation sanguine. Ceux-ci peuvent discriminer entre des infections
causées par WNV et celles causées par d’autres virus du méme groupe. De plus, la présence
de sNS1 dans le sang intervient assez tot dans la cinétique de l'infection. Ainsi, l'utilisation
d’une méthode ELISA ciblant la protéine sNS1 est avantageuse car elle permet un diagnostic
précoce des infections a WNV. Des kits commerciaux de détection de la protéine sNS1 de
Flavivirus (en particulier DENV) sont disponibles sur le marché (Platelia Dengue NS1 Ag

#72830, Bio-Rad ; DENV Detect™ NS1 ELISA Kit, InBiOS) (Pal et al., 2014).
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Il. La protéine NS1 des Flavivirus

La glycoprotéine non-structurale NS1 est un produit viral inhabituel et énigmatique
hautement conservé au sein des Flavivirus. En effet, les séquences nucléotidiques et
peptidiques de NS1 partagent un fort degré d’identité chez I'ensemble des Flavivirus (Figure
34) (Mandl et al., 1989; Rastogi et al., 2016). Cette protéine multifonctionnelle assume une

grande diversité de roles au cours de |'infection.
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Figure 34 : Alignement des séquences peptidiques correspondant a la NS1 des principaux
Flavivirus. Adaptée de (Xu et al., 2016).
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Elle a tout d’abord été décrite comme un antigéne soluble fixant le complément dans le
sérum et le cerveau de souris infectées par DENV (Brandt et al., 1970). Avant d’étre détectée
dans le sang de patients infectés par la dengue (Young et al., 2000). Apres le séquengage du
génome de YFV, cette protéine virale fut renommée NS1 car le gene codant cette protéine
est le premier de la région codant les protéines non-structurales (Rice et al., 1985). Une
potentielle implication de cet antigene soluble dans la pathogenése et la maladie a
rapidement été mise en avant. En effet, une grande quantité de NS1 est observée dans les
formes les plus séveres de la maladie causée par DENV, telles que le syndrome de choc ou
les fievres hémorragiques (DSS et DHF) (Alcon et al., 2002; Bokisch et al., 1973; Libraty et al.,
2002; Young et al., 2000). Aujourd’hui, des études structurales démontrent que cette forme
sécrétée de NS1 (sNS1) se présente comme un hexamere lipoprotéique avec une structure
particuliere « barrel-shaped structure » (Figure 35) (Akey et al., 2014; Edeling et al., 2014;
Gutsche et al., 2011). Celle-ci est associée avec plusieurs types de molécules lipidiques
différentes (Gutsche et al., 2011). De plus, sNS1 est fortement immunogéne, induisant la
production d’une grande quantité d’anticorps anti-NS1 pouvant protéger vis-a-vis d’une
dose létale de virus (Falgout et al., 1990; Henchal et al., 1988; Schlesinger et al., 1987). A la
fois ces anticorps et la protéine ont été avancés comme étant impliqués dans la pathogenese

de la maladie (Avirutnan et al., 2006; Sun et al., 2007a).

En paralléle, cette protéine d’un poids moléculaire de 46-55 kDa, suivant le statut de
glycosylation, se présente sous forme dimérique au niveau intracellulaire ou lorsqu’elle est
associée aux membranes (a l'intérieur ou a la surface de la cellule) (Figure 36) (Mackenzie et
al., 1996; Smith and Wright, 1985; Westaway and Goodman, 1987; Westaway et al., 1997).
La glycosylation de NS1 est essentielle a la fois pour ses fonctions mais aussi pour la
sécrétion (Flamand et al., 1999; Somnuke et al.,, 2011). De plus, les N-glycosylations sont
notamment impliquées dans la capacité neuroinvasive du WNV (Whiteman et al., 2011). La
NS1 intracellulaire co-localise avec des composants du complexe de réplication et '’ARN
double brin, avec un réle essentiel dans la réplication virale (Figure 36) (Fan et al., 2014;
Mackenzie et al., 1996; Westaway et al., 1997; Youn et al., 2013). Concernant la forme
associée a la membrane plasmique, a la surface de la cellule, elle est également fortement

immunogene (Muller and Young, 2013; Schlesinger et al., 1990).
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Figure 35 : Structure de la protéine sNS1 des Flavivirus. A, Modélisation de la structure
hexamérique de la protéine sNS1 a partir d’'images de microscopie életronique a
transmission (MET). B, modéllisation de la structure de la surface de la protéine sNS1 et
présentation des principaux épitopes. C-D, structure symétrique de I’hexamére sNS1PENV (C)
et sNS1IWNV (D) et représentation de la structure en feuillets B et hélices a. Les surfaces
moléculaires sont en vert et en blanc pour 2 dimeres. D’apres (Akey et al., 2014; Gutsche et
al., 2011).
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Figure 36 : Représentation schématique résumant le traffic de la protéine NS1 en cellules
de mammiféeres. NS1 est initiallement exprimée en association avec le RE comme partie
intégrante de la polyprotéine virale. Une séquence signale située au niveau C-terminal, de la
séquence correspondant a E, permet I'adressage de NS1 dans la lumiére du RE ainsi que le
clivage dans le RE afin de former le monomere de NS1 (1). (Muller and Young, 2013).

A noter, chez les Flavivirus appartenant au sérocomplexe de I'encéphalite japonaise (ex :
WNV, JEV, MVEV), I'expression d’'une forme élonguée de NS1 (en C-ter), appelée NS1’
(Blitvich et al., 1999; Mason, 1989; Melian et al., 2009). Cette protéine de 52-58 kDa, est
exprimée a la fois dans des cellules d’insectes et de mammiféres infectées. NS1’ est le
produit d’un décalage -1 du cadre ribosomique suite a la reconnaissance d’un motif conservé
chez ces virus au niveau de I'extrémité 5’ du gene NS2A (Figure 37) (Firth and Atkins, 2009;
Melian et al., 2009). Ce décalage résulte en I'addition de 52 aa supplémentaires a la protéine

NS1. La forme NS1’ semble étre impliquée a la fois dans la réplication virale mais aussi dans
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la neurovirulence, en substituant NS1 lorsque celle-ci est délétée (Melian et al., 2009; Young

et al., 2013).

C - E NSt

D Ribosomal
frameshif

Figure 37 : Représentation schématique du décalage du cadre ribosomique de lecture
conduisant a la production de la protéine NS1’. D’apres ViralZone, ExPASy.

.1  Fonctions de NS1 au niveau intracellulaire

[1.L1.1 RoOle dans la réplication virale et I'assemblage

Les Flavivirus détournent les protéines cellulaires et leurs fonctions afin d’effectuer
les étapes de leur cycle, telles que la réplication du génome viral. Celle-ci a lieu dans des
structures membranaires, dérivées de la membrane du RE, désignées comme « vesicle
packets » (VPs) (Welsch et al., 2009; Yu et al., 2017). Le remodelage membranaire du RE, a
I'origine de 'invagination formant ces sites de réplication, implique la protéine virale NS1 en
interaction avec NS2A, NS4A et NS4B (Figure 38) (Akey et al., 2015; Youn et al., 2013; Yu et
al., 2017). A noter que ces sites de réplication sont distincts des sites d’assemblage du virus

(Figure 39) (Scaturro et al., 2015; Yu et al., 2017).

Une région hydrophobe de la protéine NS1 interagit avec I'extrémité N-terminale
transmembranaire des protéines NS4A et NS4B (Youn et al., 2012). Cette interaction permet
de former et de stabiliser I'ensemble de la structure du complexe de réplication (Yu et al.,
2017). Ainsi, lorsque le géne codant NS1 est délété, la formation de complexes de réplication
est drastiquement altérée. Ceci conduit a I'incapacité de répliquer I’ARN viral et donc a un
défaut de production de particules (Youn et al., 2013). Néanmoins, la réplication peut étre
rétablie par trans-complémentation de la protéine NS1 et ce, de maniere hétérologue

(Khromykh et al., 1999; Youn et al., 2013).
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De plus, les N-glycosylations portées par la protéine NS1 semblent importantes pour
sa fonction dans la réplication virale (Crabtree et al., 2005; Muylaert et al., 1996; Whiteman
et al., 2011, 2015). Les sites de glycosylation portés par les asparagines en positions 130 et
207, lorsgu’ils sont mutés, entrainent une suppression de la réplication a la fois en cellules

de mammiferes et d’insectes.

Vésicule (VP) associée au
complexe de réplication

Cytoplasm

Cytoplasme Cytoplasme
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Figure 38 : Représentation schématique d’une vésicule (VP) associée au complexe de
réplication du WNV et de sa formation. Les protéines non-structurales NS1, NS2A et NS4A
induisent la courbure de la membrane du RE afin de former une vésicule (VP) dans laquelle
aura lieu la réplication virale (complexe de réplication). Image d’'une VP observée par
détection de la protéine NS1 en microscopie confocale en fluorescence. Synthese
personnelle adaptée de (Yu et al., 2017).

Outre son implication dans le remodelage des membranes cellulaires, NS1 interagit
aussi avec une grande diversité de protéines de la cellule héte a des fins de réplication virale
(Dechtawewat et al., 2016; Rastogi et al., 2016). NS1 interagit notamment avec des
protéines ribosomales impliquées dans la traduction de la polyprotéine virale. De plus, ces
processus nécessitant de I’énergie, NS1 entraine la relocalisation de la GAPDH a proximité

des sites de réplication, lors de l'infection par DENV, augmentant son activité dans la
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glycolyse localement. Cette modulation de [|'énergie métabolique cellulaire permet
d’augmenter I'efficacité de la réplication et de la traduction lors d’une infection (Allonso et

al., 2015).

Enfin, NS1 est également impliquée dans |'assemblage et la production de particules
virales infectieuses (Figure 39). En effet, dans le cas de DENV, I'activité de remodelage des
lipides et des membranes cellulaires couplée a l'interaction avec les protéines structurales

suggere que NS1 participe a la morphogenése des virions (Scaturro et al., 2015; Watterson

et al.,, 2016).
i
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Figure 39 : Représentation schématique du role de NS1 dans I’assemblage et la production
des particules flavivirales. Adaptée de (Scaturro et al., 2015).
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[1.L1.2 RoOle dans I'évasion a la réponse immunitaire innée

La forme intracellulaire de la protéine NS1 des Flavivirus est également impliquée
dans I’évasion a la réponse immune innée de la cellule (Wilson et al., 2008; Youn et al., 2010;
Zhang et al., 2017). En outre, NS1 de WNV est capable d’inhiber la voie de signalisation
dépendante du TLR3 et des RLRs, antagonisant la production d’IFN-B (Figure 40). La
translocation des protéines IRF3 et NF-kB phosphorylées vers le noyau est ainsi bloquée,
inhibant I’activation de promoteurs dépendants de NF-kB et des promoteurs IFN-B (Wilson
et al., 2008; Zhang et al., 2017). L’altération du transport des formes actives de IRF3 et NF-kB
vers le noyau suggere l'interaction de NS1 avec RIG-I et MDAS (Figure 40) (Zhang et al.,
2017). En effet, cette interaction entraine la dégradation de ces facteurs par le protéasome,
bloquant alors le reste de la voie de signalisation, dont la phosphorylation et la translocation

de IRF3 (Zhang et al., 2017).

Néanmoins, ces mécanismes sont sujets a débat puisque certaines études montrent
des résultats contraires. Ceux-ci ne mettent pas en évidence une inhibition de la voie TLR3,
impliquant également IRF3, par NS1 de WNV ni par NS1 de différents Flavivirus tels que YFV
et DENV2 (Baronti et al., 2010; Fredericksen and Gale, 2006). Cependant, 'activation des
facteurs de transcription IRF3 et NF-kB est dépendante des voies TLR3 et/ou RLRs. Ainsi, il
est possible que linhibition par la protéine NS1 soit plus importante dans la voie
dépendante de RIG-I et MDAS (RLRs) que celle dépendante de TLR3. De plus, I'ensemble des
études suggere une modulation et une régulation fines de ces mécanismes ainsi qu’une

dépendance du type cellulaire.

D’autre part, la récente description de la structure cristallographique de NS1 WNV et
DENV met en avant un domaine « wing » qui est, de maniére intéressante, similaire au
domaine hélicase de RIG-I et MDAS5 (Akey et al., 2014; Kato et al., 2006; Loo and Gale, 2011).
Cette similitude structurale entre ces molécules de la cellule héte et la protéine virale NS1
des Flavivirus tend a confirmer une implication de NS1 dans I’évasion a la réponse innée de

la cellule via I'inhibition de ces voies de signalisation lors de I'infection.
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Figure 40 : Représentation schématique des mécanismes d’évasion a la réponse cellulaire
médiés par la protéine NS1. Rble de la protéine NS1 dans l'interférence avec les systemes
TLR3 et RLRs. Synthése personnelle.

1.2 Fonctions de la forme sécrétée sNS1

Une caractéristique importante de NS1 est la quantité élevée de protéine sécrétée

(sNS1) dans le milieu extracellulaire, avec notamment une concentration importante dans la

circulation sanguine d’un individu infecté par un Flavivirus (Alcon et al., 2002; Chung and

115



Synthése bibliographique / Il — La protéine NS1 des Flavivirus

Diamond, 2008; Macdonald et al., 2005; Young et al., 2000). En effet, lors de phases aiglies
de la maladie a Flavivirus, la concentration de sNS1 peut atteindre plus de 50ug/ml dans le
sang (Chung and Diamond, 2008; Libraty et al., 2002; Young et al., 2000). A noter que le
niveau de sNS1 sécrétée differe significativement d’un Flavivirus a I'autre. Cependant, en
dehors d’une infection par DENV ou WNYV, les données disponibles de quantification de sNS1
circulante in vivo (modéle animal et patients humains) sont limitées. Enfin, 'augmentation
ces derniéres années des projets visant a étudier le/les rble(s) de sNS1 a permis de mettre
en évidence une implication dans la pathogenése et la pathologie associée a une infection

par un Flavivirus.

[1.2.1 Attachement et tropisme de sNS1

La forme sécrétée sNS1 des Flavivirus est capable de se fixer a la surface d’une
grande diversité de cellules mais aussi d’interagir avec des facteurs de la réponse
immunitaire dans la circulation sanguine (complément) (Alcon-LePoder et al.,, 2005;
Avirutnan et al., 2007, 2011; Chung et al., 2006b; Crook et al., 2014; Modhiran et al., 2015).
La fixation de sNS1 a des cellules se fait par l'interaction avec des glycosaminoglycanes
(GAG) tels que I’héparane sulfate et la chondroitine sulfate E mais aussi avec des récepteurs
TLRs (Avirutnan et al., 2007; Crook et al., 2014; Modhiran et al., 2015). L'affinité de sNS1
pour la fixation a la surface des cellules présente une trés grande variabilité en fonction du
type cellulaire (cellules épithéliales, cellules endothéliales, cellules gliales, etc...) mais aussi
en fonction du tissu dont le type cellulaire provient (Avirutnan et al., 2007). Par exemple
sNS1 du virus de la dengue présente un tropisme privilégié pour les hépatocytes, a la fois in
vitro et in vivo (Alcon-LePoder et al., 2005). Suite a la fixation a la surface d’hépatocytes,
sNS1 est internalisé par endocytose et s’accumule dans les endosomes tardifs (Alcon-
LePoder et al., 2005). Cependant, sa vitesse de dégradation est assez lente puisqu’elle peut
étre détectée dans la cellule jusqu’a 48h apreés. En ce qui concerne sNS1 produite par le virus
West Nile, son panel de cellules cibles reste encore assez élusif a cause du manque d’études

a ce sujet.
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L’éventail de cellules identifiées comme cibles pour la fixation de sNS1 et la grande
variabilité d’affinité de sNS1 pour celles-ci suggérent des interactions a la fois spécifiques et
non-spécifiques. En effet, la possession d’un domaine hydrophobe, le contenu en lipides et
la relative fragilité de la forme hexamérique de NS1 (sNS1) supposent une difficulté
d’interprétation exacte quant a ces interactions (Akey et al., 2014 ; Muller and Young, 2013).
De plus, 'ensemble des partenaires moléculaires identifiés ou non encore identifiés pour

sNS1 suggere des spécificités d’interactions propres a chaque Flavivirus.

[1.2.2  Immuno-modulation de la réponse de I’"h6te par sNS1

[1.2.2.1 Réble dans I’évasion a la réponse immune médiée par le

complément
Le systtme complément est un effecteur de la réponse immunitaire, contre un

pathogéne, médiée par les anticorps. La NS1 sécrétée peut avoir une fonction dans I'évasion
a la réponse immune de I’"h6te en inhibant certaines voies du complément telles que la voie
classique et la voie des lectines (Avirutnan et al., 2010, 2011; Thiemmeca et al., 2016). La
protéine sNS1 des Flavivirus a été décrite comme interagissant avec plusieurs protéines de la

voie du complément, telles que C3, C4, C5, la clusterine et le facteur H.

La sNS1 sécrétée par plusieurs Flavivirus (DENV, WNV et YFV) se fixe sur les protéines
régulatrices du complément C4 et Cls. En recrutant Cls (protéase spécifique du
complément), sNS1 entraine le clivage continu de C4 en C4b (Figure 41) (Avirutnan et al.,
2010, 2011). En solution dans la circulation sanguine, la forme C4b est trés rapidement
inactivée par hydrolyse. De plus, sNS1 est capable d’interagir avec une protéine fixant C4 et
C4b (la protéine C4BP), induisant le clivage de C4b fixé sur les cellules infectées et donc son
inactivation (Figure 41) (Avirutnan et al.,, 2011). Ces deux mécanismes antagonistes du
complément, médiés par sNS1, limitent la réponse immunitaire en modulant 'activation des
voies classiques et des lectines du complément. Récemment, il a été montré que sNS1 de
DENV interagit aussi avec la lectine fixant le mannose (MBL), un autre partenaire impliqué
dans I'activation du complément via la voie des lectines (Thiemmeca et al., 2016). La sNS1

inhibe alors I'activité du complément. Ainsi, les cellules infectées sont protégées de la lyse et
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de la neutralisation par le complément afin de permettre le cycle viral dans son intégralité

(Figure 41).

Le facteur H (fH), un régulateur de la voie alternative du complément, est également
un ligand de sNS1 du WNV (Chung et al., 2006b). La fixation du fH circulant par sNS1 semble
réduire la formation du complexe d’attaque C5b-9 et donc la réponse associée (Chung et al.,
2006b; Conde et al., 2017; Schlesinger, 2006). Cependant, cette interaction semble ne pas
avoir lieu avec la sNS1 du JEV (Krishna et al., 2009). De fait, on constate que méme si la
fonction antagoniste des voies du complément de sNS1 semble étre une stratégie commune
a tous les Flavivirus, il existe néanmoins des différences en termes de partenaires
protéiques. Cette différence de spécificité d’interaction suggere que la contribution de sNS1

dans la pathogenése varie certainement entre Flavivirus (Muller and Young, 2013).
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Figure 41 : Modeéle schématique de I’antagonisme du complément par la protéine sNS1 de
DENV. 1, snsl se fixe sur les facteurs proCls et C4, déclenchant le clivage de C4 en C4a et
C4b. Ces formes sont alors rapidement inactivées par hydrolyse (dégradation) ce qui
entraine une baisse de I'activivation de la voie classique et de la voie des lectines du
complément. 2, La protéine virale sNS1 recrute la protéine C4BP qui induit le clivage de C4b
via son interaction avec le facteur I. Ceci limite alors I'activation des voies classiques et des
lectines du complément. 3, sNS1 se fixe de maniere compétitive sur le MBL, prévenant ainsi
la reconnaissance du virus par MBL. La neutralisation médiée par MBL est alors limitée.
(Thiemmeca et al., 2016).
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[1.2.2.2  Activation immunitaire et perméabilisation

endothéliale/épithéliale

La perturbation de l'intégrité des barrieres endothéliales et épithéliales est un
composant fondamental de la pathologie causée par les Flavivirus chez leur hote. Dans le cas
d’une infection par DENV ou YFV, la paroi des vaisseaux sanguins, constituée de cellules
endothéliales, est endommagée. Ceci entraine alors des fuites vasculaires et des
hémorragies caractéristiques des formes séveres de la maladie (syndrome de choc et fiévre
hémorragique) (Basu and Chaturvedi, 2008; Beatty et al., 2015; Modhiran et al., 2015;
Monath and Barrett, 2003). Tandis qu’avec les Flavivirus neurotropes, tels que WNV et JEV,
la dérégulation et la perméabilisation de la barriere hémato-encéphalique sont des facteurs
critiques dans le développement de la pathologie au niveau du SNC (Neal, 2014). Ces effets
sont étroitement associés avec le niveau de molécules inflammatoires produites au cours de
I'infection et sNS1 en est le principal suspect. Cette activation dérégulée du systeme
immunitaire induite par la protéine NS1 sécrétée est a I'origine de la pathologie associée a la
maladie. On parle alors de 'immunopathologie liée a une infection par un Flavivirus tel que

WNV (Wang et al., 2011).

a. Role dans I'activation du complément

De maniere paradoxale, sNS1 peut également suractiver la réponse complément au
cours de l'infection flavivirale. Des études comparatives entre des patients souffrant de
formes séveres et d’autres avec des formes modérées de I'infection par un Flavivirus ont mis
en évidence une augmentation de l'activation du complément (Sobel et al., 1975). Cette
augmentation est en lien avec la pathophysiologie de la maladie chez les patients présentant

une forme sévere (Bokisch et al., 1973).

La forme sécrétée ainsi que la forme associée a la membrane plasmique de NS1 sont
capables d’activer le complément en formant des complexes d’attaque de la membrane
(MAC) avec les protéines C5b-9 et SC5b-9. L’action de ces complexes entraine
I’augmentation de la sécrétion de cytokines vasoactives en lien avec la sévérité de la maladie
(Figure 42) (Avirutnan et al.,, 2006; Watterson et al., 2016). De plus, sNS1 interagit
directement avec la clusterine (un facteur inhibiteur du complément) durant une infection

par DENV. Cette interaction entraine une réduction de la quantité de clusterine libre dans la
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circulation sanguine, ce qui augmente la formation de complexes SC5b-9 dans le sérum de
patients infectés , donc l'activation du complément et la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (Kurosu et al., 2007; Watterson et al., 2016).
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Figure 42 : Représentation schématique de I'activation du systeme complément par la
protéine NS1. Les formes associées a la membrane plasmique ou sécrétée de NS1 forment
des complexes avec les anticorps et des facteurs du complément. Ces complexes ont été mis
en évidence dans la stimulation de I'activation du systeme complément, conduisant a la
production de cytokines pro-inflammatoires dans la circulation sanguine. Adaptée de
(Watterson et al., 2016).

b. Induction d’auto-anticorps

En plus du complément, la sNS1 de DENV a été décrite comme inductrice d’auto-
anticorps pouvant réagir de maniére croisée avec des protéines présentes sur les plaquettes
et les cellules endothéliales (Sun et al., 2007b, 2015). Suite a l'interaction d’auto-anticorps
avec la surface des plaquettes, leur activation est alors bloquée (Figure 43). Une grande
diversité de protéines cellulaires a été identifiée comme cible pour ces auto-anticorps

(Cheng et al., 2009; Lien et al., 2015; Sun et al., 2015; Yin et al., 2013). Bien que la plupart
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des anticorps dirigés contre la protéine NS1 confére une protection passive vis-a-vis d’une
infection (in vivo), certains ont été mis en cause dans une augmentation de la morbidité et
dans l'induction de I'apoptose médiée par I'oxyde nitrique dans les cellules endothéliales (in
vitro) (Chen et al., 2013; Lin et al., 2002). De plus, la fixation d’anticorps anti-NS1 de DENV
sur des cellules endothéliales peut également activer NF-kB, entrainant la production de
cytokines pro-inflammatoire telles que IL-6, IL-8 (Figure 43) (Chen et al., 2013; Lin et al.,
2005). Il apparait donc important d’identifier les épitopes de sNS1 qui sont impliqués dans
I'induction d’auto-anticorps afin de développer des stratégies vaccinales adéquates, basées

sur cette protéine flavivirale.

NS1 CROSSREACTIVE
AUTO-ANTIBODY

Protéines de
surface cellulaire ™

Production de cytokines
pro-inflammatoires

1

Disfonctionnement de
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Figure 43 : Role de sNS1 dans l'induction d’auto-anticorps liés au disfonctionnement de
I’endothélium des vaisseaux sanguins. Les auto-anticorps générés contre la protéine sNS1
se fixent directement sur des protéines présentes a la surface de cellules endothéliales. Cela
active alors la production de cytokines a 'origine de disfonctionnements de I'entdothélium
sanguin et donc de fuites vasculaires. Les anticorps anti-sNS1 se fixent également aux
plaquettes, inhibant leur activation. Adaptée de (Watterson et al., 2016).
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c. Dérégulation de la réponse médiée par le systéme TLRs

Parmi les propriétés multifonctionnelles de la protéine sNS1 des Flavivirus, un role
direct dans I'activation de la réponse immunitaire et dans le disfonctionnement des cellules
endothéliales a été mis en évidence. Ceci argumente une nouvelle fois sur les fonctions

ambivalentes de ce déterminant viral au cours de I'infection.

En effet, un traitement a la sNS1 de DENV seule (en absence d’infection) suffit a
reproduire des signes pathologiques caractéristiques d’'une forme sévere d’infection par
DENV. L’activation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ainsi que les fuites
vasculaires engendrées sont ainsi retrouvées in vitro (Figures 44-45) (Beatty et al., 2015;
Modhiran et al., 2015). Par ailleurs, I'utilisation d’'un modéle animal démontre que I'injection
par voie intraveineuse de sNS1 recombinante induit une morbidité observable. Celle-ci est
accompagnée par une importante production de cytokines a I'origine de ruptures au niveau
de la barriere endothéliale des vaisseaux sanguins (Figures 44-45) (Beatty et al., 2015). De
plus, la co-administration de sNS1 et de virus augmente les symptomes de la maladie. L'effet
est observé a son maximum au 3°™¢ jour post administration. Ce phénotype reflétant le
retard observé, de maniéere courante chez ’lhumain, dans les cinétiques de réplication virale

et la sévérité de la maladie suite a une infection par DENV (Watterson et al., 2016).

La dérégulation de la réponse cellulaire qui conduit a la synthése et la sécrétion
importante, voire exagérée, de cytokines pro-inflammatoires est plus couramment appelée
« cytokines storm » (choc cytokinique). D’un point de vue moléculaire, le mécanisme a
I'origine de cette surexpression est médié par la reconnaissance de sNS1 de DENV par le
récepteur TLR4 (Figure 44) (Modhiran et al., 2015, 2017). Le récepteur TLR4 est exprimé a la
surface d’une grande diversité de types cellulaires, tels que les cellules immunitaires et les
cellules endothéliales (Vaure and Liu, 2014). Ce récepteur TLR4, agissant comme un
récepteur de reconnaissance de motif ou PRR (« pattern recognition receptor »), va alors
reconnaitre sNS1 comme une signature moléculaire associée a un pathogene (PAMP).
Conséquence de cette reconnaissance, |'activation des macrophages, lymphocytes et
monocytes, ce qui conduit a la production de cytokines et a I'amplification dérégulée de la

réponse (Figures 44-45) (Modhiran et al., 2015).
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Cette activité de sNS1 semble mimer celle de I'endotoxine bactérienne, LPS
(lipopolysaccharide), un ligand du TLR4 capable d’induire une importante production de
molécules pro-inflammatoires (Cavaillon, 2017). En effet, une analyse comparative met en
évidence des similitudes entre les manifestations cliniques d’'une forme sévere d’infection
par DENV (DSS/DHF) et celles d’un choc septique suite a une infection bactérienne. Ainsi, le
terme de « toxine virale » est avancé afin de définir la protéine sNS1 du virus de la dengue

(Modhiran et al., 2015).
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Figure 44 : Représentation schématique du réle de sNS1 dans le déclenchement d’une
réponse immunitaire dérégulée. A, La protéine sNS1PEV interagit avec le récepteur TLR4 3
la surface des cellules immunitaires (ex : monocytes CD14+), déclenchant I'activation de NF-
kB et IRF3. L’activation de ces facteurs de transcription conduit a une importante production
et sécrétion de molécules pro-inflammatoires dans la circulation sanguine. B, sNS1 interagit
également avec TLR4 a la surface des cellules endothéliales. L'importante concentration en
cytokines pro-inflammatoires provenant des cellules immunitaires et des cellules
endothéliales activées est a l'origine de la déstabilisation et de la perméabilisation de
I’endothélium des vaisseaux sanguins. (Watterson et al., 2016).
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L'implication de sNS1 de DENV dans I'immunopathogenese lors d’une infection par le
virus de la dengue a également été évoquée via I'activation des récepteurs TLR2 et TLR6
(Chen et al., 2015). Le blocage des récepteurs TLR2 et TLR6 réduisant la production de TNF-a
et d’IL-6 a la suite d’une stimulation par sNS1. De plus, des souris déficientes en TLR6
préalablement traitées avec sNS1 ont un taux de survie plus élevé apres I'injection d’une
dose létale de DENV (Chen et al., 2015). Cependant, ces résultats sont controversés puisque,
par ailleurs, une étude démontre I'absence d’interaction entre sNS1 et les récepteurs TLR2

et TLR6 exprimés par les cellules immunitaires (Modhiran et al., 2017).

Dans le cas de la sNS1 produite par le WNV, les résultats sont contradictoires quant a
I'interaction avec le systeme TLRs, notamment avec TLR3. Ce récepteur, exprimé au niveau
de la membrane de I'endosome, semble étre impliqué dans linflammation et dans
"augmentation de la charge virale au niveau du SNC. Notamment a cause de la
déstabilisation de la BHE suite a la réponse inflammatoire (Wang et al., 2004). Néanmoins,
un role protecteur est aussi décrit pour TLR3 lors de 'infection par WNV (Daffis et al., 2008).
Ceci grace au déclenchement d’'une réponse antivirale efficace. Ainsi, SNS1 de WNV peut
étre impliquée dans l'inhibition de la voie de signalisation dépendante du TLR3. Une baisse
de la production de molécules antivirales (IL-6 et IFN-B) par la voie TLR3 est observée a la

fois in vitro et in vivo lors d’un traitement par sNS1 (Crook et al., 2014).

Malgré la multiplication des études concernant la forme sécrétée de la protéine NS1
des Flavivirus, ses propriétés multifonctionnelles rendent les interprétations de résultats
difficile. Amenant parfois a des observations contradictoires. Néanmoins, celles-ci tendent a
confirmer le role de sNS1, a la fois de maniere directe et indirecte, dans la pathogenese des

Flavivirus durant I'infection de I’hote.
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Vaisseau sanguin

Figure 45 : Schéma général des différentes fonctions de la protéines sNS1PEVV présente
dans la circulation sanguine lors de I'infection par DENV. (Watterson et al., 2016).

d. Implication dans la compétence vectorielle chez le moustique

Le cycle de transmission des Flavivirus implique un transfert viral entre des hoétes
vertébrés et les vecteurs moustiques. L'ingestion, lors d’un repas sanguin, du virus par le
vecteur a partir d’'un hote mammifere infecté est une étape essentielle dans le maintien et la
transmission des Flavivirus. Etant donnée la quantité importante de protéine sNS1 circulant

dans le sang d’un héte infecté, celle-ci peut étre ingérée simultanément avec le virus.

Dernierement, il a été démontré que la sNS1 produite lors d’une infection (hote
mammifere) par DENV ou JEV augmentait I'acquisition de virus par le moustique au cours
d’un repas sanguin (Liu et al., 2016). En effet, la présence de sNS1 dans le sang entraine un

taux d’infection plus important chez les moustiques par rapport a un repas sanguin
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dépourvu de sNS1. Ce phénotype est également observé dans le cas de la transmission du
ZIKV (Liu et al., 2017). De plus, une analyse transcriptomique met en évidence une activité
modulatrice de I'immunité, par la sNS1, au niveau de la barriere du systeme digestif chez
I'insecte (Liu et al., 2016). Cette modulation implique notamment I'inhibition de la cascade
de signalisation JAK/STAT et du systéme ROS (« reactive oxygen species »), voies essentielles
de 'immunité antivirale chez le moustique, mais aussi chez les insectes de maniéere générale
(Dostert et al., 2005; Paradkar et al.,, 2012; Souza-Neto et al.,, 2009). Facilitant ainsi le
passage de la barriére de l'intestin du moustique, étape critique pour le virus avant de se

répliquer.

Cependant, I'immunisation active de I’h6te mammifere avec la protéine sNS1 permet

de diminuer I'efficacité d’infection du vecteur (Liu et al., 2016).

Ainsi, la protéine sNS1 présente dans le sang d'un hoéte infecté influencerait
I’efficacité d’infection du vecteur moustique, par un Flavivirus, au cours du repas sanguin.
Cette protéine virale semble alors jouer un réle dans la dynamique de transmission de ces
arbovirus (Liu et al., 2017). Cette fonction peut résulter de I'évolution des Flavivirus pour

s’adapter a des environnements (h6tes) multiples (Liu et al., 2016).
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Objectifs

Face a l'importante circulation du virus West Nile sur de nombreuses et vastes
régions du globe, il est nécessaire de mettre en place des mesures, mais aussi de renforcer
celles déja existantes, contre le virus. L’étude fondamentale des propriétés du WNV permet,
en décryptant les fonctions de chacune des protéines virales au cours de l'infection, une
meilleure compréhension de la biologie complexe du virus. Ainsi, les connaissances acquises
permettent le developpement d’approches antivirales et diagnostiques dans le but de
contréler plus efficacement la transmission du WNV. La protéine virale NS1 des Flavivirus et
sa forme sécrétée sNS1, portent un intérét particulier du fait de leurs propriétés
multifonctionnelles durant I'infection de I'h6te. L’hexameére sNS1 joue notamment un réle
central dans la modulation de la réponse immunitaire de I’h6te, conduisant a la pathogenese
virale (Avirutnan et al.,, 2006; Beatty et al., 2015; Watterson et al., 2016). En effet, la
protéine sNS1 et ses fonctions sont associées avec les formes séveres des maladies
observées lors de l'infection par un Flavivirus. Néanmoins, I'essentiel des fonctions décrites
concerne plus précisément la protéine sNS1 du virus DENV. On peut alors émettre
I’hypothese d’un role physiologique de la protéine sécrétée sNS1 également dans les formes
séveres (neuroinvasives) d’infections par le WNV. Bien que les structures et de nombreuses
fonctions biologiques du virus et de ses protéines soient communes a I'ensemble des
Flavivirus, il semble que la protéine sNS1 interagit avec des mécanismes suffisament fins
pour varier d’'une espece virale a une autre (Rastogi et al., 2016; Watterson et al., 2016). De
plus, aucune étude n’a concerné la protéine NS1 issue d’une souche européenne de WNV,

s’'intéressant plus particulierement aux souches américaines telles que la souche WNV-NY99.

Dans un premier axe, nos objectifs sont d’investiguer le réle fonctionnel de la
protéine virale sNS1 sécrétée dans le milieu extracellulaire au cours de l'infection par le
WNV. Dans ce cadre, nous souhaitions produire la protéine sNS1 hexamérique
correspondant a la souche méditerranéenne WNV-1S98-ST1. Parce qu’une réorganisation du
cytosquelette est décrite lors de I'infection d’une cellule par les Flavivirus, nous avons évalué
I'effet de I'interaction cellulaire de SNS1WNV-15%8 syr |a dynamique du cytosquelette de cellules

épithéliales, gliales ou neuronales. D’autre part, nous avons déterminé l'impact de la
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protéine sécrétée sNS1 sur l'infection des cellules par le WNV. L'entrée mais aussi la
cinétique de réplication et production virales ont été analysées. L'induction d’une réponse

immunitaire innée des cellules gliales et neuronales humaines a également été analysée.

En paralléle, dans un second axe, nous avons pour but d’identifier de nouvelles
molécules dirigées contre le WNV et ses déterminants protéiques. Nous disposons d’une
banque de molécules thermostables (protéines aRep), basées sur des petites protéines
naturelles a motifs répétés, codé par des phages recombinants (Urvoas et al., 2010, 2012).
La technologie du « phage display » a été employée pour réaliser un criblage en ciblant la
glycoprotéine d’enveloppe E d’une part, et la protéine sNS1 d’autre part. Un premier objectif
consiste a développer une plateforme de pseudotypage de la glycoprotéine d’enveloppe E
du WNV. Cet outil, manipulable en conditions BSL2, permet ainsi d’éviter d’avoir recours au
virus WNV sauvage (conditions BSL3) pour le criblage de la banque contre la protéine E. La
protéine sNS1WNV-1598 produite dans le premier axe a été utilisée comme cible lors du criblage
des molécules aRep. Ces molécules, mimant les anticorps mais pourvues de propriétés
nouvelles, pourraient ainsi étre appliquées dans le développement d’une approche de
diagnostic rapide (détection de la protéine sNS1 dans le sang) mais aussi d’'une approche

thérapeutique antivirale (protéine d’enveloppe E et protéine NS1 ciblées) contre le WNV.
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Chapitre 1

Etude fonctionnelle de Ia
protéine sNS1 du virus West Nile
au cours de l'infection
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Production et purification de la forme sécrétée de la
protéine NS1 du WNV

1.1 Contexte

Afin d’étudier les fonctions de la protéine sNS1WNVIS%8 <3 production et sa
purification sont nécessaires. La protéine NS1 étant formée et correctement conformée
apres le clivage de la polyprotéine virale (au niveau de la région correspondant a NS1) par
des protéases cellulaires, sa production en systéeme recombinant est possible (Muller and
Young, 2013). Cependant, comme NS1 est une glycoprotéine et que la glycosylation est
nécessaire pour sa sécrétion, il est important de conserver, dans la stratégie de clonage, la
séquence correspondant au 24 derniers aa de la protéine E au niveau de |'extrémité N-
terminale de NS1 (Flamand et al., 1999; Macdonald et al., 2005; Somnuke et al., 2011). En
effet, la séquence d’adressage au RE (compartiment cellulaire ou a lieu la glycosylation) ainsi
que le site de clivage sont situés dans cette séquence. De plus, afin de purifier par la suite la
protéine sNS1WNV-598 ~de précédentes études ont démontré que I'ajout d’une étiquette
Histidine (6xHis) en fusion au niveau C-terminal de la séquence peptidique, n’altérait en rien
la bonne conformation et donc la fonctionnalité de la protéine sNS1 des Flavivirus

(Macdonald et al., 2005; Somnuke et al., 2011).

La premiere étape de ce projet consistait donc a cloner le géne codant la protéine
NS1 du virus West Nile (souche 1S98-ST1) afin de I'exprimer en systeme mammifére dans le
but de respecter le statut de glycosylation de la protéine naturelle synthétisée au cours de
I'infection par WNV. La protéine sNS1WNV-59 recombinante devait ensuite étre purifiée afin

de pouvoir étudier ses fonctions et interactions in vitro dans nos modeles cellulaires.

.2 Matériel et méthodes

a. Cellules

Les cellules HEK-293T (ATCC® CRL-3216™) étaient maintenues dans du milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX, high glucose, Gibco) avec 10% de
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sérum de veau foetal, SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une
atmosphere a 5% de CO,. Pour la production de sNS1, 500ug/ml de G418 était ajouté au

milieu de culture lors du passage précédent I'ensemencement des cellules.

b. Constructions plasmidiques

Le gene codant la protéine NS1 du WNV (souche I1S-98-ST1) a été cloné en fusion avec
une étiquette Histidine (6x-His) a I'extrémité C-terminale (Figure 46). Une séquence de type
« linker » (Glycine-Sérine-Glycine) a été ajoutée entre le gene NS1 et I'étiquette 6xHis afin de
conférer une flexibilité a I'étiquette 6x-His et de ne pas altérer la conformation et
I'oligomérisation de la protéine NS1. Au niveau N-terminal, les 72 derniers nucléotides du
géne E, correspondant au 24 aa de la polyprotéine virale situés immédiatement en amont de
la séquence de la protéine NS1 ont été conservés car ils portent la séquence d’adressage de
NS1 au RE et le site de clivage par une protéase cellulaire. Des sites de restriction ont été
ajoutés aux extrémités N- et C-terminales avec respectivement un site BamHI et un site Xhol.
L’ensemble de ces modifications a été ajouté par PCR a I'aide des amorces suivantes:
amorce sens, 5° GGATCCAATACGGAATTCATGCAGCTGTTGAATTTTGACCTTCTCAAGCTTGCG
3’ et amorce anti-sens 5’ CTCGAGTCACTAGTGGTGATGGTGATGATGGCCGCTTCCAGCATTCAC
TTGTGACTGCACG 3'. Le fragment obtenu a été inséré par ligation dans le vecteur pBSK,
préalablement linéarisé par I'enzyme EcoRV, puis le fragment d’intérét a été récupéré par
digestion enzymatique BamHI-Xhol. Enfin, ce fragment a été cloné dans le vecteur
d’expression en cellules de mammiféres, pcDNA3.1, préalablement linéarisé par les enzymes
de digestion BamHI et Xhol. Cette construction sera nommée pNS1WNV-5%8 dans Ia suite du

manuscrit. Le vecteur vide pcDNA3.1 a été utilisé comme contréle dans les expériences.

c. Production de la protéine sNS1 recombinante

Un jour avant la transfection, les cellules HEK-293T ont été ensemencées en boites de
Petri (diamétre 100mm) a une densité de 4.10° cellules par boite en DMEM réduit en sérum
(1% sérum). Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec 10ug de plasmides
(pNS1WNV-1598 oy pcDNA3.1) avec de la Lipofectamine 2000 (Life Technologies). 6h post-
transfection, le milieu de transfection a été remplacé par du milieu DMEM 1% sérum et les

cellules incubées a 37°C, 5% CO; pendant 3 jours. Le surnageant de culture a été récolté puis
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filtré sur 0.2um avant d’étre stocké a +4°C jusqu’au moment de la purification. Du milieu

DMEM 1% sérum a été ajouté sur les cellules pour incubation pendant 2 jours

supplémentaires avant d’étre récolté, filtré puis stocké comme précédemment.

BamHI

XhoI
pcDNA3-NS1WNVIS98-Histag
6630 bp
INSERT o —
FRAGMENT | ~eP'ace hse
BamHI (907) — Xhol (971) ]BamHI (1) — Xhol (1249)

BamHI
- XhoI
BamHI XhoI

6xHis

Insert NS1WNVIS98-Linker-HisTag
1254 bp

Figure 46 : Représentation schématique de la stratégie de clonage du géne NS1 en vecteur
d’expression mammifére.

d. Extraction des protéines totales

Afin d’extraire les protéines totales intracellulaires, les cellules ont été trypsinées,
récoltées puis centrifugées a 400 g avant d’étre stockées (culot sec) a -20°C jusqu’a
extraction des protéines. Pour I'extraction, le culot cellulaire est repris dans 0,5-1 ml de
tampon de lyse RIPA (NaCl 100 uM, Tris-HCI pH7,4 20 mM, EDTA 1 mM, désoxycholate de
sodium 0,5%, SDS 1%).
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e. Western Blot

Les protéines totales extraites sont additionnées de tampon Laemmli 5X (avec ou
sans B-Mercaptoéthanol) puis chauffées a 95°C pendant 5 min afin d’étre dénaturées. Les
échantillons ont été séparées sur gel SDS-PAGE, 10% polyacrylamide. La migration des
protéines s’effectue a voltage constant de 110V dans du tampon de migration dans un
systeme Protean 3TM (Bio-Rad). Les protéines ont ensuite été transférées sur une
membrane de nitrocellulose (Bio-Rad). Le transfert s’effectue dans une cassette du systéme
TransBlot (Bio-Rad) 2,5A, 25V, 10 min. Les sites non spécifiques des membranes ont été
saturés en incubant les membranes pendant 1h dans une solution (TNT) contenant 5% de
lait écrémé. Puis les membranes ont été incubées avec un anticorps primaire de souris dirigé
contre I'étiquette Histidine (penta His antibody, Qiagen) dilué dans du TNT contenant 1-2%
de lait écrémé sur la nuit a +4°C, sous agitation. Les membranes sont ensuite lavées par des
bains successifs de TNT puis incubées 1h sous agitation avec |’anticorps secondaire, conjugué
a la peroxydase, dirigé contre I'anticorps primaire (anti-IgG de souris, HRP, Sigma-Aldrich).
Apres minimum 3 lavages au TNT, les membranes ont été révélées a I'aide du kit SuperSignal

West Pico (Thermo Scientific) et des systemes ChemiDoc (BioRad) ou Cawomat.

Dans le but d’observer la forme dimérique de la protéine NS1, certains échantillons
ont été additionnée de tampon Laemmli puis déposés sur gel sans I'étape de dénaturation a

95°C pendant 5 min avant la migration.

La détection de la protéine sNS1 dans le surnageant de culture avant ou aprés
purification a été réalisée en ajoutant du Laemmli ne contenant pas de B-Mercaptoéthanol
(conditions non réductrices) et sans |'étape de dénaturation de 5 min a 95°C avant la
migration. L'anticorps primaire utilisé était un anticorps de souris dirigé contre I'étiquette
Histidine ou un anticorps de souris spécifique de la protéine NS1 des Flavivirus (ab214337,
Abcam). L'anticorps secondaire était dirigé contre I'anticorps primaire (anti-IgG de souris,

HRP, Sigma Aldrich).

Les anticorps utilisés, leur référence et leur dilution sont listés dans le Tableau 5.
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Anticorps Hote de production | Référence/fournisseur Dilution
Anti-penta His Souris Penta His Antibody / 1/2000
Qiagen
Anti-NS1 Flavivirus Souris ab214337/Abcam 1/1000
Anti-IgG de souris Chévre A5906/Sigma-Aldrich 1/10000
couplé HRP
Anti-B-actin couplé Souris A3854/Sigma-Aldrich 1/75000
HRP

Tableau 5 : Anticorps et leur condition d’utilisation pour la détection de la protéine NS1 au
niveau intracellulaire et de la protéine sNS1 non purifiée dans le surnageant de culture ou
purifiée.

f. Immunofluorescence indirecte

Pour détecter I'expression de la protéine NS1WNV-5%8 gy niveau intracellulaire, les
cellules transfectées ont été perméabilisées au PBS 0,5% Triton X100 pendant 15 min a TA.
La saturation a été réalisée au PBS 5% SVF pendant 30 min a TA. La protéine sNS1WNV-15%8 3
été marquée a l'aide d’un anticorps primaire de souris dirigé contre la protéine NS1 des
Flavivirus, dilué dans du PBS 0,1% Triton X100 puis incubé sur la nuit a +4°C. Le lendemain,
apres 3 lavages de 5 min au PBS 0,1% Triton X100, les cellules ont été incubées pendant 1h a
température ambiante (TA), avec un anticorps secondaire anti-IgG de souris conjugué au
fluorochrome AlexaFluor 488 dans du PBS 0,1% Triton X100. Les cellules ont ensuite été
lavées 3x 5 min avec du PBS 0,1% Triton X100 puis incubées pendant 10 min avec du 4’,6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI), dilué au 1/1000 dans du PBS 0,1% Triton
X100, afin de marquer les noyaux. Les observations ont été faites au microscope a
fluorescence inversée Axiovert 135 (Zeiss). Les anticorps utilisés pour les marquages

immunofluorescents ainsi que leur dilution respective sont listés dans le Tableau 6.
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Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-penta His Souris Penta His 1/500
Antibody/Qiagen
Anti-IgG de souris — Chévre A11029/Invitrogen 1/500

AlexaFluor 488

Tableau 6 : Anticorps et leur condition d’utilisation pour le marquage intracellulaire de la
protéine NS1WNV-15%8 par immunofluorescence indirecte.

g. Purification de la protéine sNS1 recombinante

L’ensemble du protocole de purification de la protéine sNS1WNV-1598 5 été réalisé en
respectant des conditions non dénaturantes (natives). Le surnageant contenant la protéine
sNS1 a été mélangé a un volume égal de tampon d’équilibrage (phosphate de sodium 50
mM, NaCl 300 mM en PBS avec imidazole 10 mM ; pH 7,4). Le mélange contenant la
protéine sNS1 a ensuite été passé sur colonne (Pierce Centrifuge Column, Thermo Scientific),
préalablement chargée avec 2ml de solution contenant de la résine HisPur Ni-NTA (Thermo
Scientific) et équilibrée avec le tampon d’équilibrage. Puis, la résine contenue dans la
colonne a été lavée intensivement avec un tampon de lavage (PBS avec imidazole 25 mM ;
pH 7,4). Enfin, I'élution de la protéine sNS1, a partir de la résine, a été réalisée avec le

tampon d’élution (PBS avec imidazole 250 mM ; pH 7,4) (Figure 47).

L'éluat a été dialysé sur la nuit, a +4°C, contre du PBS 1X en utilisant le systeme
SnakeSkin avec une taille de pores de 7kDa (Thermo Scientific). La protéine sNS1WNV-I598

purifiée a ensuite été dosée puis stockée a -80°C, sous forme d’aliquots, jusqu’a utilisation.

Le méme protocole a été réalisé sur le surnageant contrdle issu de la culture de
cellules HEK-293T transfectées avec le vecteur vide pcDNA3.1. Ce surnageant contréle

purifié sera nommé Ctrl-pcDNA3.1 dans la suite du manuscrit.
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Lavages Elution

- 00 .

Résine d'agarose
Ni-NTA

Surnageant contenant =1 sSNS1WNVIS98 pyrifige

SIS 1 (ou contréle purifié)
(ou surnageant contrdle)

Figure 47 : Schéma d’illustration de la purification de la protéine sSNS1WNV-1598 gqyec la résine
d’agarose Ni-NTA sur colonne. Le surnageant de culture contenant la protéine sNS1WNV-1598
(ou le surnageant controle) est mélangé a un volume égal de tampon d’équilibration avant
d’étre passé sur la colonne contenant la résine d’agarose Ni-NTA. La résine d’agarose
retenant la protéine sNS1WNV-159 est ensuite lavée plusieurs fois avant I’élution permettant
de récupérer la protéine purifiée (ou le Ctr| PeONASL),

h. Dosage de la protéine SNS1WNV-1598

La quantification de la protéine sNS1WNV598 pyrifiée, présente dans I’éluat, a été réalisée par
la méthode de Bradford. Le réactif Protein Assay Dye Reagent (#5000006, BioRad) a été
utilisé selon les recommandations du fabricant pour la réalisation d’'un dosage de type
microassay en microplaque. L’absorbance a été lue dans un lecteur de plaque de type Victor

(Perkin Elmer).

i.  Microscopie électronique

La protéine sNS1 purifiée a été préparée sur grille constitué d’un film de carbone
évaporé sur une feuille de mica avec une coloration négative a l'acétate d’uranyle.
L’observation a été faite a I'aide d’un microscope électronique a transmission JEOL 10CX I
100kV.
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1.3 Résultats

1.3.1  Production de la protéine sNS1WNV-15%8

L’expression de la protéine NS1 du WNV (souche 1S98) dans les cellules HEK-293T
transfectées avec la construction plasmidique pNS1WNV-I1598 3 été vérifiée par Western Blot et
par immunofluorescence indirecte. En Western Blot, dans les échantillons non chauffés, on
observe majoritairement la forme dimérique de la protéine NS1 du WNV (100 kDa) tandis
que dans les échantillons chauffés seul le monomere (50-52 kDa) est détecté (Figure 48).
Ceci traduit la nécessité d’une dénaturation importante par la chaleur pour casser les fortes
liaisons covalentes de 'homodimére de NS1. Dans les échantillons contrdles (pcDNA3.1)

aucune bande n’est détectée a la taille correspondant a NS1 (Figure 48).

Echantillon Echantillon
non chauffé chauffé

L™ NSlWNVISQS —His L NSlWNVISBS —His

i"(_x_\ K (_X_\
Q Q
& 24hpt 48hpt 72hpt g 24hpt 48hpt 72hpt

100kDa— —D
A
NS1
W
50kDa— —M

Lysats cellulaires

10s — B-a‘:ti "

Figure 48 : Expression de la protéine NS1WNV1598 dans les cellules HEK-293T transfectées
avec la construction pNS1WNV-1598 |5 détection de la protéine sur la membrane a été
réalisée a l'aide de I'anticorps primaire de souris dirigé contre I'étiquette Histidine (anti-His).
La détection de l'actine-B comme contréle de dépo6t a été réalisée a I'aide de I'anticorps
dirigé contre cette forme de I'actine (anti-B-actin-HRP). D = Dimeére ; M = Monomeére.
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Nous avons également détecté I'expression de NS1WNV-598 par immunofluorescence
dans des cellules HEK-293T transfectées avec le plasmide pNS1WNV-59%8 (Figure 49). Ainsi, ces
résultats confirment d’'une part, 'expression de la protéine NS1 codée par le plasmide
pNS1WNV-I598 en systéme mammifére et d’autre part, la conformation correcte de la protéine
permettant sa dimérisation. Dimérisation décrite comme la forme fonctionnelle de la

protéine NS1 au niveau intracellulaire.

HEK-293T

pcDNA3.1 PRSI ie-es

Noyau (DAPI) ; NS1 (a-His)

Figure 49: Observation de [I'expression de NS1WNV-1$98 en  HEK-293T par
immunofluorescence indirecte. La protéine NS1 du WNV a été détectée par
immunomarquage dans les cellules HEK-293T, 24h apres transfection.

L’expression sous forme dimérique de la protéine NS1WNV5%8 dans les cellules
transfectées par la construction pNS1WNV-15%8 est confirmée. Cependant, il était nécessaire de
vérifier la sécrétion de la forme sNS1 dans la surnageant de culture afin de la purifier pour
étudier ensuite ses fonctions. La sécrétion de la protéine NS1 (forme sNS1) dans le

surnageant de culture a été suivi au cours du temps (24, 48 et 72h post-transfection).

La forme sNS1WNV-598 act détectée par Western Blot dans le surnageant des cellules
HEK-293T exprimant la protéine NS1WNV-5%8 De plus, on observe une augmentation de la
quantité de sNS1WNVI98 présente dans le surnageant en fonction du temps, avec un pic
d’intensité a 72h post-transfection (Figure 50). Ainsi, la protéine NS1 exprimée dans les
cellules transfectées, est également sécrétée dans le surnageant de culture. Ces résultats

permettent de valider notre construction pNS1WNV598 nour |a production de sNS1 dans le
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surnageant de culture en vue de la purifier grace a la présence de I'étiquette Histidine. De
plus, I'observation d’une plus importante quantité de sNS1 dans le milieu de culture 72h
post-transfection (par rapport aux temps 24h et 48h) nous a permis de définir ce temps
comme le plus adéquat pour la récolte du surnageant. La spécificité du signal détecté pour la
protéine NS1 est vérifiée par I'absence de signal dans le surnageant provenant de cellules
transfectées avec le vecteur vide (pcDNA3.1) 72h post-transfection. Ces résultats confirment
également la sécrétion de la protéine NS1 en |'absence des autres protéines virales,

conformément a la littérature.

Echantillons chauffés

NSlWNVISQS —His

‘.b"‘."
&
>
&
Q

{ 24hpt  48hpt  72hpt \

&

70kDa —

50kDa __ € sNS1 WNV

40kDa —

Surnageants non purifiés

Figure 50 : Sécrétion de la protéine NS1 au cours du temps dans le surnageant de culture
de cellules HEK-293T transfectées avec la construction pNS1WNV-1S%8 | 3 forme sécrétée
SNS1WNV-I598 5 été détectée dans le surnageant de culture 3 I'aide de de I'anticorps primaire
dirigé contre I'étiquette Histidine (anti-6xHis).

[.3.2  Purification de la protéine hexamérique sNS1WNV-1598

L’expression et la sécrétion de la protéine NS1 du virus West Nile étant confirmées
dans notre systéme recombinant, nous souhaitions purifier la protéine sNS1WNV-IS9%8
L’Histidine présente une forte affinité pour le Nickel (Ni) et peut ainsi se fixer sur des billes
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d’agarose couplées au Nickel (résine d’agarose Ni-NTA). La protéine recombinante sNS1-WNV-
1S9 contenant une étiquette Histidine a I'extrémité C-terminale pourrait ainsi étre retenue
par affinité sur les billes d’agarose couplées au Nickel. Afin de vérifier cela, nous avons
analysé par Western Blot la présence de sNS1 dans des échantillons avant et apres

purification (Figure 51 A-B).

La protéine sNS1 est détectée dans les deux échantillons, ce qui confirme la capacité
de fixation de la protéine sur la résine d’agarose couplée au Nickel. De plus, nous constatons
que la protéine sNS1 est présente en quantité plus importante dans I’échantillon purifié que
dans I’échantillon avant purification (Figure 51 A-B). L’élution de la protéine sNS1 ayant lieu
dans un volume tres inférieur au volume de surnageant de départ, la protéine se retrouve
ainsi concentrée. Cette concentration apres élution confirme I'affinité de la protéine
recombinante pour la résine couplée au Nickel et donc la possibilité de purifier la protéine
sSNS1WNV-I598 3 partir de notre systéme de production. Aucune bande n’est détectée dans
I’échantillon controle avant ou apres purification, montrant la spécificité du signal observé

par immunomarquage.
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A non chauffés
Echantillons
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B Echantillons
non chauffés

—NS1 (D)

50kDa—

) \
T T

Surnageants non purifiés Surnageants purifiés

Figure 51 : Détection de la protéine sNS1WNV-1598 gyant et aprés purification. A, la protéine
recombinante sNS1WNV-1598 3 été détectée a I'aide d’un anticorps dirigé contre I'étiquette
6xHis fusionnée a I'extrémité C-terminale. B, la protéine sNS1WNV5% recombinante a été
détectée a I'aide d’un anticorps dirigé contre la protéine NS1 des Flavivirus. D = Dimére ; M =
Monomere. La migration a été réalisée en conditions non réductrices (sans pB-
Mercaptoéthanol).

Malgré la visualisation de la forme dimérique apres purification, il était nécessaire de
vérifier que la sNS1 produite dans notre systéme possédait une conformation hexamerique.
En effet, la forme sécrétée sNS1 des Flavivirus, dont le WNV, est décrite comme
hexamerique dans la littérature. Cet hexameére étant plus exactement un trimere de dimeéres
et les liaisons entre chaque dimeére étant faibles, il n’est pas possible d’observer la forme
hexameérique sur gel SDS-PAGE (conditions dénaturantes). Cependant, cette forme est
observable en microscopie électronique a transmission (MET). Nous avons alors analysé
I’échantillon de sNS1WNV-1598 pyrifiée de la sorte (Figure 52). Ceci dans le but de valider la
conservation de la forme hexamerique, donc la forme native et fonctionnelle, de la protéine
aprés purification. La sSNS1WNV-15% yisualisée par MET présente alors des formes et structures
semblables a celles décrites dans la littérature pour sNS1 (Figure 52). Ces structures, de type

« barrel shape », sont caractéristiques de la forme hexamérique de la protéine sNS1 des
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Flavivirus et notamment du WNV. L’analyse par MET met ainsi en évidence une
conformation hexamérique de la protéine recombinante sNS1WNV-59%8 pyrifiée. La méthode
de purification employée, en conditions natives, permet donc de purifier et de concentrer la

protéine sNS1WNV-159 sang affecter sa conformation.

Figure 52 : Observation en microscopie électronique a transmission (MET) de la forme
hexamérique de la protéine sNS1WNV-S98 |3 construction plasmidique pNS1WNV-IS98
transfectée dans des cellules mammiferes permet ainsi I’expression sous forme dimérique et
la sécrétion, sous forme hexamérique, de la protéine NS1WNV%8 | 3 forme sécrétée peut
étre purifiée par affinité pour le Nickel, via la présence d’une étiquette Histidine, sans
affecter sa conformation. L’ensemble de ces résultats permettent de valider a la fois notre
systéme de production mais aussi de purification de la protéine sNS1WNV-1598 soys sa forme
décrite comme fonctionnelle. L'obtention d’une protéine purifiée et correctement
conformée était une étape essentielle pour I'étude fonctionnelle de ce déterminant du
WNV. Images obtenues avec I'aide du Dr Pascal Fender, IBS, Grenoble.
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Il. La protéine sNS1WNV-5% jnteragit avec la cellule de
maniére dépendante du type cellulaire

1.1 Contexte

La protéine sNS1 des Flavivirus étant sécrétée au cours de l'infection dans le milieu
extracellulaire, elle est capable d’interagir, entre autres, avec des cellules naives (non
infectées). Plusieurs travaux ont mis en évidence des interactions avec des cellules
provenant d’hotes différents, de types différents mais aussi d’origines tissulaires différentes
(Alcon-LePoder et al., 2005; Avirutnan et al., 2007; Crook et al., 2014). Cette capacité
d’attachement varie avec beaucoup d’amplitude suivant ces différentes propriétés
cellulaires, avec également une grande diversité de fonctions (Alayli and Scholle, 2016;
Alcon-LePoder et al., 2005; Avirutnan et al., 2007; Crook et al., 2014; Modhiran et al., 2015).
Cependant, I'essentielle de ces études concerne la protéine sNS1 de DENV. C’est pourquoi,
dans le cadre de notre étude fonctionnelle de la protéine sNS1 du WNV, nous avons
souhaité faire une analyse comparative de l'interaction de sNS1 avec trois types cellulaires
différents. Nous avons ainsi choisi différents modéles cellulaires tels que les cellules VeroE6
(cellules épithéliales de primate) et deux lignées cellulaires d’origine neurale, U87MG
(astrogliobastome humain) et SH-SY5Y (neuroblastome humain). Le choix des deux lignées
U87MG et SH-SY5Y est basée sur notre choix d’étudier le réle de la forme sécrétée de la
protéine NS1 au cours de I'infection de cellules du SNC. Le WNV étant un virus neurotrope et
capable d’induire des lésions dans le SNC, ces modeles cellulaires nous ont semblés

pertinents pour I’étude fonctionnelle de la protéine virale sNS1.

1.2 Matériel et méthodes

a. Cellules

Les cellules épithéliales de singe vert, VeroE6 (ATCC® CRL-1586™), étaient
maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX, high
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glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une

atmosphere a 5% de CO..

Les cellules d’astroglioblastome humain, U87MG (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon),
étaient maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX,
high glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous

une atmosphere a 5% de CO..

Les cellules de neuroblastome humain, SH-SY5Y (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon)
étaient maintenues dans du milieu DMEM/F12 Nutrient Mix 1 :1 (GlutaMAX, Gibco) avec 2%

de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une atmosphére a 5% de CO,.

b. Attachement et internalisation de sNS1WNV-598 dans les cellules

5.10° cellules (VeroE6, US7MG, SH-SY5Y) préalablement trypsinées (Trypsine-EDTA
0,2X) ont été ajoutées en plaques 96 puits a fond conique, puis centrifugées a 800 g pendant
5 min a +4°C. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans 100 pul de PBS + sNS1 a une
concentration de 10 pg/ml de sNS1WNV5%8 Un volume de resuspension équivalent de Ctrl-
PCDNASL 3 été utilisé comme contréle. Les cellules ont ensuite été incubées 1h (attachement)
a température ambiante ou 6h (internalisation) a 37°C, 5% CO,. Aprés incubation, les cellules
ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 30 min a température ambiante (TA)

avant immunomarquage de la protéine sNS1WNV-5%8 pour analyse en cytométrie en flux.

c. Analyse par cytométrie en flux

Pour I’étude comparative de I'attachement de sNS1WNV-1S98 3 |3 surface des cellules, la
protéine a été marquée avec I'anticorps primaire de souris anti-NS1 de Flavivirus pendant
1h, sur glace, sans perméabilisation des cellules dans du PBS 10% SVF. Pour la détection de
la SNSIWNVIS98 internalisée, les cellules ont été perméabilisées au PBS 0,1% Saponine
pendant 15min sur glace. La protéine sNS1WNV-1S9% 5 ensuite été marquée avec I'anticorps
primaire de souris anti-NS1 de Flavivirus pendant 1h, sur glace, dans du PBS 0,1% Saponine
10% SVF. Apres incubation, dans les deux cas, les cellules ont été lavées 3 fois avec du PBS
puis, incubées sur glace avec un anticorps secondaire anti-IlgG de souris couplé au

fluorochrome Alexa 488. Enfin, apres 3 lavages avec du PBS, les cellules ont été analysées au
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cytometre en flux (FACS Calibur) pour la détection de cellules positives pour sSNS1WNV-I538 A
noter qu’a chaque étape, les plaques contenant les cellules sont centrifugées 5 min a 800 g,

+4°C, afin d’éliminer le surnageant. Les anticorps, leur référence ainsi que la dilution utilisée,

sont listés dans le Tableau 7.

Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-NS1 Flavivirus Souris ab214337/Abcam 1/250
Anti-lgG de souris Chévre A11029/Invitrogen 1/500

AlexaFluor488

Tableau 7 : Anticorps et leur condition d’utilisation pour le marquage intracellulaire de la
protéine NS1WNV-15%8 par immunofluorescence indirecte pour I'analyse au cytométre de flux.

1.3 Résultats

[1.3.1 Interaction sNS1-cellule dépendante du type cellulaire

Nous avons dans un premier temps voulu vérifier la capacité d’interaction de la
protéine sNS1WNV-1598 jyec la surface cellulaire mais aussi son internalisation par les trois

différents types cellulaires, VeroE6, U87MG et SH-SY5Y.

Les différents types cellulaires ont été incubés avec la protéine sNS1WNV-1538 pyrifiée
(10pg/ml) pendant 1h afin de comparer I'attachement de la protéine virale a la surface des
cellules en fonction du type cellulaire. L'analyse par cytométrie en flux sur cellules non
perméabilisées met en avant la détection de cellules positives pour la protéine sNS1 a leur
surface (Figure 53 A). Néanmoins, les valeurs d’intensité moyenne de fluorescence (MFI) ne
sont pas significativement supérieures pour les cellules traitées avec sNS1WNV-598 par rapport
a celles traitées avec Ctrl PPNA3-1(Figure 53 C) (Tableau 8). Malgré cela, la tendance suggére

que la protéine sNS1WNV-1598 semble se fixer a la surface des cellules VeroE6 et SH-SY5Y, mais
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pas a celle des cellules U87MG. En paralléle, le traitement des cellules avec sNS1 pendant 6h
et 'analyse aprés perméabilisation mettent en avant la détection de cellules positives pour
la protéine virale (Figure 53 B). La MFI est significativement supérieure lorsque les cellules
VeroE6 et SH-SY5Y sont traitées avec sNS1 par rapport au contrdle (Figure 53 D) (Tableau 8).
En revanche, les cellules U87MG ne présentent pas de marquage pour la protéine sNS1, ou
de maniere trop faible pour étre significativement différent par rapport aux cellules traitées
avec Ctr| PONA3L | 5 détection de sNS1WNV5%8 gprés perméabilisation des cellules VeroE6 et
SH-SY5Y traduit ainsi a la fois une internalisation et un attachement de la protéine a la
surface de ces cellules. La protéine sNS1WNV-1598 est alors capable d’interagir avec différentes
cellules cibles mais de maniere type dépendant, conformément a ce qui a déja été mis en
évidence. Ces résultats permettent d’identifier les cellules épithéliales et les cellules de
neuroblastome (type neuronal) comme cibles cellulaires pour la protéine sécrétée sNS1 du

WNV.
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Figure 53: La fixation et linternalisation de sNS1WNV-1S% gsont dépendantes du type
cellulaire. Analyse de cytométrie en flux de la fixation et I'internalisation cellulaire de la
protéine sNS1WNV-598 A les différents types cellulaires ont été incubés avec 10pg/ml de
sSNS1IWNV-598 oy un volume équivalent de Ctrl PEPNA31) pendant 1h puis analysées sans
perméabilisation. B, les différents types cellulaires ont été incubés avec 10pug/ml de sNS1WNV-
1598 (ou un volume équivalent de Ctrl P®PNA31) pendant 6h puis analysées aprés
perméabilisation. A et B, les panels sont représentatifs de deux expériences indépendantes
en duplicats. C et D, Représentations graphiques des valeurs d’intensité moyenne de
fluorescence du traitement avec sSNS1WNV-1S98 par rapport au traitement avec Ctrl P©ONA3-L poyr
chaque type cellulaire. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide d’un test Mann-
Whitney (*, p<0,05).
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Intensité moyenne

Type cellulaire Description/origine de fluorescence p-value
(MFI)
CtrI pcDNA3.1 + SNS]_WNV—ISQS +
Anti-NS1 Flavivirus  Anti-NS1 Flavivirus
1h post traitement
VeroE6 Epithélium de rein de 5,9+1 6,5 +0,9 0,49
singe
USTMG Astroglioblastome 46+0,5 49+0,8 0,89
humain/Cerveau
SH-SY5Y Neuroblastome 2,3+0,0 3,0+0,3 0,33
humain/moelle osseuse
6h post traitement
VeroE6 Epithélium de rein de 5,4+0,4 72405 <0,05
singe
USTMG Astroglioblastome 4,7+0,3 5,0+0,6 0,69
humain/Cerveau
SH-SY5Y Neuroblastome 3,2+0,1 53+0,9 <0,05

humain/moelle osseuse

Tableau 8: La fixation et l'internalisation de sNS1WNV-5% yarient selon le type cellulaire.
Valeurs des intensités moyennes de fluorescence pour chaque type cellulaire et chaque
condition. Les données représentent la moyenne + SD de deux expériences indépendantes
en duplicats (cf=> figure précédente). Les p-values ont été déterminées par un test Mann-
Whitney aprés comparaison de la MFI des cellules traitées avec la protéine sNS1WNV-I598 (4
anticorps anti-NS1) avec les cellules traitées avec le contréle Ctrl PEPNA3L (+ gnticorps anti-

NS1).
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ll. La protéine sNS1WNV5% jnduit un remodelage du
cytosquelette dans les cellules épithéliales

l11.1 Contexte

Au cours de l'infection virale, le cytosquelette subit des changements tels qu’une
réorganisation et ou une déstabilisation dans les cellules. Ces modifications du cytosquelette
ont été décrites suite a linfection par des virus de familles, de genres et d’espeéces
différents, notamment par des Flavivirus tels que WNV ou DENV (Chen et al., 2004; Foo and
Chee, 2015; Henry Sum, 2015; Taylor et al.,, 2011). Les interactions entre les virus et le
cytosquelette de la cellule hote, tels que les microfilaments d’actine, les microtubules et les
filaments intermédiaires , sont impliquées dans les mécanismes moléculaires de
détournement de la machinerie cellulaire au profit de I'infection virale (entrée, réplication,
transport cellulaire, assemblage et sortie) (Foo and Chee, 2015; Taylor et al., 2011).
Cependant, ces interactions et ces changements phénotypiques varient en fonction des virus
et des types cellulaires. Par exemple, la protéine NS3 des virus Kunjin et JEV interagit avec le
réseau de microtubules au cours de l'infection (Chiou et al., 2003; Ng and Hong, 1989).
D’autre part, les microfilaments d’actine ont été mis en avant pour contribuer a I'entrée, la
réplication et la production du virus DENV2 via des interactions avec la protéine d’enveloppe
E du virus (Orozco-Garcia et al., 2016; Wang et al., 2010; Yang et al., 2013). Enfin, lors d’une
infection de cellules neuronales par WNV, la dynamique du cytosquelette d’actine et les
voies de signalisations des Rho-GTPases sont modifiées, conduisant a un réarrangement du
réseau d’actine (Fraisier et al., 2013). Cependant, I'ensemble des déterminants viraux

impliqués dans ces mécanismes au cours de l'infection restent peu connus.

Dans ce contexte, la protéine NS1 du WNV (et des Flavivirus en général) représente
un candidat intéressant. En effet, du fait des propriétés multifonctionnelles de cette
protéine virale, nous souhaitions investiguer I’'hypothese d’un réle dans la modification de la
dynamique du cytosquelette. En particulier la forme sécrétée de la protéine NS1 du virus

West Nile, sNS1. En effet, la protéine sNS1, sécrétée au cours de l'infection et interagissant
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avec des cellules naives, pourrait induire un remodelage du cytosquelette d’actine dans

celles-ci afin de faciliter leur infection par le virus par la suite.

1.2 Matériel et méthodes

a. Cellules

Les cellules épithéliales de singe vert, VeroE6 (ATCC® CRL-1586™), étaient
maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX, high
glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une

atmosphere a 5% de CO..

Les cellules de neuroblastome humain, SH-SY5Y (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon)
étaient maintenues dans du milieu DMEM/F12 Nutrient Mix 1 :1 (GlutaMAX, Gibco) avec 2%

de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une atmosphere a 5% de CO,.

b. Impact de SNS1WNVIS98 gyr |e cytosquelette de la cellule

Les cellules ont été ensemencées en Labtek traitées au collagéne (LabTek CC2 4 ou 8
puits, Nunc). Les cellules VeroE6 ont été ensemencées a une densité de 1,5.10° cellules/puits
en Labtek 4 puits ou a une densité de 8.10* cellules/puits en LabTek 8 puits. Les cellules
U87MG ont été ensemencées a une densité de 2.10° cellules/puits en LabTek 4 puits ou a
une densité de 1.10° cellules/puits en LabTek 8 puits. Les cellules SH-SY5Y ont également été
ensemencées a une densité de 2.10° cellules/puitss en LabTek 4 puits ou a une densité de
1.10° cellules/puits en LabTek 8 puits. Le lendemain, les cellules ont été traitées avec
10pg/ml de sNS1WNV598 (oy un volume équivalent de Ctrl-pcDNA3.1 comme contrdle) puis
fixée avec du paraformaldéhyde 4% a différent temps post-traitement. Enfin, les
microfilaments d’actine, les filaments intermédiaires ainsi que la protéine sNS1WNV-15%8 gnt

été observés par immunofluorescence.
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c. Immunofluorescence indirecte

Pour la détection des protéines au niveau intracellulaire, les cellules ont été
perméabilisées au PBS 0,5% Triton X100 pendant 15 min a TA. La saturation a été réalisée au
PBS 5% SVF pendant 30 min a TA. Les filaments intermédiaires ont été marqués a I'aide d’un
anticorps primaire de lapin anti-a-tubuline. La protéine sNS1WNV-S98 3 été marquée a 'aide
d’un anticorps primaire de souris dirigé contre la protéine NS1 des Flavivirus. Les anticorps
primaires étaient dilués dans du PBS 0,1% Triton X100 puis incubés sur la nuit a +4°C. Le
lendemain, apres 3 lavages de 5 min au PBS ,1% Triton X100, les cellules ont été incubées
avec un anticorps secondaire anti-IgG de lapin (pour détecter la tubuline) conjugué a un
fluorochrome AlexaFluor 633, avec un anticorps secondaire anti-lgG de souris (pour détecter
la SNS1WNV-1598) couplé au fluorochrome AlexaFluor 488 tandis que de la phalloidine (couplée
a la rhodamine) a été incubée pour marquer les microfilaments d’actine. Les cellules étaient
incubées avec les anticorps secondaires, dilués dans du PBS 0,1% Triton X100, pendant 1h a
TA protégées de la lumiéere. Les cellules étaient ensuite lavées 3x 5 min avec du PBS 0,1%
Triton X100 puis incubées avec du 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI)
pendant 10 min afin de marquer les noyaux. Enfin, aprés lavages au PBS, les LabTek étaient
montées avec lamelles grace au liquide de montage VectaMount AQ (Vector). Les
observations ont été faites en microscopie confocale a I'aide d’un microscope Leica TCS SP5
(Leica Microsystems) ou bien par microscopie a fluorescence a l'aide d’un microscope

AxioVert 135 (Zeiss). Les anticorps, leur référence ainsi que la dilution utilisée, sont listés

dans le (Tableau 9).

. Anticorps/drogue  Héte de production Référence/fournisseur ~ Dilution |
Anti-NS1 Flavivirus Souris Ab214337/Abcam 1/250
Anti-IgG de lapin Chévre A21070/Invitrogen 1/500

AlexaFluor633
Anti-IgG de souris Chévre A11029/Invitrogen 1/500

AlexaFluor488
Phalloidine - R415/Invitrogen 1/500

Rhodamine
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Tableau 9 : Anticorps/drogue et leur condition d’utilisation pour le marquage intracellulaire
du cytosquelette et de la protéine NS1WNV-598 par immunofluorescence indirecte.

1.3 Résultats

[11.3.1 Remodelage du cytosquelette de cellules épithéliales induit par

la protéine sNS1WNV-159%8

[11.3.1.1 La protéine sNS1WNV-15%8 induit un remodelage du réseau de

microfilament d’actine

L'interaction entre la protéine virale sSNS1WNV-5% et |es cellules cibles étant vérifiée,
nous avons ensuite voulu tester I’hypothese d’un potentiel changement dans la structure du
cytosquelette médié par sNS1WNV-59 pour cela, nous avons dans un premier temps traité
des cellules épithéliales (VeroE6) avec la protéine purifiée et analysé la structure du réseau
de microfilament d’actine a différents temps apres traitement. Nous avons tout d’abord pu
détecter la protéine sNS1WNVS9%8 fixée et/ou internalisée au niveau des cellules. Aucun
marquage n’est détecté dans les cellules traitées avec Ctrl PPNA3-1 (Figure 54 A). L'intensité
du signal spécifique pour la protéine sNS1 étant la plus importante au bout de 6h
d’incubation, cela nous a permis de corréler ces observations avec les résultats des analyses
par cytométrie en flux. La protéine sNS1 est ensuite de moins en moins détectée au cours du
temps. Ceci étant sans doute d( a sa dégradation par la cellule. De maniére intéressante, la
protéine sNS1 est encore détectable 24h apres incubation, traduisant néanmoins une

dégradation assez lente.

En paralléle, nous avons pu observer que le cytosquelette semble subir des
changements d’organisation lorsque les cellules sont incubées avec la protéine sNS1WNV-
IS9%8par rapport aux cellules traitées avec le contréle Ctrl PONA3L En effet, a partir de 2h
d’incubation et jusqu’a 8h nous avons constaté une déstabilisation de la structure du réseau
d’actine dans la cellule (Figure 54 B). Le marquage fluorescent de l'actine filamenteuse,

notamment sous forme de fibres de stress, diminue de fagon importante dans une grande
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proportion de cellules. On observe en particulier une diminution, allant jusqu’a I'absence, du
marquage du réseau d’actine au niveau intracellulaire dans les cellules incubées avec la
protéine virale (6h post traitement). L'actine semble méme parfois se condenser aux
extrémités de la cellule (Figure 54 B). Le changement phénotypique du cytosquelette des
cellules se présente également avec un marquage ponctiforme de I'actine, caractéristique
d’une dépolymérisation des microfilaments (2h, 6h et 8h post traitement). De plus, chaque
cellule présentant ce phénotype d’altération des microfilaments d’actine possede un
marquage positif pour la protéine sNS1WNV1598  Néanmoins, ce remodelage du réseau
d’actine par la protéine sNS1WNV-1598 est transitoire. En effet, la fréquence d’observation des
caractéristiques d’'un remodelage dans les cellules est significativement la plus élevée apres
6h d’incubations avec sSNS1WNV-159 (Figure 55). A partir de 8h post traitement, on observe en

majorité un phénotype non altéré, jusqu’a restauration compléte a 24h (Figures 54 B - 55).

Ces résultats suggérent que la forme sécrétée sNSIWNV-IS%8 est 3 I'origine d’un
remodelage transitoire du réseau de microfilaments d’actine dans des cellules épithéliales et
ce, en I'absence d’infection par WNV. Cependant, nous ne pouvons pas déterminer s’il s’agit

d’un réle direct ou indirect de la protéine sNS1.

[11.3.1.2  La protéine sNSIWNVIS9%8 n’induit pas d’altération du réseau de

microtubules

La forme sNS1WNV-IS% &tant capable d’induire une déstabilisation transitoire des
microfilaments d’actine, nous nous sommes ensuite intéressés a un autre constituant du
cytosquelette, le réseau de microtubules. Ceci dans le but de définir si la protéine sNS1WNV-
1598 était a I'origine d’un remodelage global du cytosquelette ou d’un constituant spécifique.
Nous avons donc traité les cellules VeroE6 avec la protéine sNS1WNV1S98 et gnalysé par
immunofluorescence la structure du réseau de microtubules au cours du temps (Figure 56).
Contrairement au réseau d’actine, nous n’avons pas observé d’altération ou de remodelage
des microtubules au sein des cellules épithéliales incubées avec sNS1WNV1S%8 En effet,
aucune différence d’organisation du réseau n’est observée dans les cellules traitées avec la

protéine sNS1WNV-15%8 par rapport au cellules traitées avec Ctrl PPNA3-1 A chacun des temps
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post traitement, incluant les temps ou le réseau d’actine est déstabilisé, les deux conditions
présentent le méme profil d’organisation des microtubules (Figure 56). Ces résultats
suggérent donc que la fixation et l'internalisation cellulaire de la protéine sNS1WNV-I5%8
n’impactent pas le réseau de microtubules. Le remodelage du cytosquelette dans les cellules
épithéliales, par la forme sécrétée de la protéine NS1, semble alors étre spécifique du réseau

de microfilaments d’actine.

Ctrl pcDNA3.1 sNSlWNV -1S98 1ng/m|_ Ctr| pcDNA3.1 sNSlWNV 1598 10 ,"mL

. E .

v g
sSNSIWNVISS8 (5-NS1) ; Noyau (DAPI) F-actine ; Noyau (DAPI)

Figure 54 : Remodelage transitoire du réseau de microfilaments d’actine par sNS1WNV-I598
dans des cellules épithéliales. Le réseau de microfilaments d’actine est déstabilisé (tétes de
fleche), par rapport au contréle, dans les cellules traitées avec la protéine sNS1WNV-15%8 =4
partir de 2h apres traitement jusqu’a 8h. On note une importante diminution des fibres de
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stress au sein des cellules traitées avec sNS1WNV-598 | ‘effet est observable de maniére plus
fréquente 6h apres traitement. Le réseau est ensuite restauré au bout de 24h. Les images
sont représentatives d’au moins trois expériences indépendantes avec différents stocks de
SNS1WNV-I598 at de Ctr| PPNASL pyrifiés.
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Figure 55 : Pourcentage de cellules présentant un remodelage du réseau de microfilaments
d’actine aprés traitement avec sNS1WNV1598 | es données sont issues d’une quantification
du nombre total de cellules dans un champ de microscopie et du nombre de cellules
présentant un remodelage du réseau. Plusieurs champs par conditions, provenant de trois
expériences indépendantes ont été analysés a I'aide du logiciel Imagel. Les p-Values ont été
obtenues avec un test statistique Mann-Whitney (* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001).
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Ctr| peDNA3-1 SNS1WNY-398 (19,g/mu)

VeroE6

a-tubuline ; Noyau (DAPI)

Figure 56 : sNS1WNV-59 p’induit pas de remodelage du réseau de microtubules dans les
cellules épithéliales. On n’observe pas de changement d’organisation du réseau de
microtubules dans les cellules traitées avec sSNS1WNV1S9% par rapport aux cellules traitées avec
Ctrl PPNA3L | os jmages sont représentatives de deux expériences indépendantes avec
différents stocks de sNS1WNV-1598 et de Ctr| PPNA3L pyrifiés.

=
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[11.3.2  Le cytosquelette des cellules neuronales n’est pas impacté par
la protéine sNS1WNV-1598

[11.3.2.1  Absence de remodelage du réseau de microfilaments d’actine dans

les cellules neuronales

Notre étude visant également a étudier les fonctions de la protéine sNS1WNV-1598 dans
des cellules du SNC, nous avons réalisé le méme type d’expériences sur les cellules
neuronales SH-SY5Y.Nous avons aussi réalisé ces expériences sur les cellules U87MG, mais
n’avons pas réussi a obtenir des images interprétables. Ceci étant d0 a la faible capacité
d’attachement de ces cellules sur le support en verre (LabTek), entrainant une perte trop
importante de cellules au cours du protocole de traitement et d'immunomarquage. Les
cellules SH-SY5Y ont ainsi été incubées avec 10pg/ml de sNS1WNV'S% (ou un volume
équivalent de Ctrl PPNA3L) et |e cytosquelette d’actine a été analysé aprés marquage
fluorescent. Contrairement a ce que nous avons observé en cellules épithéliales, les cellules
neuronales SH-SY5Y ne présentent pas de déstabilisation de leur réseau d’actine (Figure 57).
Nous constatons que le marquage spécifique des filaments d’actine, par la Phalloidine
conjuguée a la Rhodamine, ne présente pas de différence en termes de localisation ou
d’autres changements phénotypiques entre les deux conditions de traitement. Notamment,
on note I'absence d’une variation importante de la quantité de fibres de stress au cours du
temps ou encore de signes de dépolymérisation des microfilaments dans les cellules traitées
avec sNS1WNV-598 Cegs observations suggérent alors que le protéine sNS1WNV-5% n’3 qucune
influence sur la dynamique et I'organisation du réseau de microfilaments d’actine dans les
cellules neuronales SH-SY5Y. Le remodelage observé dans les cellules épithéliales semblerait

donc étre un effet spécifique de la protéine sNS1WNV1S9 gyr ce type cellulaire.
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Ctr| pcDNA3.1 sNS1WNV-Is98

SH-SY5Y

Zh .

Gh .
F-actine ; Noyau (DAPI)

Figure 57: La protéine sNS1IWNVS% p’induit pas de remodelage du réseau de

microfilaments d’actine dans les cellules neuronales. On n’observe pas de changement

d’organisation du réseau de microfilaments d’actine dans les cellules traitées avec sSNS1WNV-

1598 par rapport aux cellules traitées avec Ctrl PPNA31 | es images sont représentatives de

deux expériences indépendantes avec différents stocks de sNS1WNV1S98 et de Ctr| PCONA3.L
purifiés.
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[11.3.2.2  Le réseau de microtubules n’est pas impacté par I'interaction de

sNS1WNV-IS38 qyec les cellules neuronales

Comme pour les cellules épithéliales VeroE6, nous avons investigué l'effet que
pouvait avoir I'interaction de la protéine sNS1WNV-1598 gyec les cellules SH-SYSY sur le réseau
de microtubules. Nous avons donc observé les microtubules aprés immunomarquage
fluorescent dans les cellules traitées avec la protéines sNS1WNV1S%8 | es cellules traitées avec
Ctrl| PONA3L représentent @ nouveau la condition contrdle. A nouveau, nous n’avons pas
observé de déstabilisation des microtubules aux différents temps d’incubation des cellules

SH-SY5Y avec la protéine sNS1WNV-5%par rapport au contréle (Figure 58).

Ainsi, la protéine sNS1WNVIS9%8 ne semble avoir aucune fonction au niveau du
cytosquelette de microtubules dans les deux types cellulaires étudiés. En revanche, sNS1WNV-
1598 induit un remodelage transitoire du cytosquelette d’actine et ce, de maniére spécifique
aux cellules épithéliales. Néanmoins, a I’'heure actuelle, nous ne pouvons déterminer les
mécanismes moléculaires impliqués et donc s’il s’agit d’une fonction directe ou indirecte de

la forme sécrétée sNS1 du WNV.
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Ctrl pcDNA3.1 SNSlWNV-ISQS

SH-SY5Y

2h

6h

o-tubuline ; Noyau (DAPI)

Figure 58 : La protéine sNS1WNV-1598 n’induit pas de remodelage du réseau de microtubules
dans les cellules neuronales. On n’observe pas de changement d’organisation du réseau de
microtubules dans les cellules traitées avec sSNS1WNV1598 par rapport aux cellules traitées avec
Ctr| PEPNA3L | o5 images sont issues d’une expérience avec un stock de sNS1WNV-15% et de Ctrl
PEONA3-L burifiés.

164



IV.

Partie expérimentale / Chapitre 1 — Fonctions de sNS1WNY

La protéine sNS1WNV-5%8 n’influence pas I'efficacité

d’infection et la réplication du virus West Nile

IV.1 Contexte

La sécrétion d’une protéine virale au cours de linfection par un Flavivirus peut
amener a émettre I'hypothese d’un réle dans la fitness du virus. En effet, en termes de
stratégie virale, la forme sécrétée sNS1 des Flavivirus peut impacter |'efficacité d’infection et
de réplication du virus dans des cellules ayant au préalable interagi avec la protéine sNS1. De
précédents travaux ont parfois mis en évidence, outre une capacité d’'immunomodulation de
la réponse de I'hote par sNS1, un effet sur l'infection (Alayli and Scholle, 2016; Alcon-
LePoder et al., 2005). D’un autre c6té, d’autres travaux n’ont pas mis en évidence de
variation dans la réplication virale en cellules traitées avec sNS1 (Crook et al., 2014; Liu et al.,
2016). Ces données mettent en avant une nouvelle fois la diversité de roles et fonctions de
la protéine sNS1 des Flavivirus au cours d’infection, avec ce qui semble étre une spécificité
d’action dépendante des cellules cibles. De plus, ces études concernent essentiellement le
virus DENV et sa protéine sNS1. Dans le cadre de nos travaux, nous avons mis en évidence
une implication de sNS1 du WNV dans le remodelage des microfilaments d’actine en cellules
épithéliales. Afin de mettre en lien ce phénotype observé avec la fitness du virus, nous avons
réalisé des expériences en contexte infectieux. Afin de mettre en corrélation le remodelage
du réseau d’actine, les cellules ont été prétraitées avec la protéine sSNS1WNV-1598 gyant d’étre

infectées par WNV.

IV.2 Matériel et Méthodes

a. Cellules

Les cellules épithéliales de singe vert, VeroE6 (ATCC® CRL-1586™), étaient
maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX, high
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glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une

atmosphere a 5% de CO..

Les cellules d’astroglioblastome humain, U87MG (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon),
étaient maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX,
high glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous

une atmosphere a 5% de COa.

Les cellules de neuroblastome humain, SH-SY5Y (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon)
étaient maintenues dans du milieu DMEM/F12 Nutrient Mix 1 :1 (GlutaMAX, Gibco) avec 2%

de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une atmospheére a 5% de CO,.

b. Evaluation de I'impact de sNS1WNV-598 gyr |'efficacité d’infection

(entrée) du WNV (Tests d’entrée du virus)

Les cellules VeroE6 ont été ensemencées a une densité de 1.10° cellules par puits en
plaque 48 puits (Nunc) en milieu DMEM 10% SVF (Gibco). Le lendemain, les cellules ont été
incubées avec 10pg/ml de protéine sNS1WNV-5%8 (ou un volume équivalent de Ctrl PEPNA3T)
pendant 5 heures a 37°C, 5% CO; puis infectées avec le virus WNV-IS98 a MOI 1 en milieu
DMEM 2% SVF. Les cellules ont été incubées pendant 2h a 37°C, 5% CO; avant d’étre rincées
deux fois avec du milieu frais puis ont été incubées pendant 12h a 37°C, 5% CO; dans du
milieu DMEM 10% SVF. Les cellules ont ensuite été fixées avec du paraformaldéhyde 4%
pendant minimum 30 min. Les cellules infectées ont été détectées par immunomarquage et

analyses en cytométrie en flux.

c. Analyse par cytométrie en flux

Pour la détection des cellules infectées par le WNV, les cellules ont été
perméabilisées au PBS 0,1% Saponine pendant 15min sur glace. La protéine d’enveloppe E
du WNV a ensuite été marquée avec 'anticorps primaire de lapin anti-E?"" du WNV pendant
1h, sur glace, dans du PBS 0,1% saponine 10% SVF. Aprés incubation, les cellules ont été
lavées 3 fois avec du PBS 0,1% Saponine puis, incubées sur glace avec un anticorps
secondaire anti-IgG de souris couplé au fluorochrome Alexa 488. Enfin, apres 3 lavages avec
du PBS, les cellules ont été analysées au cytométre en flux (FACS Calibur) pour la détection

de cellules positives pour la protéine E du WNV donc infectées par le virus. A noter qu’a
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chaque étape, les plaques contenant les cellules sont centrifugées 5 min a 800 g, +4°C, afin

d’éliminer le surnageant. Les anticorps, leur référence ainsi que la dilution utilisée, sont listés

dans le Tableau 10.

Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-EP" WNV Lapin ANSES 1/500
(serum)
Anti-IgG de lapin Chévre A11034/Invitrogen 1/500

AlexaFluor 488

Tableau 10 : Anticorps et leur condition d’utilisation pour le marquage intracellulaire de Ia
protéine d’enveloppe E du WNV par immunofluorescence indirecte.

d. Plaque assay

Les cellules VeroE6 ont été ensemencées a une densité de 2,5.10° cellules par puits
en plaque 12 puits. Le lendemain, les cellules ont été incubées avec 10ug/ml de protéine
SNS1WNV-I5%8 (9y un volume équivalent de Ctrl PPNA3-1) dans du milieu DMEM 2% SVF pendant
5h a 37°C, 5% CO.. Les cellules ont ensuite été infectées avec 500ul d’inoculum de WNV-1S98
dilué en série au 1/10 dans du DMEM 2% SVF pendant 2h a 37°C, 5% CO,. Aprés deux
ringages avec du milieu frais, 1,5 ml d’agarose 1,5% ; MEM 1X 2% SVF ont été ajoutés dans
chaque puits. Les cellules ont ensuite été incubées pendant trois jours a 37°C, 5% CO.. Les
cellules ont ensuite été fixées avec du paraformaldéhyde 4% sur la nuit. Le lendemain,
I'agarose a été enlevé puis les cellules colorées au crystal violet (0,1% crystal violet, 10%
méthanol dans dH,0) pendant 10min puis rincées a I'eau dH;0. Enfin, les plages de lyses ont

été quantifiées dans chaque puits.

e. Focus forming assay

Cf=> paragraphe « d. Plaque assay ». Aprés avoir enlevé |'agarose des puits, les
cellules ont été perméabilisées dans les puits avec une solution de PBS 0,5% Triton X100
pendant 15 min. Les cellules ont ensuite été incubées sur la nuit avec I'anticorps primaire,

167



Partie expérimentale / Chapitre 1 — Fonctions de sNS1WN

dirigé contre la protéine d’enveloppe E du WNV, dans du PBS 0,1% Triton X100 ; 5% SVF. Le
lendemain, aprés rincage au PBS ,0,1% Triton X100, les cellules ont été incubées avec un
anticorps secondaire, dirigé contre les IgG de lapin, conjugué a la HRP pendant 1h dans du
PBS 0,1% Triton X100. Aprés rincage, 400ul de réactif substrat peroxydase TrueBlue
(TrueBlue Peroxidase Substrate, KPL) ont été ajoutés dans les puits et incubés 15 min a TA.

Apreés rincage et séchage, les plaques ont été scannées et les foyers d’infection quantifiés.

f.  Cinétique de réplication virale

Les cellules VeroE6 ont été ensemencées a une densité de 1.10° cellules par puits en
plague 48 puits (Nunc) en milieu DMEM 10% SVF (Gibco) Les cellules U87MG et SH-SY5Y ont
été ensemencées a une densité de 2.10° cellules par puits en plaque 48 puits (Nunc). Le
lendemain, les cellules ont été incubées avec 10ug/ml de protéine sNS1WNV-59%8 (oy un
volume équivalent de Ctrl PPNA31) pendant 5 heures ou simultanément avec l'infection, a
37°C, 5% CO2 puis infectées avec le virus WNV-IS98 a différentes MOI en milieu DMEM 2%
SVF (VeroE6 et U887MG) ou milieu DMEM/F12 2% SVF (SH-SY5Y). Les cellules ont été
incubées pendant 2h a 37°C, 5% CO; avant d’étre rincées deux fois avec du milieu frais puis
ont été incubées a 37°C, 5% CO; dans du milieu DMEM 10% SVF (VeroE6 et US7MG) ou
DMEM/F12 2% SVF (SH-SY5Y). Les surnageants ont été récoltés a différents temps apres

infection. Ils ont ensuite été titrés par la méthode de dilution limite TCID50.

g. Titration par dilution limite (TCID50)

100! de milieu DMEM 10% SVF (Gibco) ont été ajoutés dans les puits de plaque 96
puits (Nunc). Ensuite, 10ul de surnageants viraux ont été ajouté dans les puits de la premiere
ligne (dilution 10?!) puis ont été dilués en série en ajoutant 11ul de la dilution précédente
dans la suivante jusqu’a la dilution 107. Une ligne de cellules non infectées était présente
dans chaque plaque de titration afin de vérifier I'absence de contamination dans les plaques.
1.10* cellules VeroE6 ont ensuite été ajoutées dans chaque puit de plaque 96 puits et
laissées incubées pendant quatre jours a 37°C, 5% CO2. Apres le temps d’incubation, la
lecture des plaques étaient réalisées en notant comme positifs (+) les puits présentant un
effet cytopathique. L'absence d’effet cytopathique était notée comme négatif (-). Les titres

viraux étaient ensuite calculés selon la méthode Reed-Muench.
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IV.3 Résultats

IV.3.1 La protéine sNS1WNV15% n’influence pas I'infection des cellules

épithéliales par le WNV

IV.3.1.1  _Lentrée virale n’est pas modulée par sNS1WNV-1S%8

Dans un premier temps, nous avons analysé I'influence de la protéine sNS1WNV-15%8 gy
I’entrée du virus dans les cellules VeroE®6. Les cellules ont donc été incubées avec la protéine
sNS1WNV-I598 gyant d’étre ensuite infectées. L’analyse par cytométrie en flux n’a pas mis en
évidence un taux d’infection significativement différent entre chaque condition (Figure 59).
On note que les pourcentages de cellules infectées par WNV sont similaires lorsque celles-ci
sont prétraitées avec sNS1WNV159%8 par rapport aux conditions contrdles non traitées ou
traitées Ctrl PPNA3L | 3 protéine sécrétée sNS1WNV1S98 et le remodelage du réseau d’actine
gu’elle induit ne semblent pas avoir d’effet sur |'efficacité d’infection et donc I'entrée du

WNV en cellules épithéliales.

IV.3.1.2 Les effets cytopathiques induits par le WNV ne dépendent pas de

S NSlWNV-ISQS

Nous avons ensuite utilisé la technique du « plaque assay » afin de comparer les
effets cytopathiques provoqués par le WNV avec et sans pré-incubation des cellules
épithéliales avec la protéine sNS1WNV-5%8 On a constaté que le nombre de plages de lyses,
traduisant des effets cytopathiques dus a [linfection par WNV, n’étaient pas
significativement différents (Figure 60). Les puits contenant les cellules préalablement
incubées avec la protéine sNS1WNV-5% présentent une quantité de plages de lyses similaire
aux puits contenant les cellules incubées avec Ctrl PPNA3-1 gy non traitées. De plus, la taille

des plages de lyses ne varie pas en fonction des conditions. En paralléle, nous avons détecté
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par immunomarquage et coloration enzymatique les foyers de cellules infectées dans
chacune des conditions. Cette expérience complémentaire aux effets cytopathiques, montre
également I'absence de différences significatives en termes de nombre de foyer de cellules
infectées (Figure 61). Nous avons également noté que la taille de ces foyers était similaire
quand les cellules étaient incubées avec la protéine sNS1WNV-15%8 par rapport aux contréles.
La protéine sNS1WNV-15%8 semble alors ne pas jouer de réle important dans la virulence du
WNV en cellules épithéliales. De facon étonnante, le remodelage transitoire du réseau de
microfilaments d’actine par la protéine sNS1WNV-5%8 nhe semble pas affecter la virulence du

WNV.
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Figure 59 : La forme sécrétée de la protéine NS1WNV-5% n’influence pas I'efficacité d’entrée
du virus dans la cellule. Les données de cytométrie en flux ont été obtenues apres
marquage intracellulaire du WNV a l'aide d’un anticorps dirigé contre la protéine
d’enveloppe E. Les pourcentages de cellules infectées sont similaires entre chaque condition.
Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes en triplicats. Les
analyses statistiques ont été réalisées a I'aide d’un test de Kruskal-Wallis.
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Figure 60 : sNS1WNV-15%8 p’est pas impliquée dans les effets cytopathiques induits par le
WNV. Le nombre moyen de plages de lyses ne varie pas de maniére significative entre
chaque condition. Les effets cytopathiques du WNV aprés le traitement avec la protéine
sNS1WNV-I598 ne différent pas de ceux observés dans les conditions contréles. Les résultats
sont représentatifs de deux expériences indépendantes en triplicats. Les analyses
statistiques ont été réalisées a I'aide d’un test de Kruskal-Wallis.
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Figure 61 : La protéine sNS1WNV-15% p’affecte pas le nombre de foyer d’infection WNV en
cellules épithéliales. Les foyers infectieux ont été détectés par détection intracellulaire de la
protéine virale d’enveloppe E du WNV. La quantité de foyers positifs pour le WNV ne varie
pas de maniére significative en fonction des conditions. Les résultats sont représentatifs de
deux expériences indépendantes en triplicats. Les analyses statistiques ont été réalisées a
I'aide d’un test de Kruskal-Wallis.
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IV.3.1.3 La protéine sNS1WNV1598 n’influence pas la cinétique de réplication

du WNV en cellules épithéliales

Dans notre démarche d’analyse de l'effet du remodelage du réseau d’actine,
dépendant de sNS1WNV-15%8 syr I'infection des cellules épithéliales par le WNV, nous avons
réalisé des expériences de cinétique de croissance virale. Les cellules VeroE6 ont ainsi été
pré-incubées avec la protéine sNS1WNVIS98 pyuis infectées & différentes MOI de WNV. La
production virale dans le surnageant au cours du temps a ensuite été quantifiée par titration

en dilution limite (Figure 62).
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Figure 62 : Représentation schématique du plan expérimental d’étude du rdle de sNS1WNV-
1598 dans la cinétique de réplication du WNV en cellules épithéliales.

D’apreés les résultats obtenus, nous n’avons pas constaté de changements de vitesse
de réplication et production virale dans les cellules épithéliales, en fonctions des différentes
conditions. La pré-incubation des cellules VeroE6 avec la protéine sNS1WNV-1598 n’entraine pas

d’effet sur la cinétique de réplication du WNV (Figure 63). En effet, en comparant les
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courbes de réplication du WNV pour la condition sNS1WNV-598 gyec les conditions contréles,
celles-ci sont similaires. La réplication du WNV étant tres rapide dans les cellules VeroE®6,
nous avions également utilisé une faible dose infectieuse (MOI 0,001). La cinétique de
croissance du WNV aprés incubation avec sNS1WNV15% ét3it également non impactée dans

cette condition.

De maniere surprenante, le remodelage transitoire du cytosquelette d’actine médié
par la protéine sNS1WNV598 ne semble pas moduler la cinétique de croissance du WNV en
cellules épithéliales. L'ensemble de ces résultats suggérent en particulier que la protéine
sSNS1WNV-I598 sécrétée au cours de linfection n’est pas impliquée de facon directe dans

I'infection des cellules épithéliales par le WNV.
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Figure 63 : Le pré-traitement des cellules avec sNS1WNV5%8 n’influence pas la cinétique de
réplication virale en cellules épithéliales. Les cellules VeroE6 ont été pré-incubées avec
sSNS1WNV-I598 gyant d’étre infectées a MOI 0,1; 0,01; 0,001 par le WNV. La cinétique de
croissance virale suivie au cours du temps n’est pas modifiée lorsque les cellules sont
traitées avec sNS1WNV-15%8 par rapport aux conditions contréles (Non traitées ou traitées avec
Ctrl pcDNA3.1). Les résultats sont représentatifs de deux expériences indépendantes en
triplicats. Les analyses statistiques a chaque temps entre chaque condition ont été réalisées
a l'aide d’un test de Mann Whitney. La ligne grise en pointillés représente la limite de
détection de la technique utilisée.
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IV.3.2 La protéine sNS1WN% p’influence pas la cinétique de

croissance du WNV en cellules gliales et neuronales

Bien que nous n’ayons pas observé de modification du cytosquelette par la protéine
sNS1WNV-1598 dans nos modeéles de cellules gliales et neuronales, nous avons tout de méme
réalisé des expériences en contexte infectieux. En effet, contrairement aux cellules VeroE6,
les cellules U87MG et SH-SY5Y sont capables de déclencher une réponse cellulaire vis-a-vis
d’une infection virale. La protéine sNS1WNV-1S9 jnteragissant avec les cellules SH-SY5Y, nous
avons souhaité évaluer si cette interaction pouvait impacter la cinétique de réplication du
WNV. Une analyse comparative avec les cellules U87MG, qui n’interagissent pas avec
SNSIWNV-I598 oy trés faiblement, a été menée. Pour cela, nous avons suivi un plan
d’expérience similaire aux cellules VeroE6. A savoir, les cellules ont été pré-incubées avec
sNS1WNV-I598 gyant infection a différentes MOI par le WNV (Figure 65). Nous avons également

traité les cellules en simultanée avec l'infection (Figure 64).

Lorsque les cellules US7MG ont été traitées et infectées en simultané, aucune
variation de la vitesse de réplication du WNV n’est observée dans la condition avec SNS1WNV-
1S9 par rapport a la condition avec Ctrl P°PNA3-1 (Figure 66 A). Ce sont les mémes observations
en cellules neuronales SH-SY5Y. Le titre viral détecté a chaque temps apres infection, sur
24h, ne présente pas de différence significative avec sNS1WNV5%8 par rapport au contrdle
(Figure 66 B). La protéine sNS1WNV1S%8 ne semble donc pas influencer la cinétique de
croissance du WNV en cellules gliales et neuronales lorsqu’elle est incubée sur les cellules

simultanément avec le virus.
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Figure 64 : Représentation schématique du plan expérimental d’étude du réle de sSNS1WNV-
1598 dans la cinétique de réplication du WNV en cellules gliales et neuronales. Traitement
des cellules simultanément avec l'infection.

sNS 1WNV-I59 8

(10pg/ml)

(récolte surnageants juste aprésringages)

2h post-infection
/ 4h post-infection
/gh post-infection
y/ A
? ; 16h post-infection

24h post-infection
Ug87MG SH-SY5Y

/

Titrations en dilution limite
TCID50

Ctl‘l pcDNA3.1

Ringages

(eq. Volume)

2h

WNV
Inoculum
74/ MoI 0,10u1

Figure 65 : Représentation schématique du plan expérimental d’étude du rdle de sNS1WNV-
1598 dans la cinétique de réplication du WNV en cellules gliales et neuronales. Pré-
traitement des cellules avant infection.
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En parallele, la protéine sNS1WNV-1598 3 donc été incubée sur les cellules US7MG et SH-
SY5Y pendant 5h avant infection par le WNV. Cette fois encore, nous avons observé la méme
tendance dans chaque type cellulaire. La cinétique de croissance du WNV ne varie pas dans
les cellules US7MG prétraitées et ce, a MOI 0,1 et MOI 1 (Figure 67 A). Dans le cas des
cellules SH-SY5Y, les courbes de vitesse de réplication du WNV sont également similaires
dans les deux conditions avec les deux MOI utilisées (Figure 67 B). Ces observations
semblent mettre en avant I'absence d’une implication de sNS1WNV-5%8 dans la vitesse de
réplication du WNV en cellules gliales et neuronales. Cependant, nous ne pouvons pas
déterminer si la réponse de ces cellules, vis-a-vis de l'infection, est impactée par un

traitement avec la protéine sNS1WNV-1598,
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Figure 66 : Le traitement des cellules avec sNS1WNV15% en simultanée avec l'infection
n’influence pas la cinétique de réplication virale en cellules gliales et neuronales. Les
cellules ont été traitées et infectées en simultanée par sNS1WNV-15%8 et |e WNV & MOI 0,1 ou
1. Il n’y a pas de modification de la vitesse de croissance du WNV sur 24h lorsque les cellules
sont traitées avec sNS1WNV-15%8 par rapport au contréle. A, expériences en cellules US87MG. B,
expériences en cellules SH-SY5Y. Les résultats sont représentatifs de deux expériences
indépendantes en duplicats. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide d’un test de

Mann-Whitney. La ligne grise en pointillés représente la limite de détection de la technique
utilisée.
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Figure 67 : Le pré-traitement des cellules avec sNS1WNV-598 n’influence pas la cinétique de
réplication virale en cellules gliales et neuronales. Les cellules ont été préalablement
traitées pendant 5h puis infectées avec le WNV a MOI 0,1 ou 1. Aucune différence
significative n’est observée entre les cellules US7MG traitées avec sSNS1WNV-15%8 et |e contréle
(A). La vitesse de croissance du WNV ne varie également pas dans les cellules SH-SY5Y entre
les deux conditions de traitement (B). Les résultats sont représentatifs de deux expériences
indépendantes en duplicats. Les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide d’un test de

Mann-Whitney. La ligne grise en pointillés représente la limite de détection de la technique
utilisée.
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La forme sécrétée sNS1WNV-538 sgeamble activer une
réponse cellulaire médiée par IRF3 dans les cellules
neuronales

V.1 Contexte

L'immunité innée et sa modulation jouent un role important dans la pathogenése des
Flavivirus et le controle de 'infection (Fernandez-Garcia et al., 2009; Suthar et al., 2013b). La
réponse cellulaire impliquant le facteur de transcription IRF3 est en particulier impliquée lors
de l'infection par un Flavivirus tel que WNV (Daffis et al., 2007; Errett et al., 2013; Lazear et
al., 2013b). Cette protéine IRF3 est activée par phosphorylation suite a la reconnaissance de
déterminants viraux (protéine virale, ARN viral simple ou double brin) par des récepteurs de
la famille des TLRs (TLR4, TLR3) ou des RLRs (RIG-I, MDAS5) et a I'activation des voies de
signalisations (Kawasaki and Kawai, 2014; Reikine et al., 2014). L'activation de la protéine
IRF3 implique sa translocation dans le noyau de la cellule afin d’exercer sa fonction de
facteur de transcription de genes de la réponse antivirale tels que l'interféron de type | et
d’autres cytokines pro-inflammatoires. La protéine NS1 des Flavivirus est en particulier
impliquée dans la modulation de I’activation de IRF3 au cours de l'infection. Une inhibition
de l'activation de IRF3 est observée dans les étapes précoces de l'infection par DENV ou
WNYV, a la suite de I'interaction de NS1 avec les récepteurs RIG-I et MDAGS de la voie des RLRs
(Dalrymple et al., 2015; Zhang et al., 2017). Le facteur IRF3 n’est alors plus transloqué dans
le noyau apreés induction par du Poly I:C, un inducteur des voies TLR3 et RLR (Wilson et al.,
2008). Cette inhibition peut ainsi limiter la réponse antivirale de la cellule afin de permettre
la réplication du virus. Par ailleurs, la forme sécrétée sNS1 semble moduler également la
réponse médiée par la voie de signalisation dépendante de TLR3 (Crook et al., 2014). Le réle
de sNS1 est cependant difficile a définir de maniére certaine puisque les résultats sont
variables. En effet, certaines études décrivent une inhibition de la voie, donc de I'activation
de IRF3 aprés induction, tandis que d’autres mettent en évidence une activation de la voie
par sNS1 (Alayli and Scholle, 2016; Crook et al., 2014). De plus, le role de la protéine sNS1
pourrait également étre dépendant du virus et du type cellulaire. Dans notre cas, nous
souhaitions investiguer le réle de la protéine sNS1WNV-598 gy niveau des cellules gliales et
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neuronales. Les résultats en contexte infectieux n’ont pas démontré d’effet de la protéine
sSNS1WNV-I598 gyr |efficacité d’infection et la cinétique de réplication du WNV. Cependant,
nous ne pouvons exclure une interaction de sNS1WNV-5%8 gyec certaines voies et facteurs de

I'immunité innée cellulaire, impliquant une réponse dépendante de IRF3.

V.2 Matériel et Méthodes

a. Cellules

Les cellules d’astroglioblastome humain, U87MG (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon),
étaient maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX,
high glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous

une atmospheére a 5% de CO..

Les cellules de neuroblastome humain, SH-SY5Y (CelluloNet, SFR Biosciences Lyon)
étaient maintenues dans du milieu DMEM/F12 Nutrient Mix 1 :1 (GlutaMAX, Gibco) avec 2%

de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une atmospheére a 5% de CO,.

b. Test de translocation (activation) de IRF3 dans le noyau des

cellules gliales et neuronales

Les cellules US7MG et SH-SY5Y ont été ensemencées a une densité de 2.10° cellules
par puit en LabTek 8 puits (Nunc). Le lendemain, les cellules ont été incubées avec Poly I:C
(50ug/ml) ou avec de la protéine sNS1WNV-5%8 (10ug/ml) ou un volume équivalent de Ctrl-
PONA3L oy bien transfectées avec Poly I:C (2ug) a la Lipofectamine 2000 (Life technologies)
pendant 3h. Aprés incubation, les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4%
pendant 30 min a TA. La protéine IRF3 a ensuite été détectée par immunomarquage

fluorescent.
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c. Immunomarquage fluorescent de la protéine IRF3

Apres fixation, les cellules ont été perméabilisées pendant 15 min avec du PBS 0,5%
Triton X100 a TA. Elles ont ensuite été incubées avec du PBS 0,1% Triton X100 + 5% SVF
pendant 30 min a TA pour saturation. Apres ringcage, les cellules ont été incubées sur la nuit
a +4°C dans du PBS 0,1% Triton X100 contenant |'anticorps primaire de lapin dirigé contre la
protéine IRF3. Le lendemain, apres 3x ringages au PBS 0,1% Triton X100, les cellules ont été
incubées pendant 1h a TA avec l'anticorps secondaire dirigé contre les IgG de lapin et
conjugué a AlexaFluor488 dilué dans du PBS 0,1% Triton X100. Les cellules ont été rincées 3x
avec du PBS 0,1% Triton X100 puis incubées 15 min avec une solution de 4’,6-Diamidino-2-
Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) afin de marquer les noyaux. Enfin, aprés lavages au
PBS, les LabTek étaient montées avec lamelles grace au liquide de montage VectaMount AQ
(Vector). Les observations ont été faites en microscopie a fluorescence a l'aide d’un

microscope AxioVert 135 (Zeiss). Les anticorps, leur référence ainsi que la dilution utilisée,

sont listés dans le Tableau 11.

Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-IRF3 Lapin Sc-9082/Santa Cruz 1/200
Anti-IgG de lapin Chévre A11034/Invitrogen 1/500

AlexaFluor488

Tableau 11 : Anticorps et leur condition d’utilisation pour le marquage intracellulaire de la
protéine IRF3 par immunofluorescence indirecte.
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V.3 Résultats

V.3.1 La protéine sNS1WNV5% induit I'activation du facteur de

transcription IRF3 dans les cellules neuronales

Afin d’investiguer la potentielle implication de la forme sécrétée de la protéine NS1
du WNV dans I'activation d’une réponse cellulaire médiée par IRF3, les cellules US7MG et
SH-SY5Y ont été incubées avec 10pg/ml de protéine sNS1WNV-198 pyrifiée. Un traitement avec
Ctrl PONA3-L st ytilisé comme contréle négatif. Les cellules ont été incubées ou transfectées
avec du Poly I:C (50ug/ml ou 2ug, respectivement) en guise de contrdles positifs. En effet, le
Poly I:C, molécule mimant les ARN double brin, est un inducteur d’une réponse cellulaire en
étant reconnu par les systémes TLR3 (apport sous forme soluble) et RLRs (apport par
transfection) qui conduisent a la phosphorylation du facteur de transcription IRF3. Une fois

activé (forme phosphorylée) la protéine IRF3 est transloquée dans le noyau.

Les cellules US7MG incubées avec le contrdle Ctrl PPNA3L ne présentent pas de
localisation de la protéine IRF3 dans le noyau, le validant comme contréle négatif (Figure
68). En revanche, le traitement avec le contréle positif Poly I:C (incubé ou transfecté) induit
une translocation du facteur IRF3 dans le noyau. Dans le cas des cellules US7MG traitées
avec la protéine sNS1WNV5% zucune activation de IRF3 n’est observée (Figure 68). Ceci nous
améne alors a conclure que la protéine sNS1WNV1S% n’est pas capable d’induire I'activation
de la protéine IRF3, et donc d’une réponse cellulaire médiée par ce facteur, dans les cellules
d’astroglioblastome humain U87MG. Ces résultats sont ainsi en corrélation avec la faible

internalisation (ou I"absence d’internalisation) de sSNS1WNV-15%8 dans ce type cellulaire.

En ce qui concerne les cellules neuronales SH-SY5Y, nous avons constaté que la
molécule Poly I:C apportée sous forme soluble est capable d’induire une translocation plus
efficace de IRF3 dans le noyau que lorsqu’elle est transfectée (Figure 69). Ceci pouvant
s’expliquer par la faible efficacité de transfection dans cette lignée cellulaire. De maniere
intéressante, nous avons observé une importante translocation nucléaire du facteur IRF3 a la

suite du traitement des cellules SH-SY5Y par la protéine sNS1WNV-5% (Figure 69). Ces
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résultats, méme si préliminaires, suggerent que la forme sécrétée de la protéine NS1 du
WNV est capable d’induire une activation du facteur de transcription IRF3 en cellules
neuronales SH-SY5Y. Il est ainsi possible que suite a cette activation, une réponse cellulaire

soit mise en place.

Néanmoins, les résultats obtenus en contexte infectieux ne montrent pas d’effet sur
la cinétique de croissance du WNV. Ainsi, on peut émettre I’hypothése que durant
I'infection, le virus pourrait induire une inhibition de la réponse cellulaire déclenchée au
préalable par la protéine sNS1WNV-15%8 Bjen qu’encourageant, ces résultats nécessitent d’étre
confirmé par répétition de I'expérience, en marquant la protéine sNS1WNV-5%8 en plus de IRF3

afin de voir s’il y a colocalisation des deux protéines dans les cellules.
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Us7MG

Ctrl pcDNA3.1
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Figure 68 : La protéine sNS1WNV-1598 n’induit pas la translocation de IRF3 dans le noyau de
cellules d’astroglioblastome humain. Le facteur IRF3 (vert) a été détecté au niveau
intracellulaire par immunomarquage fluorescent. La protéine IRF3 est transloquée dans le
noyau (tétes de fleche blanches). La translocation de IRF3 n’a pas lieu (fleches rouges). Les
résultats sont représentatifs d’'une expérience. Les images sont représentatives d’une
expérience en duplicats.
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Figure 69 : La protéine sNS1WNV-15%8 active la translocation de IRF3 dans le noyau de cellules
neuronales (neuroblastome humain). Le facteur IRF3 (vert) a été détecté au niveau
intracellulaire par immunomarquage fluorescent. La protéine IRF3 est transloquée dans le
noyau (tétes de fleche blanches). La translocation de IRF3 n’a pas lieu (fleches rouges). Les
résultats sont représentatifs d’'une expérience. Les images sont représentatives d’une
expérience en duplicats.
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Formation de structures de type filopodes dans les
cellules épithéliales exprimant la protéine NS1 du
virus West Nile

VI.1 Matériel et méthodes

a. Cellules

Les cellules épithéliales de singe vert, VeroE6 (ATCC® CRL-1586™), étaient
maintenues dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX, high
glucose, Gibco) avec 10% de SVF (Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une

atmosphere a 5% de CO,.

b. Observations en immunofluorescence

Les cellules ont été ensemencées a une densité a une densité de 5.10% cellules par
puit en Labtek 8 puits. Le lendemain, les cellules ont été transfectées avec 500ng de
plasmide pcDNA-NS1WNV-1598 24h aprés transfection, les cellules ont été fixées pendant 15
min avec du paraformaldéhyde 4% a TA. Apres fixation, les cellules ont été perméabilisées
pendant 15 min avec du PBS 0,5% Triton X100 a TA. Elles ont ensuite été incubées avec du
PBS 0,1% Triton X100 + 5% SVF pendant 30 min a TA pour saturation. Apres rincage, les
cellules ont été incubées sur la nuit a +4°C dans du PBS 0,1% Triton X100 contenant
I’anticorps primaire dirigé contre la protéine NS1 de Flavivirus. Pour le marquage des
microtubules, un anticorps primaire de lapin anti-a-Tubuline a été utilisé. Le lendemain,
apres 3x rincages au PBS 0,1% Triton X100, les cellules ont été incubées pendant 1h a TA
avec l'anticorps secondaire dirigé contre les IgG de souris et conjugué a AlexaFluor488 et
avec la phalloidine couplée a la rhodamine (marquage F-actine) ou avec un anticorps
secondaire anti-IgG de lapin couplé a AlexaFluor633 (a-Tubuline), dilués dans du PBS 0,1%
Triton X100. Les cellules ont été rincées 3x avec du PBS 0,1% Triton X100 puis incubées 15

min avec une solution de 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) afin de
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marquer les noyaux. Enfin, apres lavages au PBS, les LabTek étaient montées avec lamelles
grace au liquide de montage VectaMount AQ (Vector). Les observations ont été faites en
microscopie a fluorescence a I'aide d’un microscope AxioVert 135 (Zeiss). Des observations

ont également été faites en microscopie confocale a fluorescence avec un microscope Leica

SP5. Les anticorps, leur référence ainsi que la dilution utilisée, sont listés dans le Tableau 12.

Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-NS1 Flavivirus Souris Ab214337/Abcam 1/250
Anti-a Tubuline Lapin Ab15246/Abcam 1/250
Anti-IgG de souris Chevre A11029/Invitrogen 1/500

AlexaFluor488
Anti-IgG de lapin Chévre A21070/Invitrogen 1/500
AlexaFluor633
Phalloidine - R415/Invitrogen 1/500
Rhodamine

Tableau 12 : Anticorps et leur condition d’utilisation pour le marquage intracellulaire de la
protéine NS1WNV-15%8 et du cytosquelette par immunofluorescence indirecte.

VI.2 Résultats

Au cours des analyses de I'expression de la protéine NS1WNV-5% en cellules de
mammiféres aprés transfection, nous avons remarqué des structures dans lesquelles la
protéine virale était localisée. En effet, les cellules exprimant la protéine NS1WNV-IS%8
présentaient des structures sous forme d’important prolongements constitués de protéines
du cytosquelette telles que les microfilaments d’actine et les microtubules (Figures 70-72).
Ces structures observables semblent étre de type filopodes. De maniere intéressante, la
protéine NS1WNV-15% est détectée au sein de ces structures filopodiales (Figures 70-72). C’est
en particulier la visualisation de la protéine virale qui a permis de mettre en évidence ces
prolongements, qui sont parfois difficelement observables du simple fait de la densité et du
contact cellulaires (Figures 70-72). De plus, certaines de ces structures filopodiales semblent

étre en contact avec des cellules significativement éloignées de la cellule exprimant la
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protéine NS1WNV-5%8 Afin de vérifier que ce type de structure n’est pas normalement présent
en I"absence de NS1WNV-5%8 ‘hous souhaitons transfecter les cellules avec un géne codant une
protéine fluoresente telle que la GFP, dans le but de d’oberserver la morphologie des
cellules. En effet, la protéine GFP étant localisée a la fois dans le noyau et le cytoplasme,
nous pourrons observer la morphologie des cellules et donc vérifier 'absence de structures

comparables a celles observées lorsque que NS1WNV-1598 est exprimée.

Bien que ces observations soient issues de résultats préliminaires, on peut émettre
I'hypothése d’un réle de la protéine NS1WNV1S9% dans Iinduction de la formation de
structures filopodiales. Dans ce contexte, on pourrait alors suggérer une transmission de
protéines NS1WNV-15% telles que les formes hexamériques, de cellule a cellule, sans I'étape de
sécrétion dans le milieu extracellulaire. La protéine sNS1WNV-15%8 &tant décrite comme
fortement immunogéne, un passage de cellule a cellule via une structure de type filopode
comme voie alternative, représenterait une forme de mécanisme d’échappement a la

réponse immunitaire.
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Figure 70 : Filopodes observés par immunofluorescence indirecte en cellules épithélialles
exprimant la protéine NS1WNVIS%8 On note la présence d’importants prolongements
cellulaires (filopodes) a partir de cellules VeroE6 exprimants la protéine NS1WNVIS98 |3
protéine NS1WNVIS98  colocalise avec les prolongements. Observations réalisées en
microscopie a fluoresence a I'aide d’un microscope AxioVert 135 (Zeiss).
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Figure 71 : Filopodes observés par immunofluorescence indirecte en cellules épithélialles
exprimant la protéine NS1WNV1S9% On note la présence d’importants prolongements
cellulaires (filopodes) a partir de cellules VeroE6 exprimants la protéine NS1WNV-S98 |3
protéine NS1WNV-598 co-ocalise avec ces structures filopodiales. Le deuxieme panel est un
grossisement plus important des champs présentés dans le premier panel. Observations
réalisées en microscopie confocale a fluoresence.

DAPI DAPI ‘
a-tubuline a-tubuline

DAPI
a-tubuline

Figure 72 : Filopodes observés par immunofluorescence indirecte en cellules épithélialles
exprimant la protéine NS1WNVIS%8 On note la présence d’importants prolongements
cellulaires (filopodes) a partir de cellules VeroE6 exprimants la protéine NS1WNV-IS98 |3
protéine NS1WNVIS9%8  colocalise avec les prolongements. Observations réalisées en
microscopie a fluoresence a I'aide d’un microscope AxioVert 135 (Zeiss).
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Discussion

Au cours de linfection par un Flavivirus, tel que le WNV, la protéine sNS1 est
sécrétée dans le milieu extracellulaire et dans la circulation sanguine de I’h6te infecté. Cette
protéine multifonctionnelle est impliquée dans la pathogenése du virus au cours de
I'infection. La protéine sNS1 est alors définie comme un facteur de virulence important dans

le développement de maladies dues aux Flavivirus.

De maniere interassante, la sécrétion de la protéine NS1 n’est pas dépendante de
I'activité des autres protéines virales. En effet, sNS1 transite via la voie sécrétoire de la
machinerie cellulaire. Grace a cette propriété, il est possible de produire la protéine sNS1 en
systeme recombinant. Des études ont utilisé le systeme Baculovirus-cellules d’insecte afin de
produire la protéine sNS1 recombinante (Akey et al., 2014; Chung et al., 2006a). Dans ce
contexte, la production de protéine sNS1 de Flavivirus était essentiellement a visée d’études
cristallographiques (Akey et al., 2014). Cependant, en cellules d’insecte, la glycosylation des
protéines est moins complexe qu’en cellules de mammifére (Shi and Jarvis, 2007). Or, dans
cette étude, nous souhaitions investiguer des fonctions potentielles de la glycoprotéine sNS1
au cours de linfection d’'un hote mammifere. C'est pourquoi, malgré que le systeme
recombinant de production en cellules d’insecte soit plus perfomant, nous avons préféré le
systeme cellules de mammifére. Ainsi, la protéine sNS1 produite était plus pertinente d’un
point de vue physiologique avec nos objectifs. Nous avons donc produit la forme sNS1WNV-I598
en cellules humaines, HEK-293T, exprimant la protéine NS1 de la souche méditerannéenne
WNYV 1S98-ST1 codée par la construction pNS1WNV-1S%8 | 3 protéine sNS1, alors présente dans
le surnageant de culture, a été purifiée par affinité pour le Nickel grace a I'étiquette Histidine
(6xHis) portée en région C-terminale. Les analyses en Western Blot et en microscopie
électronique ont permis de valider I'oligomérisation de la protéine sNS1WNV-I598
recombinante pour former un hexamere de 10 nm de diameétre. Cette structure
hexamerique, dite fonctionnelle, est caractéristique de la protéine sNS1 du WNV et de
I’ensemble des Flavivirus (Akey et al., 2014; Gutsche et al., 2011). Ces observations valident

ainsi notre construction plasmidique et nos systemes de production et purification de la
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protéine sNS1IWNV-598 De plus, a notre connaissance, il s’agit de la seule protéine sNS1

recombinante produite a partir d’'une souche européenne de WNV, la souche WNV-1S98-ST1.

La production de la forme hexamerique sNS1 ayant été confirmée, nous avons tout
d’abord évalué son interaction avec différentes cellules cibles. En effet, la protéine sNS1 est
capable de se fixer a la surface d’une grande diversité de types cellulaires et d’étre
rapidement internalisée (Alcon-LePoder et al., 2005; Avirutnan et al., 2007; Crook et al.,
2014). Néanmoins, une grande variabilité est observée dans I'affinité de I'interaction entre
sNS1 et les cellules, de maniére dépendante du type cellulaire mais aussi au sein d’'un méme
type avec des origines tissulaires différentes. De plus, I'essentiel de ces études concernent la
protéine sNS1 de DENV. Dans le cadre de notre projet, nous avons évalué la capacité
d’interaction de la protéine sNS1 du WNV avec les cellules éptithéliales VeroE6, les cellules
gliales U87MG et les cellules neuronales SH-SY5Y. Si les cellules VeroE6 sont une lignée
cellulaire modéle couramment utilisée, les cellules U87MG et SH-SY5Y représentent un
modele pertinent dans le cadre de I'étude fonctionnelle d’une protéine d’un virus
neurotrope comme le WNV. Nous avons pu constater que la protéine sNS1WNV-1598 ge fixe et
est internalisée a la fois dans les cellules épithéliales VeroE6 et dans les cellules neuronales
SH-SY5Y. La quantité de protéine sNS1WNV-1598 fixée et internalisée semble plus importante
avec les cellules VeroE6 que les cellules SH-SY5Y. En revanche, la protéine ne semble pas
interagir avec les cellules gliales US7MG ou bien de maniére trop faible pour étre détectée
par cytométrie en flux. Ces résultats confirment que l'interaction de la protéine sNS1 avec
les cellules est dépendante du type cellulaire. La variabilité d’interaction suggere la
reconnaissance de sNS1 par une ou plusieurs molécules de surfaces, telles que les héparanes
sulfates ou la chondroitine, dont les niveaux d’expression varient en fonction du type
cellulaire et du tissu d’origine (Avirutnan et al., 2007). Ainsi, la protéine virale produite au
cours de l'infection peut avoir une fonction sur certaines cellules mais pas sur d’autres ou

bien exercer une fonction particuliere qui sera différente suivant la cellule cible.

Au cours de l'infection par WNV, le cytosquelette de la cellule est remodelé (Chu and
Ng, 2004; Foo and Chee, 2015). Ce remodelage intervient au cours de certaines étapes
importante du cycle infectieux du virus telles que I'entrée, la réplication, 'assemblage ou la
sortie des virions. Nous avons investigué I’hypothése d’un role de la protéine sNS1 dans la

modification de la dynamique du cytosquelette. Si le réseau de microtubules ne subit aucune



Partie expérimentale / Chapitre 1 — Discussion

modification en cellules épithéliales aprés un traitement par la protéine sNS1WNV-1598 |eg
microfilaments d’actine sont eux déstabilisés. En revanche, aucune réorganisation des
réseaux de microfilaments d’actine ni de microtubules n’est induite par la protéine sSNS1WNV-
1598 dans les cellules gliales et neuronales. Le remodelage du réseau de filaments d’actine
induit est un effet rapide et transitoire, observable a partir de 2h aprés traitement des
cellules avec sNS1 jusqu’a 8h. La plus grande proportion de cellules présentant un
remodelage est observable & 6h post-traitement. Notons que l'interaction de sNS1WNV-I598
avec les cellules épithéliales et la déstabilisation induite des microfilaments d’actine ne sont
pas associées a une cytotoxicité. S’il semble difficile de déterminer I'impact sur la cellule de
ce remodelage du réseau d’actine, plusieurs hypothéses peuvent étre évoquées. La premiere
suggere un effet direct de la déstabilisation de I'actine sur la capacité d’infection d’une
cellule épithéliale par le WNV. D’un point de vue stratégie virale, le remodelage du réseau
d’actine induit par I'interaction de la protéine sNS1 avec la cellule pourrait faciliter I'entrée
du WNV dans la cellule héte. Les étapes suivantes du cycle infectieux du WNV peuvent
également étre facilitées par cet effet. D’autre part, le role de ce phénotype peut étre plus
indirect. De maniere intéressante, la protéine Tat du virus HIV-1, qui est également sécrétée
dans le milieu extracelluaire pendant l'infection, induit un remodelage rapide du réseau de
microfilaments d’actine dans les cellules endothéliales non infectées (Bagashev and Sawaya,
2013; Wu et al.,, 2004). La protéine Tat est aussi responsable d’'une modulation de
I’expression de protéines des jonctions serrées des cellules endothéliales (Xu et al., 2012).
Or, il est démontré que ce type de déstabilisation du cytosquelette en lien avec I'altération
des jonctions serrées est corrélé avec une perturbation de la perméabilité des barriéres
endothéliales et épithéliales (lvanov et al., 2010; Prasain and Stevens, 2009). Au niveau du
SNC, outre la barriere de cellules endothéliales constituant la BHE, d’autres barriéres
existent, telles que la barriere de cellules épithéliales située au niveau des plexus choroides.
Ces structures jouent un réle semblable a la BHE, mais en séparant la circulation sanguine et
le liquide cérébrospinal. Les plexus choroides ont notamment été évoqués comme
potentielle porte d’entrée du WNV dans le SNC (Suen et al., 2014). Ainsi, I'interaction de la
protéine sNS1WNV1598 gyec les cellules épithéliales pourrait entrainer la déstabilisation du
réseau d’actine par la protéine sNS1WNV1S98 mais aussi une altération des protéines de
jonctions serrées (Occludine, Claudines, ZO-1). Ces mécanismes médiés par sNS1WNV-159%8

pourraient alors étre a l'origine d’'une perméabilisation de cette barriere, facilitant le
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passage du WNV dans le SNC au niveau des plexus choroides (Figure 73). Nos cellules
épithéliales provenant de reins de singe, sont différentes des cellules épithéliales constituant
la barriere au niveau des plexus choroides. Néanmoins, ces résultats constituent une
premiere approche dans cette hypothése concernant la protéine sNS1 du WNV et un
potentiel role dans la perméabilisation d’une barriere épithéliale facilitant I’entrée du virus
dans le SNC. Il serait intéressant de tester cette hypothése sur des cellules primaires de la
barriere des plexus choroides d’origine humaine ou bien murine. Un test sur cellules
endothéliales de la BHE ou sur cellules épithéliales polarisées serait aussi pertinent. Enfin,

une approche in vivo en modele murin serait également a envisager.

Plexus Choroide
(3éme Ventricule)
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Figure 73 : Modéle du rdle potentiel de la protéine sNS1WNV-5% dans la déstabilisation de la
barriére épithéliale des Plexus Choroides permettant I’entrée du WNV dans le SNC.

Dans le cadre de cette étude, nous avions formulé I’hypothése d’un réle direct de la
forme sNS1 dans les étapes du cycle infectieux du WNV. En effet, la sécrétion de la protéine
sNS1 étant conservée chez tous les Flavivirus, il est possible que celle-ci confére de maniére
directe ou indirecte une meilleur valeur adaptative (fitness) au virus. De facon inattendue et

contrairement a ce qui est décrit pour DENV, nous n’avons pas observé de différences
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significatives entre la présence et I'absence de sNS1 lors de I'infection par le WNV (Alayli and
Scholle, 2016; Alcon-LePoder et al., 2005). De méme, un pré-traitement des cellules avec la
protéine sNS1WNV-59%8 n’influence pas I'entrée ni la cinétique de réplication et production
virale dans les différents types cellulaires. L'utilisation d’'une concentration de 10ug/ml de
sNS1WNV-I598 " shysiologiquement pertinante, n’a pas d’effet sur I'infection des cellules par le
WNV. La protéine sNS1WNV-15% n’est donc pas impliquée directement dans les étapes du cycle
infectieux du WNV. La synthése et la sécrétion de protéines sNS1 par les cellules infectées
étant rapides, il est possible qu’un potentiel effet additionnel de sNS1WNV-598 pyrifiée sur la
production virale ne soit pas observable par titration. D’autre part, ces résultats suggerent
que le remodelage du cytosquelette d’actine, induit par sNS1WNV59%8 dans les cellules
épithéliales, n’est pas impliqué directement dans I'infection par le virus West Nile. En effet,
ni I'efficacité d’entrée du virus, ni les effets cytopathiques induits par celui-ci, ne sont
dépendant de la protéine sNS1. De méme, la dissémination du virus caractérisée par la taille

des foyers d’infections ne varie pas en présence ou en absence de protéine sNS1WNV-1598,

De fait, nous avons le cas étonnant d’une protéine virale, dont la structure et les
mécanismes de sécrétion sont hautement conservés chez tous les Flavivirus, qui n’aurait
aucune fonction directe sur la biologie du virus. Néanmoins, la conservation évolutive de la
forme sécrétée de la protéine NS1 au sein du genre suggére une utilité importante pour les
virus. L’hypothése tend ainsi vers un réle indirect de la protéine non-structurale sNS1 au
cours de l'infection de I'h6te. Les récents travaux qui s’intéressent a la compréhension des
mécanismes dépendants de sNS1 s’orientent par ailleurs dans ce sens. La protéine sNS1 a
été mise en évidence dans de nombreuses interactions avec le systéeme immunitaire de
I’h6te infecté, notamment avec la réponse innée (Alayli and Scholle, 2016; Avirutnan et al.,
2011; Beatty et al., 2015; Crook et al., 2014; Modhiran et al., 2015). Dans ce contexte, nous
avons évalué la mise en place d’une réponse immunitaire innée dans les cellules gliales et
neuronales a la suite d’une interaction avec la protéine sNS1WNV-5%8 | es cellules gliales
U87MG et neuronales SH-SY5Y sont immunocompétentes et représentent ainsi des modeles
cellulaires pertinents pour cette analyse. Des études ont montré des interactions entre la
protéine sNS1 et les systéemes TLRs et RLRs de la réponse innée cellulaire. Les voies de
signalisations dépendantes des ces systemes peuvent alors étre inhibées ou bien activées

par sNS1, traduisant une modulation des réponses inflammatoires et antivirales de I'hote.
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Etant donné qu’une grande partie de ces voies de signalisation font intervenir le facteur de
transcription IRF3, nous avons investigué son activation dans les cellules gliales et
neuronales. Nous avons ainsi pu constater que le traitement des cellules SH-SY5Y par la
protéine sNS1WNV-15%8 induisait une translocation (activation) de IRF3 dans le noyau. Aucune
translocation de IRF3 n’est observée dans les cellules gliales US7MG traitées avec sNS1WNV-
1598 tandis qu’elle est induite par le contréle positif polyl:C. La protéine sNS1 n’interagissant
pas avec les cellules US7MG, ces résultats sont en corrélation avec ceux obtenus dans la
partie Il du chapitre 1. De maniere interessante, la proportion de cellules neuronales avec
une activation de IRF3 semble similaire entre les cellules incubées avec SNS1WNV15% et |es
cellules traitées avec du polyl:C. En effet, la translocation de IRF3 dans le noyau est plus
importante lorsque les cellules SH-SY5Y sont traitées que lorsqu’elles sont transfectées avec
le polyl:C. Or, la transfection du polyl:C permet d’activer la voie de signalisation dépendante
de RIG-I et/ou MDAS (RLRs) tandis que la molécule présente sous forme soluble dans le
milieu de culture interagit (aprés internalisation) avec le récepteur TLR3 situé dans
I'endosome. Comme la protéine sNS1 est internalisée dans les cellules neuronales,
potentiellement par endocytose, elle peut interagir avec TLR3 dans I'endosome. De fait, les
résultats suggérent que la protéine sNS1WNV-15%8 est capable d’induire la translocation de IRF3
suite a une interaction avec le récepteur TLR3. Le facteur de transcription IRF3 activé, la
production de molécules pro-inflammatoire et antivirales est alors possible. Il serait
nécessaire d’analyser cette réponse par une mesure quantitative de I'expression des génes
codant les molécules pro-inflammatoires (RT-qPCR) ou bien de leur sécrétion dans le milieu
extracellulaire (ELISA). De méme, les voies de signalisations mises en jeu font aussi intervenir
le facteur NF-kB. C’est pourquoi nous envisageons de tester son activation ou non par la
protéine sNS1WNV-15%8 dans les cellules neuronales. Ainsi, nous pourrions afiner I'étude du

mécanisme mis en jeu dans l'interaction avec la protéine virale du WNV.

L'interaction de la forme sécrétée sNS1 des Flavivirus avec les récepteurs TLRs, tels
que TLR3, a été assez peu étudiée. Les études se sont avant tout intéressées a la protéine
NS1 intracellulaire et son rble dans ces mécanismes. Dans ce contexte, la protéine NS1
intracellulaire de WNV a été mise en évidence a la fois dans la modulation des voies de
signalisations dépendantes de TLR3 et des RLRs (RIG-I et MDAS). Elle est responsable de

I'inhibition de ces voies via I'interaction direct avec les récepteurs RIG-I et MDAS5, entrainant
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leur dégradation (Zhang et al., 2017). La protéine NS1 bloque ainsi I’activation de la réponse
interféron de type | médiée par IRF3 et le systeme des RLRs. Une inhibition de la réponse
médiée par TLR3 a également été associée a NS1. Des résultats similaires ont été obtenus
avec la protéine NS1 de DENV. Il est interessant de noter que ces mécanismes d’inhibition de
la réponse cellulaire interviennet durant les étapes précoces la réplication du virus dans les
cellules infectées (Fredericksen and Gale, 2006; Muller and Young, 2013; Rossini et al.,
2013). En effet, dans les étapes tardives du cycle, la réponse immunitaire innée n’est plus
inhibée. L'inhibition momentanée de ces mécanismes par la protéine NS1 facilite donc la
réplication du génome viral sans qu’elle soit altérée par la réponse antivirale. NS1 joue un
role important dans la protection des étapes précoces du cycle infectieux des Flavivirus, dont
le WNV. Dans le cadre de note étude, nous avons observée une activation du facteur de
transcription IRF3 dans les cellules neuronales, suite a I'interaction potentielle de la forme
sécrétée sNS1 avec TLR3. Nous constatons ici que contrairement a la forme intracellulaire, la
protéine NS1 sécrétée active une réponse cellulaire. Nous formulons I’hypothése que dans le
cas d’'une infection, la protéine sNS1 et la forme intracellulaire NS1 ont des fonctions
antagonistes. La protéine sNS1 du WNV peut activer une réponse antivirale dans les cellules
non infectées dans lequelles, une fois infectée, la protéine NS1 intracellulaire peut I'inhiber.
Cependant, il est difficile de déterminer si I'activation d’une réponse cellulaire fait partie
intégrante de la biologie du virus et donc de la protéine sNS1 ou bien s’il s’agit d’un

mécanisme mis en place par la cellule afin de se défendre vis-a-vis de I'infection par WNV.

La réponse immunitaire étant modulée, dérégulée et parfois incontrolée a cause de
la protéine sNS1, celle-ci participe a la pathogenése observée dans les formes sévéres
d’infection par un Flavivirus (Avirutnan et al.,, 2006; Beatty et al., 2015; Modhiran et al.,
2015). En effet, la protéine sNS1 de DENV induit une importante production de molécules
pro-inflammatoires qui sont a l'origine de la perméabilisation de la paroi endothéliale des
vaisseaux sanguins. La production de cytokines pro-inflammatoires est dépendante de
I'interaction de sNS1 avec le récepteur TLR4 a la surface des cellules immunitaires sanguines.
Les cellules immunitaires alors activées, sécretent des cytokines en grande quantité dans la
circulation sanguine et ces molécules vont entrainer une hyperperméabilité des cellules
endothéliales. Des effets pathogenes directs de la protéine sNS1 de DENV sur les cellules

endothéliales ont récemment été décrits (Glasner et al., 2017). Ceux-ci sont indépendants
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des cytokines pro-inflammatoires produites par les cellules endothéliales puisque celles-ci
sont peu stimulées par sNS1. Dans le cas de la protéine sNS1 du WNV, I'activation du facteur
de transcription IRF3 par sNS1WNV-15%€ que nous avons mise en évidence dans les cellules
neuronales peut entrainer la production et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ces
molécules peuvent alors induire une perméabilisation des cellules épithéliales ou
endothéliales constituant les barrieres du SNC, facilitant ainsi I'afflux de particules virales
dans le tissu (Figure 74). De méme, les effecteurs immunitaires sécrétés peuvent étre a
I'origine de I'induction de la mort neuronale observée dans les Iésions cérébrales durant les
manifestations cliniques séveres telles que les encéphalites et méningites (Figure 74). En se
basant sur la littérature existante et nos résultats, nous constatons que les fonctions de la
protéine sécrétée sNS1 sont trés diverses et impliquées dans des régulations fines de
mécanismes importants pour I’'hote. Il est essentiel de noter que la pathogenése observée
durant linfection par WNV ou d’autres Flavivirus est en grande partie liée a une
dérégulation et parfois a une activation excessive des mécanismes de défense de I'h6te. On
parle alors d'immunopathogenese (Chen et al., 2015; Watterson et al., 2016). De maniere
intéressante, d’autres protéines virales issues de virus éloignés, ont des fonctions similaires a
la protéine sNS1. La protéine Tat de HIV et la protéine shed-GP du virus Ebola, toutes deux
sécretées durant l'infection, sont capables d’interagir avec des récepteurs de I'immunité
innée et de déclencher une production massive de molécules pro-inflammatoires (Bagashev
and Sawaya, 2013; Escudero-Pérez et al., 2014). Molécules qui induisent ensuite des lésions
du SNC (Tat""V) ou des fuites vasculaires rencontrées dans les fievres hémorragiques duent
au virus Ebola (Shed-GPEBYY), Ainsi, il semblerait que méme si les virus et leurs protéines sont
tres différents, il existe des similitudes fonctionnelles. On suppose alors qu’un grand nombre

de virus partage des stratégies virales communes.

Des résultats préliminaires ont mis en évidence la formation de structures de type
filopodes ou nanotubes dans les cellules exprimant la protéine NS1 du WNV. Bien que ces
résultats nécessitent d’étre confirmés par différentes approches, ils suggerent une fonction
nouvelle de la protéine NS1. NS1 pourrait alors étre potentiellement impliquée dans le ou les
mécanismes liés au cytosquelette qui induisent la formation de ces prolongements. Ces
structures peuvent également étre présentes naturellement, puisqu’elles participent a la

communication intercellulaire (Wittig et al., 2012). Nos résultats mettent cependant en
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évidence la présence de protéine NS1 dans ces structures. En tenant compte des propriétés
immunogenes de la protéine sNS1 et de ses importantes interactions avec le systeme
immunitaires une fois sécrétée, il est tout a fait possible qu’il existe un mécanisme alternatif
pour le transfert de la protéine aux cellules naives voisines. Un passage de sNS1 de cellule a
cellule par I'intermédiaire de filopodes ou nanotubes est envisageable. La protéine virale
serait ainsi transférée a d’autres cellules en échappant a la reconnaissance par le systéme
immunitaire. Un transfert de matériel génomique ou bien de particules virales néoformées
est également possible. De maniére intéressante, ce type de mécanismes et |'utilisation de
structures semblables pour le transfert de protéines virales ont été décrit dans le cadre
d’une infection par les virus Influenza (Kumar et al., 2017). Il serait donc pertinent de
continuer, par la suite, I'investigation de cette hypothése concernant le virus West Nile et sa

protéine NS1.

En conclusion, nous avons pu mettre en évidence de nouvelles fonctions de la
protéine sNS1WNV-5%8 qui ne sont pas impliquées directement dans les étapes du cycle
infectieux du WNV. La protéine sNS1WNV-5%8 semblerait intervenir dans des mécanismes
déterminant l'atteinte du SNC par le WNV et la pathologie de la maladie associée.
L’ensemble des résultats obtenus dans le cadre de cette étude apporte des éléments de
réponse et de nouvelles hypothéses quant aux fonctions de la protéine sNS1 du virus West

Nile au cours des formes séveres d’infection.
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Construction d’une plateforme de pseudotypage de

la protéine d’enveloppe E du WNV

.1 Contexte

Le pseudotypage consiste a incorporer une protéine de surface hétérologue, a la
surface d’une particule virale. Un virus présente ainsi les protéines de surface d’'un autre
virus. Cette technique, couramment employée, permet d’étudier les propriétés et les
fonctions des protéines virales de surface durant I'infection et en particulier I'entrée du virus
dans la cellule héte (Steffen and Simmons, 2016). D’autre part, certaines méthodes de
diagnostic sont basées sur la séroneutralisation virale (Beck et al., 2013). Le sérum
d’individus susceptibles d’étre infectés par un virus, donc pouvant contenir des anticorps
neutralisants contre ce dernier, est testé in vitro a différentes dilutions et un virus sauvage
est utilisé pour infecter. Si une neutralisation par le sérum contenant les anticorps est
observée, alors I'échantillon de sérum est considéré comme positif en test de neutralisation
(PRNT) pour le virus donné. Certains virus nécessitant une manipulation en laboratoire de
confinement de niveau 3 ou 4 (BSL3-4), un systeme de virus pseudotypés manipulables en
niveau 2 est un atout. Cependant, les stratégies de pseudotypage des protéines d’enveloppe
de certains virus, tels que les Flavivirus dont le WNV, sont confrontées a des verrous
biologiques. En effet, les systétmes communément utilisés (systéme lentivirus et rétrovirus,
systéme rhabdovirus) sont basés sur des virus dont le bourgeonnement a lieu a la membrane
plasmique essentiellement (Steffen and Simmons, 2016). Or, dans le cas du WNV, la protéine
d’enveloppe est localisée au RE, lieu de bourgeonnement du WNV. Nous sommes donc face
a une incompatibilité des systemes. Dans le cadre de notre projet, nous avons proposé une
stratégie visant a relocaliser la protéine d’enveloppe E du WNV a la membrane plasmique de
la cellule afin de rendre possible son incorporation par un systeme de pseudotypage. Ainsi,
nous souhaitions développer une plateforme de pseudotypage de la protéine E du WNV
dans le but d’'une application en diagnostic (test de séroneutralisation) et comme cible pour

le criblage de molécules antivirales dirigées contre la protéine E.
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.2 Matériel et méthodes

a. Cellules

Les cellules d’insectes Sf9 (cellules d'ovaires de Spodeptera frugiperda) (ATCC® CRL-
1711™) étaient entretenues dans du milieu insectes Grace contenant de la L-Glutamine
(Grace’s insect medium, + L-Glutamine, Gibco) supplémenté de 10% SVF (Gibco), et d’un
mélange Pénicilline (100U/ml)/Streptomycine (100ug/ml) (Gibco). Les cultures étaient

incubées a 28°C, sans CO2.

Les cellules HEK-293T (ATCC® CRL-3216™), étaient maintenues dans du milieu
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM GlutaMAX, high glucose, Gibco) avec 10% de SVF

(Gibco). Les cultures étaient maintenues a 37°C sous une atmosphere a 5% de CO..

b. Virus

Pour produire des pseudovirus en systeme cellules mammiféres, un virus VSVAG,
codant les génes rapporteurs Luc et GFP, a été utilisé. Ce virus VSV est délété du gene codant
la glycoprotéine d’enveloppe G (VSVg) qui est remplacé par des génes rapporteurs codant la
protéine Luciférase et la protéine GFP. Ce virus, lorsqu’il bourgeonne, peut ainsi incorporer
une glycoprotéine hétérologue qui permettra I'infection de cellules cibles. Ce pseudovirus,
étant délété du gene codant sa propre glycoprotéine, ne pourra pas conduire a la production
de nouveau virions infectieux dans les cellules cibles infectées. Ces virions étant dépourvus

de protéine de surface. On parle alors de « single round infectious particles ».

c. Construction d’un vecteur d’expression codant la glycoprotéine

d’enveloppe E du WNV

Le géne E a d’abord été amplifié par PCR a partir du plasmide pJET1.2-EWNV-I598
(ANSES, Maison-Alfort) en utilisant I'amorce 1: 5° GGAGATCTCATGTTTAACTGC 3’ comme
amorce "sens", et 'amorce 2 : 5 GGAATTCTCGAGCTATTAAGCGTGCAC 3’ comme amorce

"anti-sens". L'amorce 1 (extrémité N-terminale du géne) contient un site Bglll et 'amorce 2
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(extrémité C-terminale) un site EcoRl. Le fragment de PCR EWNV obtenu a ensuite été cloné
dans le vecteur pBluescript SKII (Receveur 1) linéarisé par EcoRV (Fermentas) pour
I'obtention d'extrémités franches permettant I'insertion de notre fragment via la ligase T4
DNA (Thermo Scientific) (Figure 75). Le plasmide obtenu a ensuite été digéré par les
enzymes Bglll (Fermentas) et Xhol (Fermentas) afin de récupérer le fragment EWNV-1S9%8 || 3
ensuite été inséré dans le plasmide d’expression en systéme cellules d’insectes pIB/V5-His
préalablement linéarisé par BamHI-Xhol (Fermentas), mettant a profit la compatibilité des
extrémités Bglll et BamHI pour la ligation. Cette construction a été abrégée plIB-EWNV-IS%,
D’autre part, I'insert EVNV-1598 3 été récupéré dans le plasmide receveur 1 par digestion BgllI-
EcoRI afin de le cloner en fusion avec le peptide signal (SP) du récepteur membranaire
humain CD16 (séquence peptidigue d’adressage a la membrane plasmique:
MWQLLLPTALLLLVSAGMRTEDL) dans pBluescript SKII-SP, qui porte ce peptide signal
(Receveur2). Aprés digestion par BamHI-Xhol, le fragment SP-EWNV-598 3 été cloné dans
pIB/V5-His (Receveur 3) préalablement linéarisé BamHI-Xhol. La construction obtenue est
abrégée plB-SP-EWNV1S%8 En paralléle, les fragments EWNV1598 et SP-EWNV-ISS8 gnt été clonés
dans le vecteur d’expression mammiféere pcDNA3.1 préalablement linéarisé par le couple
d’enzymes BamHI-Xhol. Les constructions obtenues ont été référencées comme pcDNA-

EWNV-IS98 et pcDNA-SP-EWNV1S%8 (Figure 76).
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Figure 75 : Représentation schématique de la stratégie de clonage du géne E en vecteur
d’expression insecte.
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enveloppe E

pcDNA-EWNV pcDNA-SP-EWNV

Figure 76 : Plasmides exprimant le géne E de I'enveloppe du WNV en cellules de
mammifeéres.

d. Etablissement d’une lignée stable de cellules Sf9 exprimant la

protéine EWNV-1598

Les cellules Sf9 ont été ensemencées en plaque 6 puits (Nunc) et incubées a 28°C. Le
lendemain, les cellules ont été transfectées avec les constructions pIB-EWNV-598 et pIB-SP-

EWNV-I538 (51g) & I'aide du transfectant DOTAP (Sigma-Aldrich) suivant les recommandations
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du fournisseur. Apres 4h d’incubation, le milieu des cellules a été remplacé par 2mL de
milieu insectes Grace 15% SVF, et la plaque incubée a 28°C durant la nuit. 24h post-
transfection, le milieu a été changé (2 mL de milieu insectes Grace 15% SVF) et |'antibiotique
Blasticidine (Life Technologies) a été ajouté a une concentration de 15 pg/ml pour la
sélection des cellules positives via le gene de résistance a la Blasticidine porté par les
constructions plasmidiques. Les lignées stables obtenues aprés environ 10 ou 15 jours (Sf9-
EWNV Sf9-SP-EWNVY) ont ensuite été maintenues dans du milieu de Grace 15% SVF additionné

de 10 pg/ml de Blasticidine.

e. Western Blot

Les protéines totales extraites des cellules sont additionnées de tampon Laemmli 5X
contenant du B-Mercaptoéthanol puis chauffées a 95°C pendant 5 min afin d’étre
dénaturées. Les échantillons ont été séparées sur gel SDS-PAGE, 10% polyacrylamide. La
migration des protéines s’effectue a voltage constant de 110V dans du tampon de migration
dans un systeme Protean 3TM (Bio-Rad). Les protéines ont ensuite été transférées sur une
membrane de nitrocellulose (Bio-Rad). Le transfert s’effectue dans une cassette du systéme
TransBlot (Bio-Rad) 2,5A, 25V, 10 min. Les sites non spécifiques des membranes ont été
saturés en incubant les membranes pendant 1h dans une solution (TNT) contenant 5% de
lait écrémé. Puis les membranes ont été incubées avec un anticorps primaire, dirigé contre la
protéine d’intérét, dilué dans du TNT contenant 1-2% de lait écrémé, sur la nuit a +4°C ou
pendant 4h a TA, sous agitation. Les membranes sont ensuite lavées par des bains successifs
de TNT puis incubées 1h sous agitation avec un anticorps secondaire, conjugué a la
peroxydase ou a la phosphatase alcaline, dirigé contre I'anticorps primaire. Aprés minimum
3 lavages au TNT, les membranes ont été révélées soit a I'aide du kit SuperSignal West Pico
(Thermo Scientific) et du systéme Cawomat, soit par réaction enzymatique colorée, a l'aide
du substrat de I’enzyme péroxydase OPD peroxidase (Sigma-Aldrich) ou avec le substrat de

la phosphatase alcaline (BCIP + NBT), selon les recommandations des fournisseurs.

Les anticorps utilisés, leur référence et leur dilution sont listés dans le Tableau 13.
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Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-E?"" WNV Lapin Sérum/ANSES 1/2000
(serum)
Anti-IgG de lapin Chévre A0549/Sigma-Aldrich 1/10000
couplé HRP
Anti-IgG de lapin Chévre A3687/Sigma-Aldrich 1/5000

couplé Phosphatase
Alcaline

Tableau 13 : Anticorps et leur condition d’utilisation en Western Blot pour la détection
intracellulaire de I’expression de la protéine EWNV-IS%,

f. Détection de la protéine EWNV'S% par Immunofluorescence

indirecte

Les cellules ont été fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 30 min a TA, avant
d’étre perméabilisées ou non avec une solution de PBS 0,5% Triton X100 pendant 15 min a
TA. La saturation a été réalisée avec du PBS 0,1% Triton X100 + 5% FBS pendant 30 min. Les
cellules ont ensuite été incubées avec un anticorps primaire de souris dirigé contre la
protéine d’enveloppe E du WNV, sur la nuit a +4°C. Le lendemain, les cellules ont été rincées
3x au PBS 0,1% Triton X100 puis incubées avec I'anticorps secondaire anti-lgG de souris
couplé au fluorochrome AlexaFluor 488 dans du PBS 0,1% Triton X100 pendant 1h a TA.
Apres 3 ringages au PBS 0,1% Triton X100, les cellules ont été incubées pendant 15 min avec
une solution de 4’,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) afin de marquer les
noyaux. Enfin, aprés lavages au PBS, les LabTek étaient montées avec lamelles grace au
liquide de montage VectaMount AQ (Vector). Les observations ont été faites en microscopie
a fluorescence a I'aide d’un microscope AxioVert 135 (Zeiss). Les anticorps, leur référence

ainsi que la dilution utilisée, sont listés dans le Tableau 14.
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Anticorps Hote de production Référence/fournisseur Dilution
Anti-EWNV Souris Clone 3.67G/Millipore 1/200
Anti-IgG de souris Chévre A11029/Invitrogen 1/500

AlexaFluor488

Tableau 14 : Anticorps et leur condition d’utilisation en immunofluorescence indirecte
pour la détection de la protéine EWNV-I5%,

g. Production de VLP-EWNV-1598 ep systéme cellules mammiféres-HIV

Les cellules HEK-293T ont été ensemencées a une densité de 4.10° cellules en boite
de Petri ou de 5.10 cellules par puits en plaque 6 puits. Le lendemain, les cellules HEK-293T
ont été co-transfectées avec les constructions pcDNA-EWNV-15%8 oy pcDNA-SP-EWNV-15% et qvec
le plasmide codant les protéines Gag-Pol de HIV-1 et un géne rapporteur Luciférase (pNL4-3-
Luc) a I'aide de Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Un plasmide codant la glycoprotéine
VSVg a été utilisé comme controle positif du pseudotypage. 6h aprés transfection, le milieu
des cellules a été remplacé par du milieu frais (DMEM, 10% SVF) et ont été incubées
pendant 48h a 37°C, 5% CO,. Apres incubation, les surnageants ont été récoltés, filtrés sur

membranes de 0,45um puis concentrés ou non (Figure 77).

Transfection avec YWNV-Luc
pcDNA-SP-EWNV

©
\
\Wﬂ\rgm%

293-GagPol-Luc Virus pseudotypés libérés dans le
lignée d’empaquetage surnageant de culture

Figure 77 : Représentation schématique de la production de vecteur lentiviral pseudotypé.
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h. Production de pseudotypes-EWNV'5% en systéme cellules

mammiféres-VSV

Les cellules HEK-293T ont été ensemencées a une densité de 4.10° cellules en boite
de Petri ou de 5.10° cellules par puit en plaque 6 puits. Le lendemain, les cellules HEK-293T
ont été transfectés avec les constructions pcDNA-EWNV598 oy pcDNA-SP-EWNV-59%8 3 |'aide de
Lipofectamine 2000 (Life Technologies). Un plasmide codant la glycoprotéine VSVg a été
utilisé comme controle positif du pseudotypage. Apres 6h d’incubation, le milieu des cellules
a été remplacé par du milieu frais (DMEM, 10% SVF) et incubées a 37°C, 5% CO,. 24h apres
transfection, les cellules ont été infectées avec le virus VSVAG (Rhabdovirus) codant la
Luciférase et la GFP, pendant 36h. Les surnageants ont ensuite été récoltés, filtrés sur

membranes de 0,45um puis concentrés ou non (Figure 78).

VSVAG/GFP-Luc
l N ]PI M-FLuc[ L

[
- _

VSV-EWNWV

VSVAG/GFP-Luc-*G

EWNV-IS98

293T Cells

Figure 78 : Représentation schématique de la production de virus VSV pseudotypés.
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i.  Purification des VLP et des pseudotypes

Les VLP ou les pseudotypes produits en systeme cellules mammiferes ont été purifiés
et concentrés par centrifugation a l'aide d’unité d’ultrafiltration sur double membrane
contenant des pores d’exclusion de 100 kDa (Vivaspin 20, 100 kDa MWCO, Sartorius). Les
recommandations du fournisseur ont été suivies. Aprés concentration, les surnageants
contenant les VLP ou les pseudotypes ont été stockés a +4°C jusqu’a utilisation pour

infection de cellules cibles (maximum 3 jours).

j. Infection de cellules cibles avec les VLP ou les pseudotypes

produits en systeéme mammifére.

Les cellules cibles (HEK-293T, VeroE6, U87MG et SH-SY5Y) ont été ensemencées a
une densité d’environ 5-6.10% cellules par puits en plaque 48 puits. Le lendemain, les cellules
ont été infectées avec différents volumes de surnageant contenant les VLP ou les virus
VSVAG pseudotypés (concentrés ou non) puis incubées pendant 24, 48 ou 72h. Apres
incubation, les cellules infectées ont été soit récoltées puis lysées, afin de tester |'activité
luciférase, soit observées en microscopie a fluorescence ou analysées par cytométrie en flux

afin de détecter les cellules GFP positives.
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1.3 Résultats

[.3.1 La protéine EWNV'59 ast exprimée dans les lignées stables Sf9-

EVNY et Sf9-SP-EWNY

Chacune des constructions plasmidiques a été transfectée indépendamment en
cellules d’insectes Sf9. Les plasmides d’expression portant un géne de résistance a la
Blasticidine, nous avons sélectionné, via cet antibiotique toxique pour les cellules sauvages,
les clones positifs a la transfection. Aprés environ 15 jours de sélection, nous avons analysé
par Western Blot I'expression de la protéine EWNV'5%8 dans les cellules résistantes. La
glycoprotéine EWNV-159%8 est exprimée dans les deux lignées cellulaires stables, Sf9-EWNV et Sf9-
SP-EWNV (Figure 79). Cependant, le niveau d'expression est nettement supérieur dans la
lignée Sf9-SP-EWNV par rapport a la lignée Sf9-EWNV. De plus, la protéine EWNV-S%8 fysionnée
avec SP migre avec une masse moléculaire apparente plus élevée que EWNV598 dépourvue de
peptide signal. Ceci correspondant aux valeurs théoriques + SP (3 kDa). Le peptide signal,
ainsi, ne semble pas étre clivé au sein de la cellule. Ces résultats suggerent que I'expression
de EWNV-598 dans les cellules Sf9-SP-EWNY est plus stable que dans la lignée Sf9-EWNY. Nous
avons supposé qu’étant dépourvue de peptide signal (y compris celui de la polyprotéine
virale), la protéine EWNV-15%8 exprimée dans les cellules Sf9-EWNV pouvait étre rapidement
dégradée par la voie du protéasome. En effet, la protéine aurait en théorie une localisation
cytoplasmique sans fonction particuliére dans la cellule, conduisant a sa dégradation. Ceci
contrairement a la protéine d’enveloppe exprimée dans la lignée Sf9-SP-EWNV, qui grace au
peptide signal du récepteur membranaire humain CD16 est supposée étre adressée a la

membrane plasmique des cellules.
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Figure 79 : Expression de la protéine EWNV5% dans les lignées stables Sf9-EWNV et Sf9-SP-
EWNV, Influence de la présence du peptide signal (SP) a I'extrémité N-terminale de la
glycoprotéine E du virus WNV (SP-EWNV) sur la stabilité intracellulaire de cette glycoprotéine,
comparée a la forme EWNY, dépourvue de SP. Les deux lignées sélectionnées Sf9-EWN et Sfo-
SP-EWNV expriment la protéine EWNV5%8 e signal est cependant plus important dans les
cellules Sf9-SP-EWNV par rapport aux cellules Sf9-EWNV. Aucun signal n’est détecté dans les
cellules Sf9 contrdles. La protéine EWNV-1598 3 été détectée (bandes a 48-50 kDa) par un
anticorps primaire de souris dirigé contre la protéine d’enveloppe E du WNV. L’anticorps
secondaire utilisé étant conjugué a 'enzyme peroxydase (HRP), la révélation colorée a été
réalisée avec le substrat OPD peroxidase (Sigma-Aldrich).

[.3.2 La protéine EWNV'5%8 est |ocalisée a la membrane plasmique des

cellules Sf9-SP-EWNY

Afin de valider notre hypothese et notre stratégie quant au réle du peptide signal SP
dans l'adressage membranaire, nous avons analysé la localisation cellulaire de Ia
glycoprotéine EWNV-5% dans les deux lignées obtenues. Le marquage de la glycoprotéine
EWNV-IS98 3 été effectué par immunofluorescence indirecte sans perméabilisation des cellules.
Les cellules Sf9 témoins non transfectées ne présentent aucune fluorescence spécifique de la
protéine EWNV598 en microscopie confocale (Figure 80). Les cellules Sf9-EWNY présentent un
faible marquage, de type ponctiforme, au niveau de la membrane plasmique. Cette faible
détection de la protéine EWNV5%% en absence de perméabilisation, suggeére que peu de
protéines d’enveloppe du WNV sont présentes a la surface cellulaire. En comparaison, un
signal important est observable a la surface des cellules Sf9-SP-EWNV, Nous avons, en effet,

pu constater la présence d’un liseré (en vert) qui délimite le contour des cellules (Figure 80).
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Cette détection de la protéine EWNV-598 sans perméabilisation traduit une localisation a la
surface cellulaire, au niveau de la membrane plasmique, des cellules exprimant la
construction pcDNA-SP-EWNV, Les résultats obtenus ont ainsi mis en évidence une localisation
membranaire et une présentation en surface de la protéine d’enveloppe E du WNV dans les
cellules Sf9 exprimant la construction plIB-SP-EWNY, Le peptide signal du récepteur
membranaire humain CD16, lorsqu’il est en fusion avec I'extrémité N-terminale de la
protéine EWNV-598 nermet son adressage a la membrane plasmique de la cellule. Les cellules
Sf9-SP-EWNV représentent alors un systéme potentiel pour le pseudotypage de la protéine

d’enveloppe du WNV.

Cellules non perméabilisées Cellules non perméabilisées Cellules non perméabilisées

Sf9 (contrdle -) SFO-F WV i Sf9-SP-E WNV

Figure 80 : Localisation de EWNV-5% 3 |a surface des lignées stables Sf9-EWNV et Sf9-SP-EWNY
par immunofluorescence indirecte. La protéine E du WNV a été détectée par
immunomarquage, sans perméabilisation, des cellules Sf9 exprimant de maniéere constitutive
la protéine EWNV-S98 | 3 protéine EWNV5%8 est faiblement détectée a la surface des cellules
Sf9-EWNV, Elle est accessible en grande quantité a la surface des cellules Sf9-SP-EWNV,
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[.3.3 Pseudotypage de la protéine d’enveloppe EWNV5% en systéme

cellules de mammiferes

[.3.3.1 Expression de EWNV-S%® dans les cellules de mammiféres

transfectées

Apres la preuve de concept obtenue en cellules d’insectes, nous souhaitions étendre
ce systéeme en cellules de mammiféres. En effet, contrairement aux cellules d’insectes, nous
disposions de différents systémes de virus rapporteurs compatibles en cellules de
mammiferes. Notre objectif était alors de démontrer linfectiosité de particules virales
pseudotypées avec I'enveloppe du WNV dans un but d’application potentielle en test de

séroneutralisation virale.

Nous avons tout d’abord vérifié par Western Blot I'expression en cellules HEK-293T
de la protéine EWNV-15%8 codée par les constructions pcDNA-EWNY et pcDNA-SP-EWNY, Un profil
similaire au systéme cellules d’insectes a été observé. La protéine EWNV598 étaijt exprimée
dans les cellules HEK-293T transfectées par les deux constructions, mais avec un signal plus
important dans le lysat des cellules transfectées avec pcDNA-SP-EWNV (Figure 81). Des
observations similaires ont été réalisées par immunofluorescence indirect (Figure 82). Une
fois encore, le faible niveau d’expression de EWNV-5% dans les cellules contenant pcDNA-EWNY
peut s’expliquer par une dégradation rapide de la protéine d’enveloppe. Tandis que la fusion
de EWNV-598 gyec le peptide signal du récepteur CD16 permettrait son adressage a la

membrane plasmique des cellules.
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Figure 81: Analyse par Western Blot de I'expression de la protéine EWNV'S% dans les
cellules HEK-293T. Influence de la présence du peptide signal (SP) a I'extrémité N-terminale
de la glycoprotéine E du virus WNV (SP-EWNY) sur la stabilité intracellulaire de cette
glycoprotéine, comparée a la forme EWNY, dépourvue de SP. Profil d’électrophorése en gel de
polyacrylamide-SDS de lysats de cellules récoltées a des temps successifs, montrant la
persistance dans le temps de la glycoprotéine SP-EW\Y, forme de masse moléculaire 52 kDa
(fleche). La protéine EWNV-1598 3 été détectée par un anticorps primaire de souris dirigé contre
la protéine d’enveloppe E du WNV. L’anticorps secondaire utilisé étant conjugué a I'enzyme
phosphatase alcaline, la révélation colorée a été réalisée suite a I'ajout du substrat BCIP+NBT
(Sigma-Aldrich).

24h pt

pcDNA3.1 PcDNA-EWNY pc Q,y!\'s P-EWNV

Figure 82 : Observations par immunofluorescence indirecte de I’expression de la protéine
EWNV-I598 dans les cellules HEK-293T. Les cellules HEK-293T ont été transfectées par les
plasmide codant la protéine EWNV15% oy le vecteur vide comme contrdle négatif. La protéine
EWNV-IS98 est détectée dans les cellules perméabilisées, 24h aprés transfection avec pcDNA-
EWNV et pcDNA-SP-EWNV. La localisation de EWNVS% est plus diffuse dans les cellules
exprimant pcDNA-EWNV par rapport a pcDNA-SP-EWNY ol on observe un marquage intense
autour du noyau ainsi qu’a la membrane plasmique. Un anticorps souris dirigé contre la
protéine EWNVI598 et un secondaire conjugué a AlexaFluor 488 ont été utilisés.
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[.3.4 Incorporation de la protéine EVNV'5% dans les VLP lentivirales en
systéme cellules mammiféres

Apres ultracentrifugation sur coussin de saccharose, le contenu protéique des VLP-
EWNV resuspendues a été analysé par Western Blot. Nous avons pu observer que la protéine
EWNV-IS38 &tait détectée dans les VLP issues des cellules HEK-293T exprimant la construction
pcDNA-SP-EWNV (Figure 83). A contrario, la protéine EWNV15% n’était pas détectable dans les
VLP produites dans les cellules HEK-293T transfectées avec pcDNA-EWNV, Ces résultats sont
similaires avec ce que nous avons observé en systéme cellules d’insectes. Ils permettent
ainsi de valider a nouveau l'utilisation du peptide signal du récepteur CD16 (SP) en fusion
avec la protéine EWNV5%8 afin de pseudotyper des particules lentivirales ou rhabovirales avec

la protéine d’enveloppe du WNV.
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Figure 83 : Détection de la protéine EWNV-1S%8 3prés ultracentrifugation des VLP. La protéine
EWNV-I598 ast exprimée dans les cellules HEK-293T transfectées avec pcDNA-EWNY et pcDNA-
SP-EWNV, Mais la protéine EWNV-15%8 est seulement détectée dans les VLP issues des cellules
transfectées avec pcDNA-SP-EWNV (VLP-SP-EWNY), La protéine EWNVIS98 3 été révélée par
chimioluminescence aprés incubation avec un anticorps anti-EWNV,
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[.3.5 Infection des cellules cibles avec les VLP lentivirales ou les

pseudotypes VSV

Nous avons, dans un premier temps, utilisé un systéme lentiviral GagPol™V?,
exprimant le géne rapporteur luciférase, afin de produire les VLP pseudotypées avec la
glycoprotéine d’enveloppe E du WNV. Nous avons ensuite infecté les différentes cellules
cibles avec le surnageant afin de tester I'infectiosité de ces VLP-EWNV. Malgré I'essai de
différentes conditions, (quantité de plasmide enveloppe transfectée, temps avant récolte
des VLP, concentration ou non des VLP, volume d’infection avec les VLP, temps d’infection),
la détection d’une activité luciférase n’a pas été possible aprés infection avec les VLP-EWNY,
L’infection par le contrdle positif VLP-V5V8 permettait quant a elle la détection d’un important
signal d’activité luciférase. Notons tout de méme que nous avons parfois réussi a obtenir un
signal significatif aprés infection des cellules cibles (VeroE6) avec les VLP-SP-EWNY (Figure 84).

Néanmoins, ces résultats étaient variables et la reproductibilité plus faible qu’attendue.

Dans un second temps, un systéme lentiviral GagPol"V-! exprimant la protéine
fluorescente GFP a été utilisé. L'expression de la GFP, suite a l'infection par les VLP,
permettant une observation des cellules infectées directement par microscopie a
fluorescence. Nous avons fait le méme constant qu’avec le systéeme précédent, aucune
cellule infectée (GFP positive) n’était observable aprés infection avec les VLP-EWNY,
contrairement au contréle positif VLP-YSV8, Ces résultats semblent suggérer que les VLP
pseudotypées avec la protéine EVNV59 ne sont pas, ou trop peu, infectieuses. Il est possible
que la conformation de EWNV5%8 J |3 surface des VLP ne soit pas optimale pour conférer une

bonne capacité d’infection des cellules cibles.

Enfin, nous avons réalisé des expériences avec un systeme VSV (rhabdovirus), délété
de sa propre glycoprotéine VSVg, portant les genes rapporteurs GFP et luciférase (VSVAG-
GFP-Luc). Ce systeme est décrit pour étre plus efficace pour certaines protéines
d’enveloppe, notamment celles d’arbovirus. Le systéme est d’ailleurs utilisé avec succes
pour le pseudotypage de la protéine d’enveloppe du RVFV. Cependant, les différentes
expériences d’infection se sont soldées par un échec. L'activité luciférase ainsi qu’un signal

GFP n’ont pas été détectés de maniere significative dans les cellules cibles.
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Ces résultats, surprenants en soi, nous aménent a penser que le systeme de
pseudotypage nécessite d’étre optimisé. Nous sommes actuellement en train de réfléchir
quant a une stratégie afin d’optimiser le systéme afin d’aboutir a son utilisation dans le but
d’étudier certains aspects de I'entrée du WNV dans la cellule mais aussi et surtout d’obtenir
un outil utilisable en séroneutralisation en laboratoire confiné de niveau 2 (BSL2), au lieu de

BSL3 actuellement avec le virus sauvage.
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Figure 84 : Test de l'infectiosité des VLP rétrovirales en cellules VeroE6. Pseudotypage d’un
vecteur rétroviral exprimant la luciférase par les glycoprotéines EWNY, SP-EWNY ou VSV-G :
influence de la nature de cette glycoprotéine sur l'infectiosité du vecteur, mesurée par
I'activité de I'enzyme luciférase transférée par le vecteur dans les cellules cibles, et exprimée
en unités arbitraires (UA).
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Criblage de la banque de molécules a-Rep contre les

protéines virales E et sSNS1

1.1 Contexte

Les protéines aRep, pour alpha-repeat proteins, sont une nouvelle famille de
molécules artificielles constituées de motifs hélice-a répétés a l'instar d’autres molécules
telles que les DARPins (Design Ankyrin Repeat Proteins) (Figure 85). Les DARPins sont
dérivées des molécules naturelles ankyrines (Figure 85) (Binz et al., 2003; Forrer et al.,
2003). Les ankyrines sont de petites protéines ubiquitaires a motif répétés (structure en
hélice-a) impliquées dans de nombreuses interactions protéine-protéine au niveau
intracellulaire. Les protéines aRep sont quant a elles basées sur d’autres molécules
naturelles de ce type, les protéines HEAT repeats, retrouvées a la fois chez les eucaryotes et
les procaryotes. Les molécules dérivées de ces protéines ont été ingénierés afin d'exposer
une surface d'interaction capable de se lier a une cible d’intérét (Urvoas et al., 2010, 2012).
Ces travaux ont été réalisés dans 'unité du Pr Philippe Minard (UMR-8619 CNRS, IBBMC,
Université Paris Sud, Orsay) et leur application fait, depuis, I'objet d’une collaboration. Ces
molécules ont été nommées aRep du fait de leur structure constituée d’une paire d’hélice-a
(un module) (Figure 86 A). Néanmoins, les protéines aRep peuvent étre constituées d’un
enchainement de plusieurs modules, de 1 a 12 (Figure 86 B). Les protéines aRep miment des
anticorps, sans en avoir certaines de leurs limitations. En effet, elles sont facilement
productibles en systeme bactérien et ne sont pas dépendantes de ponts disulfure. De plus,
elles possédent des propriétés hautement thermostables, puisque leur structure et leur
conformation sont conservées jusqu’a plus de 70°C (Urvoas et al., 2010). Enfin, elles sont
décrites pour avoir des propriétés d’interaction avec la structure tridimensionnelle d’une
protéine cible. Contrairement aux anticorps qui interagissent avec des motifs spécifiques au

sein d’une séquence peptidique.
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Structures des protéines Ankyrines
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Figure 85 : Représentation de la structure des ankyrines et DARPins.
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Figure 86 : Représentation de la structure des protéines aRep.
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Du fait de leurs propriétés d’interactions protéine-protéine, elles représentent des
molécules d’intérét vis-a-vis de cibles virales telles que la protéine d’enveloppe EWNV-15% et
de la protéine sNS1WNV-5%8 De facon intéressante, les molécules ont déja démontré leurs
propriétés antivirales vis-a-vis du modele HIV, faisant d'elles une nouvelle classe
d'inhibiteurs d'infections virales (Hadpech et al., 2017; Khamaikawin et al., 2015). Une
molécule aRep dirigée contre la protéine d’enveloppe E du WNV pourrait alors se fixer sur la
protéine EWNVS98 3 |3 surface des particules virales et potentiellement inhiber son
attachement a la cellule hoéte, donc linfection. D’autre part, des molécules aRep
interagissant avec le protéine sNS1 pourraient étre envisagées comme remplacement des
anticorps dans le cadre d’une approche de diagnostic. La protéine sNS1 étant un marqueur
précoce d’une infection par un Flavivirus, sa détection dans le sang dans le cadre d’un test
de diagnostic est déja appliquée. Cependant, la production de ce type de kit de diagnostic,

du fait de la production d’anticorps spécifiques, a un colt élevé.

La technologie du phage display permet un criblage rapide et a haut débit (de I'ordre
du milliard de clones) de phages recombinants portant une bibliotheque de peptides
aléatoires, tels que les aRep, pour une cible prédéfinie (Guellouz et al., 2013; Pande et al.,
2010; Steiner et al.,, 2008). Ces protéines sont présentées a une extrémité du phage,
constituant la région d'attachement a la surface de son hote bactérien, ou dans notre cas, a

une cible virale.

Le criblage de la banque de molécules aRep contre les cibles virales E et sNS1 du
WNV ont pu étre réalisée dans le cadre d’un projet collaboratif international avec la
Thailande (programme franco-thai PHC SIAM) impliquant les universités de Phayao, de

Chiang Mai et Mahidol a Bangkok.

II.2 Matériel et méthodes
a. Criblage de la banque de molécules a-Rep par Phage Display

La bibliotheque de phages recombinants codant les aRep, d’une taille et diversité
d’environ 2.10° molécules différentes, provient de I'équipe du Pr Philippe Minard (UMR-

8619 CNRS, IBBMC, Université Paris Sud, Orsay), ou les aRep ont été ingéniérées. La
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bibliothéque aRep a été criblée grace a la technologie du phage display (Figure 87). En bref,
les cellules Sf9-SPEWNV (5.10%cellules par puit+ 50 pL PBS) ou la protéine sNS1WNV-15%8 (5,g)
ont été incubées dans des immuno-modules a 8 puits (Immuno modules Maxisorp, Nunc)
durant la nuit afin de permettre I'adhésion des cellules ou de la protéine sNS1 au fond des
puits. Des puits controles contenant les cellules Sf9 sauvages sans glycoprotéine a la surface
ou du Ctrl PPNA3L ont qussi été préparés. Les puits ont été saturés avec une solution de TBS-
Tween 0.1%, 2% de BSA pendant 1 h a TA. Apres décongélation de la bibliothéque, et
resuspension dans du TBS-T stérile contenant de la BSA a 20%, les phages ont été inoculés
dans les puits et placés sous agitation pendant 2h a 37°C. Apres 15 lavages successifs avec du
TBS-T, suivis de 15 lavages avec du TBS, les phages ont été élués dans du tampon d’élution
acide (0.1M glycine, pH 2.5). Les phages issus du dernier lavage (50 puL) ont été inoculés a
une culture bactérienne de XL1-Blue, qui a été ensemencée sur grande boite de Petri
contenant une gélose imprégnée de milieu LB + Ampicilline, afin d’isoler les clones de
phages apportant la résistance a |'antibiotique. Chaque colonie (correspondant a un clone de
phages) a été récupérée le lendemain et suspendue dans 10 mL de LB, dont 300 uL ont été
ajoutés a 100 mL de LB + Amp + Tetra + Glucose et incubés sous agitation pendant 4 h a 37°C
(DO= 0.6-1.0). 4 mL de phage helper (M13K07, Kan') ont été ajoutés a la culture bactérienne
et placés a 37°C, pendant 30 min (sans agitation pour permettre la formation des pili), puis
30 min sous agitation légere. Une fois la culture centrifugée, le culot a été resuspendu dans
200mL de LB+Amp+Kan+IPTG (induction de la production de a-Rep), et la suspension
incubée durant la nuit sous rotation a 200rpm. Pour les autres cycles, le surnageant (qui
contient les phages) de la culture obtenue aprés une nuit est utilisé pour ajouter sur des
puits ayant adsorbés les cellules Sf9-SP-EWNY ou la protéine sNS1WNV15%8 3 cycles de sélection

ont ainsi été réalisés.

b. Analyse de la spécificité des clones a-Rep isolés pour la protéine

EWNV-1S98 gy SNS1WNV-1598 par ELISA indirect.

Dans la population de colonies isolées, environ 500 colonies ont été prises au hasard
et mises en culture en plaques 96 puits (Nunc) dans du bouillon de culture 2XYT+Amp+1%

glucose afin de les amplifier. Les témoins négatifs ont consisté en des puits contenant soit
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uniqguement du milieu de culture seul, soit du milieu + XL1-B. Ces plaques constituaient les
plagues de références de chacun des clones testés (Master Plates 1 a 6). Les phages
correspondant a chaque clone de a-Rep ont ensuite été amplifiés et produits via I'ajout de
phages helper (M13K07, Kan') puis, aprés centrifugation, le surnageant viral (contenant les
phages) de chaque clone a été déposé sur plaques de 96 puits (Maxisorp, Nunc) ayant
préalablement adsorbé des VLP-EWNV5%8 gy de la protéine sNS1WNV-15%8 puis saturés par de la
serum albumine bovine (BSA) dans du PBS-0.1%Tween 20 (PBS-T). Aprés 5 rincages avec du
PBS-T, un anticorps de souris anti-phage M13 couplé a la péroxydase (HRP-Anti-M13
Monoclonal mouse conjugate, GE Healthcare) a été ajouté a une dilution de 1/5000 dans les
puits et incubé 1h a TA. Aprés 5 rincages au PBS-T, le substrat OPD peroxydase (Sigma) a été
ajouté dans les puits. La densité optique a été finalement mesurée a 405nm

(DO=Absorbance a 405nm) au bout de 2h (Victor Multilabel Plate Reader, Perkin Elmer).
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Figure 87 : Représentation schématique de la stratégie de criblage de la banque de
molécule aRep par Phage Display.
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c. Western Blot

Les protéines totales extraites sont additionnées de tampon Laemmli 5X (avec B-
Mercaptoéthanol) puis chauffées a 95°C pendant 5 min afin d’étre dénaturées. Les
échantillons ont été séparées sur gel SDS-PAGE, 10% polyacrylamide. La migration des
protéines s’effectue a voltage constant de 110V dans du tampon de migration dans un
systeme Protean 3TM (Bio-Rad). Les protéines ont ensuite été transférées sur une
membrane de nitrocellulose (Bio-Rad). Le transfert s’effectue dans une cassette du systéme
TransBlot (Bio-Rad) 2,5A, 25V, 10 min. Les sites non spécifiques des membranes ont été
saturés en incubant les membranes pendant 1h dans une solution (TNT) contenant 5% de
lait écrémé. Puis les membranes ont été incubées avec un anticorps primaire de souris dirigé
contre I'étiquette Histidine (penta His antibody, Qiagen) dilué dans du TNT contenant 1-2%
de lait écrémé sur la nuit a +4°C, sous agitation. Les membranes sont ensuite lavées par des
bains successifs de TNT puis incubées 1h sous agitation avec |’anticorps secondaire, conjugué
a la peroxydase, dirigé contre I'anticorps primaire (anti-IgG de souris, HRP, Sigma-Aldrich).
Apres minimum 3 lavages au TNT, les membranes ont été révélées a I'aide du kit SuperSignal
West Pico (Thermo Scientific) et du systéme Cawomat. Les dilutions des anticorps utilisés

sont identiques a celles du Tableau 5.

1.3 Résultats

[1.3.1 Criblage de la banque de molécules aRep contre la protéine

d’enveloppe E du WNV

Nous avons utilisé la technologie du phage display afin de cribler la banque de phages
recombinants, qui codent les molécules aRep, contre la protéine d’enveloppe EWNV5%8 pour
cela, notre plateforme de pseudotypage de EWNVS9 en cellules d’insectes a été utilisée. La
banque de phages a été criblée sur les cellules Sf9-SP-EWNV (Figure 88). Trois cycles de
sélection ont été réalisés. La population totale de protéines aRep retenues sur les cellules

Sf9-SP-EWNVY gprés le troisiéme et dernier cycle de sélection s'élevait a environ 4-5.10% clones.
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Les clones ainsi isolés constituent notre stock de clones de molécules aRep ligands de la
protéine EWNV-15%8 C'est parmi cette population que nous avons analysé les clones ayant la
plus forte affinité de liaison pour les cellules Sf9-SP-EWNV, Par test ELISA indirect, nous avons
sélectionné les phages recombinants porteurs d’aRep les plus affines et les plus spécifiques

vis a vis du composant viral EYVV (Figure 88).

Environ 500 clones aRep ont été testés par cette méthode. Les valeurs d’absorbances
a 405nm des puits contenant les cellules Sf9-SP-EWNY ont été comparées et normalisées avec
celles des puits contenant des cellules Sf9 sans glycoprotéine a la surface (contréole). Ces
valeurs étaient représentatives de I'affinité d’un clone aRep pour I’enveloppe virale EWNV-1598
(Figure 88). Nous avons ainsi mis en évidence quatre clones ayant une affinité élevée pour la
protéine EWNV-15%8 présentée a la surface des cellules Sf9-SP-EWNY, Ces clones ont été nommés
oRepE-6B6, aRepE-5F4, aRepE-5C3 et aRepE-5F5. Les séquences aRep de ces clones ont été
amplifiées par PCR sur 'ADN des phages correspondants, puis clonées dans des vecteurs
d’expression en systéeme bactérien et en systeme mammiféere. Aprés séquencage, nous
avons pu déterminer que le clone aRepE-6B6 était constitué de 8 modules, les clones aRepE-
5C3 et aRepE-5F4 de 6 modules en hélice-a tandis que le clone 5F5 était, lui, constitué de 3
modules (Figure 89). Depuis, leur caractérisation moléculaire et biochimique est en cours.
Une fois celle-ci effectuée et disposant de systemes d’expression bactérien et mammifere,
nous souhaitons produire et purifier ces protéines aRep isolées afin d’évaluer leur

potentielle activité antivirale vis-a-vis d’'une infection par WNV.

229



Partie expérimentale / Chapitre 2 — Criblage de nouvelles molécules anti-WNV

Puits avec Sf9-SP-EWNY
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Figure 88: Schéma du plan expérimental du criblage des molécules aRep contre la
protéine EWNV1S9% présentée a la surface des cellules Sf9-SP-EWNV, Le graphique est un
exemple des résultats obtenus par ELISA indirect pour tester I'affinité des aReps portées par

les phages sélectionnés
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aRepEWNY_5F5 170 aa; 3 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMYIKNLQDDSLPVRFIAANALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDARVRLSAALALGQ
GDERAVEPLIKALKDEDWRVRQTAAEALGKI ]» 3 Modules
GDERAVEPLIKALKDEDKQVRFSAAYALGEI
GGERVRAAMEKLAETGTGFARKVAVNYLETHKSLIS

aRepEWNY_5(C3 263 aa; 6 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMYIKNLQDDSQIVRIIAADALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDTDVRESAASALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDGFVRLTAAKALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDYSVRRAAAEALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDGLVRTAAAEALGEI
GDERAVEPLIKALKDEDLGVRRAAAFALGQ]
GDERAVEPLIKALKDEDLGVRWSAANTLGEI B
GGERVRASMEKLAETGTGFARKVAVNNLETHRSLIS

— 6 Modules

aRepEWNY_5F4 254 aa; 6 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMYIKNLQDDS------- GTIEDRI
GDERAVEPLIKALKDEDPYVRIEAADALGKI 7]
GDERAVEPLIKALKDEDPWVREDAAEALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDPYVRKEAALALRKI
GDERAVEPLIKALKDEDVRVRLTAAEALGKI
GDERAVEPLIKD--DEDYSVRWAAAEALGEI
GDERAVEPLIKALKDEDWLVRRVAAEALGKI |
GGERVRAAMEKLAETGTGFARKVAVNYLETHKSLIS

— 6 Modules

aRepEWNY_6B6 325 aa; 8 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMETYIKNLODDSQEVRVFAAYALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDSNVRVAAAAALGEI ]
GDERAVEPLIKALKDEDGFVRQSAAKALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDRYVRIRAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDERVRLEAARALGEI
GDERAVEPLIKALKDEDRFVRQTAAEALGQI
GDERAVEPLIKALKDEDRFVRRTAALALGQ
GDERAVEPLIKALKDEDAYVRLEAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDREVRRAAARALGEI |
GGERVRAAMEKLAETGTGFARKVAVNYLETHKSLIS

~ 8 Modules

Figure 89 : Caractérisation moléculaire des clones aRepEWNY par séquencgage.
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[1.3.2 Criblage de la banque de molécules aRep contre la protéine

sNS1 du WNV

La banque de molécules aRep a également été criblée contre la protéine SNS1WNV-1598,
Dans ce cadre, la protéine sNS1WNV-15%8 pyrifiée a été utilisée et la purification Ctrl PPNA3L 5
servi comme contréle (Figure 90). Trois cycles de sélection ont également été réalisés. La
population totale de protéines aRep retenues dans les puits contenant la protéine sNS1WNV-
1598 adsorbée, aprés le troisitme et dernier cycle de sélection s'élevait a environ 1-2.10*

clones. Parmi cette population de clones aRep, nous avons analysé par ELISA les clones

ayant la plus forte affinité de liaison pour la protéine virale sSNS1WNV-5%8 (Figure 90).

Environ 500 clones aRep ont été testés par cette méthode. Les valeurs d’absorbances
a 405nm des puits contenant la protéine sNS1WNV-15%8 gnt été comparées et normalisées avec
celles des puits contenant le surnageant Ctrl PPNA3-1 pyrifié. Nous avons ainsi mis en évidence
trois clones ayant une affinité élevée pour la protéine sNS1WNV-5%8 Ces clones ont été
nommeés aRepsNS1-1F6, aRepsNS1-5B9 et aRepsNS1-5E3. Les séquences aRep de ces clones
ont été amplifiées par PCR sur 'ADN des phages correspondant, puis clonées dans des
vecteurs d’expression en systéme bactérien et en systeme mammifere. Apres séquencage,
nous avons pu déterminer que le clone aRepsNS1-1F6 était constitué de 8 modules, le clone
oRepsNS1-5B9 de 9 modules et enfin le clone aRepsNS1-5E3 est quant a lui constitué de 10
modules (Figure 91). Leur expression en cellules de mamiféres ainsi que la détermination de

leur poids moléculaire ont été vérifiées lors d’'une analyse par Western Blot (Figure 92).

Des analyses pour tester I'affinité pour la protéine sNS1 des aRep isolées, produites
et purifiées sont en cours (Figure 93). En effet, grace a différentes méthodes ELISA, nous
allons pouvoir déterminer si une des molécules possede une plus forte affinité pour
sNS1WNV-I598 que les autres. Nous souhaiterions également pouvoir analyser la structure de
ces aRepsNS1 par cristallographie. En parallele, nous sommes en train de tester nos
molécules aRepsNS1 sur des échantillons de sérum provenant de chevaux infectés par le
WNV. Ceci dans le but d’étudier si les aRep anti-sNS1WNV15%8 sont capables de fixer et
détecter ainsi la protéine sNS1 circulante dans le sang, donc présente dans le sérum, a la

suite d’'une infection par WNV. Nous pourrions ainsi apporter la preuve de concept d’une
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potentielle utilisation de ce nouveau type de molécules, dans une approche de diagnostic de

oo
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! Criblage

Puits avec Ctrl peDNA31 Puits avec sNS1WNY
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Sélection des ligands aRep de haute affiniteé pour la cible
par ELISA
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Figure 90: Schéma du plan expérimental du criblage des molécules aRep contre la
protéine sNS1WNV-IS%8 | e graphique est un exemple des résultats obtenus par ELISA indirect
pour tester I'affinité des aReps portées par les phages sélectionnés.

I'infection a WNV.

0.D 450nm
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aRepNS1WNY_1F6 325 aa ; 8 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMYIKNLQDDSGRVRVNAANALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDSAVREAAAEALGQ] ]
GDERAVEPLIKALKDEDWLVRRAAAAALGQ]
GDERAVEPLIKALKDEDRYVRIEAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDGYVRQSAASALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDSQVRVAAALALGEI
GDERAVEPLIKALKDEDDEVRWRAAYALGEI
GDERAVEPLIKALKDEDGYVREEAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDEYVRLTAAEALGQ] B
GGERVRAAMEKLAETGTGFARKVAVNYLETHKSLIS

— 8 Modules

aRepNS1WNY_5B9 355 aa ; 9 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMYIKNLQDDSDMVRVNAAIALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDEYVRWSAAAALGKI 7
GDERAVEPLIKALKDEDPYVRISAARALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDGFVRQSAAEALGKI
GDERAVEPLIKAQDEDGFVRESAAYALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDPYVRISAADALGKI ~ 9 Modules
GDERAVEPLIKALKDEDGYVRSAAALALGQI
GDERAVEPLIKALKDEDPDVRSSAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDRFVRFSAAEALGQ]
GDERAVEPLIKALKDEDPDVRLTAADALGKI B
GGERVRAAMEKLAETGTGFARKVAVNYLETHKSLIS

aRepNS1WNY_5E3 385 aa; 10 modules
MRGSHHHHHHTDPEKVEMYIKNLQDDSAKVRNIAANALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDEYVRQSAAEALGEI n
GDERAVEPLIKVLKDEDGYVRVAAARALGQI
GDERAVEPLIKALKDEDATVRLSAAEALGQ]
GDERAVEPLIKALKDEDYSVRRAAAAALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDRYVRWSAADALGEI
GDERAVEPLIKALKDEDPRVRSSAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDGYVRSSAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDVYVREAAAYALGEI
GDERAV--LIKALKDEDLAVRRVAALALGKI
GDERAVEPLIKALKDEDAFVRKDAASALGEI B
GGERVRAAMEKLAETGTGFARKVAVNYLETHKSLIS

~ 10 Modules

Figure 91 : Caractérisation moléculaire des clones aRepsNS1WNY par séquencage.

234



Partie expérimentale / Chapitre 2 — Criblage de nouvelles molécules anti-WNV

o

&
5 a-RepNS1
& 1F6 5B9 G5E3

40 kDa —

35 kDa — k_-

25 kDa —

Lysats cellulaires

Figure 92 : Expression des protéines aRepNS1 en cellules de HEK-293T. Les trois clones
aRepNS1 sont détectables aprés transfection en cellules HEK-293T. Elles présentent des
poids moléculaires différents correspondant a leurs différentes longueurs en acide aminés
déterminées apres séquencage. La protéine aRepNS1-1F6 a un poids moléculaire d’environ
34 kDa, le clone aRepNS1-5B9 d’environ 37 kDa et le clone aRepNS1-5E3 d’environ 39 kDa.
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Figure 93 : Analyse par méthode ELISA de I'affinité de fixation des molécules aRep pour la
protéine SNS1WNV-1S98,
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Discussion

Avec l'augmentation de l'incidence du WNV ces derniéres années, a la fois en Europe,
sur le pourtour méditerranéen et sur le continent américain, les connaissances sur la
biologie du virus se sont accrues. Cependant, un vaccin humain ou un traitement antiviral
spécifigue des infections a WNV demeurent encore inexistants. De plus, le risque
d'émergence et de diffusion du WNV a de nouveaux territoires est aggravé par |'expansion
territoriale de vecteurs compétents et de facteurs anthropiques, représentant une menace
importante. C'est pourquoi la mise au point de nouvelles stratégies antivirales et de

diagnostic contre les infections a WNV s'avere nécessaire.

Dans cet axe, nous souhaitions réaliser un criblage de molécules contre les protéines
virales E et sNS1 du virus West Nile. Comme il est plus pertinent de cibler une protéine virale
dans son environnement naturel ou dans un environnement similaire, I'utilisation de cellules
exprimant la protéine EWNV'1S% 3 |3 surface pour cibler la protéine d’enveloppe E a été
préférée. Cependant, le WNV étant un pathogene de classe 3, sa manipulation dans le cadre
du criblage a partir d’une banque de molécules portées par des phages recombinants était
bien trop compliquée et coliteuse a mettre en place. C'est pourquoi nous avions pour
objectif de développer une plateforme de pseudotypage de la protéine d’enveloppe E du
WNV. La protéine E du WNV serait alors présentée a la surface membranaire de cellules
dans un environnement similaire a la surface d’une particule virale. Le pseudotypage de
protéines d’enveloppes virales est une stratégie couremment employée pour étudier le réle
des protéines de surfaces dans le tropisme d’un virus mais aussi pour cribler des molécules a
potentiel antiviral (Steffen and Simmons, 2016). Les systémes de pseudotypage les plus
courants sont basés sur des rétrovirus ou des lentivirus dont le gene condant la protéine
d’enveloppe rétrovirale ou lentivirale a été délété. Le systeme Rhabdovirus, notamment
basé sur le virus VSV, est aussi utilisé avec une délétion du gene d’enveloppe VSVg. Ces
systemes présentent |'avantage de ne pas étre productifs apres I'infection de cellules cibles.
En effet, si le génome viral est capable de se répliquer, I'absence du géne codant leur propre
protéine d’enveloppe abolit toute production de particules virales infectieuses. Les virus

pseudotypés (ou pseudotypes, VLP) ne sont capables de faire qu’un seul cycle d’infection
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(single round infectious particles). Ainsi, ceux-ci sont manipulables de maniére plus aisée et a

moindre colt en conditions BSL2.

Si le pseudotypage de nombreuses protéines d’enveloppes de plusieurs virus
différents a été décrit, le pseudotypage de la protéine d’enveloppe des Flavivirus reste
encore un verrou technologique. En effet, les systemes de pseudotypage sont basés sur des
virus dont le bourgeonnement a lieu a la membrane plasmique de la cellule. La protéine
d’enveloppe des Flavivirus étant localisée a la membrane du RE, il y a une incompatibilité de
localisation qui conduit a la formation de pseudo-particules dépourvues de la glycoprotéine
d’intérét. Le premier objectif dans cet axe consistait donc a développer une plateforme de
pseudotypage de la protéine d’enveloppe E du WNV en permettant sa relocalisation a la
membrane plasmique de la cellule. La protéine E du WNV a ainsi été clonée en fusion au
niveau N-terminal avec le peptide signal du récepteur membranaire CD16. Ce peptide signal
est impliqué dans I'adressage du récepteur CD16 a la membrane plasmique de la cellule.
Comme cela avait été démontré pour le domaine DIl de la protéine E du WNV (Chua et al.,
2013), nous avons observé une localisation de la protéine E du WNV a la membrane
plasmique dans les cellules d’insecte Sf9 exprimant de maniere stable la construction SP-
EWNV-IS98 De maniére interessante, I'expression de la protéine EWNV-598 dépourvue du peptide
signal n’a pas permis de détecter la protéine a la membrane plasmique et EWNV5%8 semblait
rapidement dégradée dans le cytoplasme de la cellule. Le peptide signal de CD16 permet
donc, en fusion avec la protéine EWNV'S98 son adressage a la membrane plasmique de la
cellule. La stratégie a été étendue et appliquée en systeme mammifere, par surexpression
transitoire de la construction pcDNA-SP-EWNY en cellules HEK-293T. L’expression de la fusion
SP-EWNV est a nouveau plus stable que la protéine d’enveloppe seule qui semble rapidement
dégradée dans le cytoplasme de la cellule. En utilisant le systéme lentiviral de pseudotypage
en cellules de mammifere, I'analyse du contenu protéique des VLP issues des cellules 293T-
SP-EWNV 3 permis de valider I'incorporation et la présentation de la glycoprotéine EWNV-1538 3
la surface des VLPs. Nos travaux ont ainsi permis de développer une plateforme a la fois en
cellules d’insectes et en cellules de mammiféres compatible avec les systemes de
pseudotypage existants afin de présenter la protéine E du WNV a la surface de pseudo-
particules virales. Ces résultats représentent la levée d’un verrou technologique important

dans le pseudotypage des Flavivirus.
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En cellules de mammiféres, il existe plusieurs systemes de pseudotypage de virus
rapporteurs (Bartosch et al., 2003; Hu et al., 2007; Lennemann et al., 2017). Ceux-ci nous ont
permi de tester l'infectiosité des particules pseudotypées avec la glycoprotéine d’enveloppe
E du WNV. La finalité de cette approche est d’utiliser des virus pseudotypés avec la protéine
d’enveloppe E du WNV a la place du WNV sauvage dans des tests de séroneutralisation
virale. Si les résultats obtenus avec les différents systémes (lentivirus, virus VSVAG codant les
genes rapporteurs GFP et/ou luciférase) souffrent d’une grande variabilité a I'origine d’une
faible reproductibilité, ils n’en restent pas moins encourageants. En effet, une activité
luciférase significative a été détectée a plusieurs reprises dans les cellules cibles infectées
par les VLP-SP-EWNV (systéeme GagPol™"V-l-Luciférase). L'incorporation d’une quantité plus
faible de protéines EWNV5%8 3 |a surface des particules VLP, qu’a la surface des virions du
WNYV peut entrainer une baisse de |'efficacité d’infection. Dans un souci de mise au point
d’un protocole standardisé, nous avons testé un grand nombre de parameétres différents tels
que la quantité de plasmides codant la protéine d’enveloppe du WNV transfectée, I'agent
transfectant, le temps d’incubation aprés transfection, la concentration ou non des
particules produites, pouvant influencer I'efficacité d’infection. D’autre part, la conformation
de la glycoprotéine E du WNV a la surface des particules sauvages est notamment
dépendante du clivage de prM en M. Ici, ayant I'expression de E en absence de prM il est
possible que la protéine d’enveloppe adressée a la membrane plasmique de la cellule ne soit
pas dans une conformation strictement identique a la surface d’un virion sauvage WNV bien
que dans un environnement similaire. De fait, I'infectiosité des particules VLP peut étre
moindre par rapport aux particules de WNV sauvages. C’'est pourquoi, avant d’étre utilisé et
appliqué dans des tests de neutralisation virale, le systeme de pseudotypage de la protéine E
du WNV en cellule mammifére nécessite d’étre optimisé. Néanmoins, les résultats que nous
avons obtenus dans le cadre de cette étude sont encourageants. La plateforme de
pseudotypage que nous avons mis en place ici permettrait alors I’étude du WNV et d’autres
Flavivirus. En effet, nous aurions donc a disposition un outil, manipulable en conditions BSL2,
permettant d’étudier le role de la protéine E dans le tropisme du WNV, les interactions avec

des récepteurs de surface potentiels et les étapes précoces de son cycle infectieux.

Dans le cadre d'une collaboration étroite avec trois équipes thailandaises

(programme collaboratif franco-thai PHC-SIAM), impliquant les universités de Phayao, de
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Chiang Mai et Mahidol de Bangkok, nous avons pu réaliser les criblages contre la protéine

d’enveloppe E et la protéine sNS1 du WNV.

La banque de molécules aRep a été criblée par « phage display » contre la protéine
EWNV-IS98 an utilisant les cellules d’insectes Sf9-SP-EWNY, La technologie du « phage display »
s'est imposée comme un puissant outil a3 haut débit pour la sélection et I'isolement de
protéines aRep ligands d'une cible virale. Nous avons ainsi isolé 4 clones présentant une
forte affinité pour la cible virale. La caractérisation moléculaire a permis d’identifier une
molécule a 3 modules répétés, deux molécules a 6 modules et 1 molécule a 8 modules.
L’affinité et I'interaction de ces aRep avec la protéine EWNV-598 seront analysées de maniére
plus précise afin de les caractériser plus finement. Par la suite, nous souhaitons évaluer
I'activité potentielle de ces protéines aRep contre le WNV. En effet, comme les aRep
interagissent avec la protéine d’enveloppe E du WNV, leurs propriétés mimant les anticorps
peuvent inhiber I'attachement des particules virales a la surface cellulaire. Elles pourraient
alors avoir une activité neutralisante vis-a-vis du virus. Les protéines aRep représenteraient
donc des molécules antivirales candidates nouvelles pour le développement, a long terme,

d’une thérapeutique contre le WNV.

Le choix d'une stratégie de criblage de molécules artificielles aRep comme antiviraux
potentiels, susceptible d'inhiber les infections a WNV, est justifié par d’autres travaux de
I’équipe auxquels j'ai participé lors de mon Master 2 et en début de thése. Ceux-ci avaient
notamment pu mettre en évidence que certaines aRep avaient une activité antivirale contre
le HIV-1. En effet, en ciblant une région de la polyprotéine virale Gag du HIV-1, constituée du
domaine C-terminal de la capside (CA), du linker SP1 et de la nucléocapside NC de HIV-1, des
molécules aRep ont pu étre isolées (Hadpech et al., 2017). Parmi celles-ci, deux molécules a
forte affinité pour les domaines ZF1 et ZF2 de la nucléocapside NC présentent une activité
antivirale contre le HIV-1 dans les étapes tardives du cycles infectieux. En effet, les
molécules aRep4E3 (7 modules répétés) et aRep9A8 (6 modules répétés) interferent
négativement avec les mécanismes d’encapsidation du génome viral, d’assemblage et de
maturation des particules virales filles (Hadpech et al., 2017). Ces molécules a motifs
répétés, de type aRep, représentent donc une nouvelle classe d'inhibiteurs d'infections
virales. Ici, l'intérét de cibler la glycoprotéine d'enveloppe E du WNV est basé sur son

implication dans les étapes précoces du cycle viral qui pourraient ainsi étre bloquées. De

239



Partie expérimentale / Chapitre 2 — Discussion

plus, une des propriétés caractéristiques des aRep qui differe des anticorps, est qu’elles
reconnaissent des structures tri-dimensionnelles (3D) peu accessibles chez les protéines
cibles. En tenant compte de I'importante similarité de structures des protéines d’enveloppe
E chez 'ensemble des Flavivirus, on peut envisager et espérer qu’une molécule aRep puisse
interagir avec plusieurs protéines E différentes. On parlerait alors d’'une molécule a large

spectre.

En paralléle, la banque de molécules aRep a aussi été criblée contre un second
déterminant du WNYV, la protéine sNS1. Nous avons utilisé la protéine sNS1WNV-598 produite
et purifiée dans le chapitre 1 comme cible virale. Trois clones aRep anti-sNS1WNV-1598
différents, de 8, 9 et 10 modules ont alors été isolés a partir du criblage. Nous avons pu
vérifier leur expression dans des systémes d’expression mammifére et bactérien afin de les
produire et de les purifier. Grace a la continuité du projet collaboratif avec trois universités
en Thailande, nous sommes en train de caractériser plus précisément I'affinité d’intéraction
entre les différentes molécules aRep et la protéine sNS1WNV15%8 par différentes méthodes
ELISA. Ici, notre objectif est d’utiliser les propriétés d’interactions des aRep avec la cible
virale afin de détecter sa présence dans un échantillon. En effet, des tests de diagnostic
d’infections par un Flavivirus tels que DENV ou WNV sont basés sur détection de la protéine
sNS1 circulante dans le sang par des anticorps anti-sNS1 (Pal et al., 2014). Or, au méme titre
gue les anticorps anti-sNS1 se fixent sur la protéine virale cible, les molécules aRep anti-
sNS1 se fixent de maniere spécifique sur la protéine sNS1. Nous pourrions alors envisager
une application des aRep, en substituant les anticorps, dans le développement d’un test de
diagnostic de linfection par WNV basé sur la détection de la protéine sNS1 dans les
échantillons. De méme, les molécules peuvent étre utilisées dans une méthode de MAC-
ELISA ou GAC-ELISA pour détecter la présence d’anticorps anti-sNS1 dans les échantillons.
Les avantages de protéines aRep en comparaison aux anticorps sont multiples. Tout d’abord,
leur production est plus aisée et moins co(teuse puisqu’elle est possible en systeme
bactérien. D’autre part, les aRep présentent une importante thermostabilité. Enfin, les
séquences des molécules sont maitrisées, ce qui permet de les modifier afin d’augmenter et
optimiser les propriétés d’interactions spécifiques avec la protéine cible. La structure
protéique de sNS1 étant également tres conservée chez les Flavivirus, il serait possible de

développer d’autres aRep contres la protéine sNS1 des autres Flavivirus en ne modifiant que
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les régions variables des aRep impliquées dans l'interaction. De plus, grace a la stabilité des
molécules aRep, nous pouvons envisager de développer a moyen terme un test rapide sur
bandelette de papier pour le diagnostic d’infection virale a WNV. Ce test, a faible colt de
production, pourrait alors étre utilisable sur le terrain, notamment dans le domaine

vétérinaire, au cours d’épidémies ou pour suivre la circulation du virus.
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Genome Packaging and Virus
Maturation
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- Wilhelm Furnon®, Agathe Urvoas®, MarieValerio-Lepiniec®, Philippe Minard®, Pierre

Boulanger®, Saw-See Hong™” & Chatchai Tayapiwatana'”

A new generation of artificial proteins, derived from alpha-helicoidal HEAT-like repeat protein scaffolds
(oxRep), was previously characterized as an effective source of intracellular interfering proteins. In

this work, a phage-displayed library of mRep was screened on a region of HIV-1 Gag polyprotein

encompassing the C-terminal domain of the capsid, the SP1 linker and the nucleocapsid. This region is
known to be essential for the late steps of HIV-1 life cycle, Gag oligomerization, viral genome packaging
and the last cleavage step of Gaag, leading to mature, infectious virions. Two strong mRep binders

were isolated from the screen, mRep4E3 (32 kDa; 7 internal repeats) and cRep9A8 (28 kDa; 6 internal

repeats). Their antiviral activity against HIV-1 was evaluated in VLP-producer cells and in human SupT1
cells challenged with HIV-1. Both eRep4E3 and ceRep3 A8 showed a modest but significant antiviral

. effects in all bioassays and cell systems tested. They did not prevent the proviral integration reaction,

but negatively interfered with late steps of the HIV-1 life cycle: mRep4E3 blocked the viral genome
packaging, whereas ceRepd435 altered both virus maturation and genome packaging. Interestingly,
SupT1 cells stably expressing Rep9A8 acquired long-term resistance to HIV-1, implying that «Rep
proteins can act as antiviral restriction-like factors.

- Although highly active antiretroviral therapy (HAART) has significantly reduced the morbidity and mortality
. associated with AIDS, curative therapy has been greatly impaired by the occurrence of drug resistant mutants
. and the persistence of virus in a latent form in reservoirs that resist current HAART', The high mutation rate
- of the human immunodeficiency virus 1 {HIV-1) and the persistence of viruses in tissue sanctuaries impose
. constant efforts to develop new antiviral drugs and new strategies®, Alternative strategies include the design of
¢ penes coding for intracellular factors or interactors with antiviral activity, the genetic manipulation of hemato-

poietic progenitor stem cells”, and the inactivation of proviral DNA in sifu by using zinc-finger nucleases (ZFNs),
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transcription activator-like effector nucleases (TALENS), or the clustered regularly interspaced short palindromic
repeat/Cas9 (CRISPR) system®. A recent example of the design of novel antivirals based on HIV-1 interactors
was given by LEDGINs™'", allosteric inhibitors of integrase (IN) which block the interaction of IN with lens
epithelium-derived growth factor (LEDGF) or p75'.

Among the anti-HIV therapies using intracellular protein interference, protein-based molecular scaffolds are
considered as promising antivirals. Antibodies, their derivatives scFv and intrabodies, and single domain anti-
bodies from Camelidae (or nanobodies) are the most commonly used scaffolds to bind protein targets. However,
the proper folding, stability and biological activity of these molecules require inter- or intra-domain disulfide
bond formation. This constitutes severe limitations to their development as intracellular antivirals, consider-
ing the reducing environment of the cytoplasm. In order to overcome these limitations, other disulfide-free,
protein-based molecular scaffolds have been designed, such as artificial ankyrin-repeat proteins {Anks) and the
ankyrin derivatives DARPINS!'2-18 Some of these scaffolds are already in preclinical studies for the treatment of
cancer', and others, like DARPINS or Anks, have been tested in vifro against HIV-1 infection, and have been
found to act at the initial step of binding of the virus to its cell surface receptors®, or at post-entry steps®'-=.

We have previously designed and characterized two intracellular inhibitors of HIV-1 replication, abbreviated
2LTRZFP and Ank®©1D4, which are based on stable modular protein scaffolds. 2LTRZFP is a designed zinc
finger protein (ZFP) which targets the integrase recognition sequence at the 2-LTR circle junctions, and blocks
the integration of the HIV-1 cDNA into the host cell genome™?*. Ank"*“1D4 is an artificial ankyrin-repeat
protein selected as a binder of the N-terminal domain of HIV-1 capsid protein (CA), which was capable of inter-
fering negatively with viral assembly in HIV-1-infected SupT1 cells*'*. Interestingly, the combined expression of
2LTRZFP and Ank%4%1 D4 molecules in HIV-1-infected cells resulted in a significant negative effect on the viral
replication®,

Another type of molecular scaffold, named alpha-repeat proteins («Rep), were tested as potential antivirals
against HIV-1 in the present work. The cRep proteins were derived from a natural family of modular proteins
constituted of alpha-helical repeats, related to HEAT repeats, named after Huntingtin, the elongation factor 3
(EF3), the protein phosphatase 2A (PP2A), and the yeast kinase TOR12%-%%, The association of several HEAT
repeats forms alpha-solenoids of various lengths, which are naturally found in a number of cellular proteins
involved in intracellular transport and protein-protein interaction®**. The biophysical properties of cRep pro-
teins are highly favourable to biological and medical applications: (i} «Hep proteins are easily expressed in bac-
teria as soluble proteins, implying a properly folded protein; (ii) they are functional in reducing and oxidative
environments due to their disulfide independent folding, and can be active inside living cells as well as in the
extracellular milieu; (iii) they are thermostable, with Tm = 70°C; (iv) heat denaturation is reversible and aRep
proteins refold properly when cooled to 25°C; (v) aggregation of cRep proteins does not occur at high concen-
trations; (vi) their small size allows the recognition of epitopes of low accessibility, thus increasing the diversity of
binders for one target™9. All these biological properties of cRep proteins open a wide range of possibilities for
their development as diagnostic and therapeutic tools, or for cellular imaging.

In this study, we selected oRep proteins which bind to a region of HIV-1 Pr35Gag polyprotein which encom-
passes the last 21 residues of the capsid (CA;,), the SP1 linker and the nucleocapsid (NC) protein with its two
zinc fingers. This region contained several elements identified as privileged targets for antiviral drugs. (i) SP1, the
spacer peptide separating the capsid from the nucleocapsid domain, is a 14-residue long, alpha-helical domain
which is critical for the self-assembly of Pr55CGag, and is the target of betulinic acid-derived assembly inhibi-
tors®™%. (ii) The NC occupies a strategic position in the HIV-1 infectious cycle, as it possesses structural and cata-
lytic properties, and also acts as a nucleic acid chaperone®®*. The multiple functions in which NC is involved -,
as well as its ALIX-mediated role in the virus particle release¥, justified the inclusion of the NC domain in our
viral bait.

Two oulep molecules with a high binding activity, ccRep4E3 and nRep9AS, were isolated from our screen.
When the intracellular antiviral functions were assessed in vifro, both aRep proteins showed a modest but signif-
icant inhibitory effect on HIV-1 replication, although interestingly via different mechanisms. cRep4E3 interfered
negatively with the viral genome packaging, whereas cclep9A8 mainly impaired the proteolytic processing of
Gag, the step required for the transition of immature particles to infectious virions. Importantly, a SupT1 cell line
stably expressing the cRep9AS protein was found to acquire a long-term resistance to HIV-1 infection, with the
production of noninfectious virus particles at background levels. These results might have significant implications
in the elaboration of future strategies of anti-HIV-1 cell therapy, based on artificial restriction-like factors.

Results

Selection of aRep binders of the HIV-1 Gag C-terminal domain.  Our viral bait, abbreviated CA, -
5P1-NC, spanned from residue L343 to F433 of the Pr35Gag sequence (Fig. 1a). GST-fused CA, -5P1-NC was
used for the selection of specific binders from a phage-displayed, random library of artificial aRep proteins gen-
erated by combinatorial methodss®. After three rounds of phage biopanning, 30 individual clones out of an orig-
inal library of ~1.7 = 10° independent bacteriophages, were randomly picked and analyzed by ELISA. Eighteen
clones were found to react positively with the immobilized bait, and six of them, aRep4D)4, -4E3, -4F2, 5A12,
-5F1 and -9A8, showed a significantly higher signal compared to the twelve other clones. The genes of these six
oeflep were sub-cdloned into the pQE-31 expression vector for the production of His-tagged oRep proteins in E.
coli. After purification by affinity chromatography on Ni**-column, the six selected «cRep proteins were analyzed
for their binding activity to GST-CA;,-SP1-NC in vitro, using an indirect ELISA method. Out of the six clones,
otfep4E3 and atfep9AB showed the highest binding reaction with the viral target (not shown), and were there-
fore kept for further characterization. DNA sequencing showed that oRep4E3 and cRep?AS had in common a
His-tag at their N-terminus, the flanking N-terminal cap (N-cap) and C-terminal cap (C-cap) sequences, and the
constant regions of the internal repeat modules (Fig. 1b). oRep4E3 had seven internal repeat modules, 284 amino
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Figure 1. Schematic representation of the protein partners. (a) Schematic representation of the viral target,
spanning residues L343 to F433 of HIV-1 Pr35Gag. with its amino acid sequence (HIV-1, ,, isolate) shown
underneath. Amino acid residues of the SP1 domain are in bold; the cysteine and histidine residues of the zinc
fingers (£F1 and ZF2} responsible for the Zn coordinates are in red; the residues of the basic motif separating
ZF1 and ZF2 are in blue. (b) Three-dimensional model of an aRep molecule. The constant regions N-cap and
C-cap are shown in red, and the variable region, comprising of four internal alpha-repeats in this particular
model (n=4), is in yellow and green. (c) Schematic representation of an olRep-GFP fusion protein, with the
N-terminus modified to carry a N-myristoylation signal (Myr), and a His-tag at the C-terminus. The respective
number of amino acids (aa), and molecular weight of aRep4E3, nRep9A8 and GFP domains are indicated in
kDa

acids (including N-cap and C-cap) and a molecular mass of 32 kDa, while cRep9AR had six internal repeats, 253
amino acids and a molecular mass of 28kDa (Fig. 2).

Protein pull-down assays. The interaction of cRep4E3 and aRepS A8 with the viral target and the map-
ping of their binding sites on CA;,-5P1-NC was investigated using protein pull-down assays. Purified His-tagged
olRep proteins were incubated with the full-length viral target CA,,-SP1-NC, or its carboxy-terminal deletants,
GST-CA,,-5P1-NCAZF2 (lacking the downstream ZF2), and GST-CA,,-5P1 (lacking the whole NC domain;
see Supplementary Table 51). Protein complexes were isolated on glutathione-coated agarose beads, and ana-
Iyzed by SD5-PAGE and Western blotting. Both alep4E3 and aRep9A8 bound equally well to CA,-5P1-NC,
but no binding was detectable with the NC-deleted target (Fig. 3a). Deletion of ZF2 significantly decreased the
binding of both o«Rep, suggesting an overlap of their binding sites on the Gag target. However, differences were
observed between the two binding patterns. The amounts of aRep complexed with GST-CA,,-SP1-NCAZF2
were 5-fold lower for aRep4E3 and 2-fold lower for cRep9AR, compared to their complex with full-length
GST-CA,,-5P1-NC (Fig. 3b). This suggested that the major binding determinants of aRep4E3 mapped to ZF2,
with minor determinants in ZF1, whereas for aRep9A&8, the binding determinants were distributed between the
£F1 and the ZF2 domains.

Effects of clRep4E3 and ocuRep3AS proteins on HIV-1VLP assembly and extracellular release:
quantitative aspects. The effects of the two oRep on HIV-1 assembly were explored using a
baculovirus-insect cell system of production of HIV-1 virus-like particles (VLPs). In this system, 59 cells were
infected with AcMNPV®E, a recombinant vector derived from the baculovirus AcMNPV (Autographa californica
Multiple Nuclear Polyhedrosis Virus). AcMNPVEE expresses the full-length, wild-type, N-myristoylated HIV-1
(Gag polyprotein in 519 cells, resulting in the assembly and extracellular release of membrane-enveloped VLPs at
high yields. The high number of particles produced per cell in this heterologous model system of VLP assembly
and egress, allowed quantitative analyses of morphologically normal VLPs compared to aberrant particles®'=##-51,

Expression of aRep in insect cells.  The aRepdE3 and oRep9AS genes were fused to the GFP gene and to the
coding sequence of a six-histidine tag at the C-terminus (Fig. 1c). The coding sequence of an N-myristoylation
signal®®*? was inserted to the 5'-end of the aRep-GFP genes (Fig. 1c). The resulting genetic constructs were
transfected into Sf9 cells, and the two 5f9-derived cell lines thus obtained, S/(Myr+)oRep4E3-GFP and Sf/
(Myr+ ) Rep9A8-GFP, stably expressed N-myristoylated (Myr+)aRep4E3-GFP and (Myr+)oRep2A8-GFP
proteins under the control of the baculoviral OplE2 promoter (see Supplementary Fig. 51). The aim of the
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Figure 2. Biochemical characteristics of aRep4E3 and aRep9AS. (a.c) Amino acid sequence of alep4E3 (a)
and oRep9AS8 (c) with the variable residues of the internal repeats shown in red, and constant residues in black
(b,d) SDS-PAGE and Coomassie blue staining of affinity- purified, His-tagged cRep proteins {middle lane);
whaole bacterial cell lysates (WCL) are shown on the right lane, and prestained molecular mass markers on the
left lane.

N-myristoylation of cRep4E3-GFP and oRep9AR-CGFP was to compensate for the difference in cell content
between the N-myristoylated Pr55Gag polyprotein, expressed at high levels under the control of the strong pol-
yhedrin promoter™*#-*!, and aRep proteins, expressed at lower levels under the control of the weaker OplIE2
promoter. Addressing (Myr+)oRep proteins to the plasma membrane was meant to promote the interaction
between Pr35Cag and oRep proteins at the assembly sites of membrane-enveloped VLPs.

Quantitative effect of (Myr+)oaRep4E3 and (Myr+)aRep9A8 on VLP assembly.  Control, nonmodified S$f9 cells,
SH(Myr+)ocRep4E3-GFP and S6/(Myr+-)ocRep9AR-GFP cells were infected with AcMNPV®E, and the amounts of
VLPs assembled and released into the culture medium were estimated by SDS-PAGE and Western blot analysis of
pelletable, extracellular Pr55Gag*-*3. The intensity of the Pr55Gag band on immunoblots did not radically differ
between the three samples (data not shown). A quantitative, luciferase-based assay of extracellular VLPs was then
performed. The principle of this assay resides in the co-packaging of Vpr (and Vpr-fused proteins) with Pr5sGag
into membrane-enveloped VLPs banding at a density of 1.18. This co-packaging is mediated by the specific inter-
action between the Gag p6 domain and Vpr#*#*, The co-expression of the Luciferase-Vpr fusion protein together
with Pr55Gag by co-infection of S with the recombinant vectors ACMNPV3" and AcMNPV#E showed that
the activity of luciferase co-incorporated with Pr35Gag into VLPs directly reflected the amounts of VLPs released
in the extracellular medium™.

Control 59 cells, Sf/{Myr+)aRep4E3-GFP and 5£/{Myr+)oRep9A8-GFP cells were co-infected with
AcMNPVEE and AcMNPVE-%, and harvested at 48 hrs pi. Cell lysates and gradient fractions were assayed for
luciferase activity, and the results of VLP-associated luciferase activity were normalized to the cellular luciferase
levels*. A peak of luciferase activity was detected at the density of VLPs in all three colture media and at similar
levels (see Supplementary Fig. 52), which implied minor differences in the amounts of VLPs recovered from the
different cell lines. This suggested that (Myr+)oRep4E3 and (Myr+ )oRep9AS were not able to completely block
the assembly and extracellular release of VLPs from AcMNPV#E-infected insect cells.

Effects of aRep4E3 and cRep3AS8 on HIV-1 VLP assembly and extracellular release: qualita-
tive aspects. The morphology of VLPs released from aRep-expressing cells were examined under the elec-
tron microscope (EM). From our previous studies'®*"5!, membrane-enveloped VLPs released from the plasma
membrane of AcMNPVE%_infected 5f9 cells appeared as quasi-spherical in shape, and homogeneous in size,
with a diameter ranging from 110 to 130 nm (Fig. 4). By contrast, Sf/(Myr+)aRep4E3-GFP cells infected with
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Figure 3. Protein pull-down analysis of aRep binding to the Gag target. Aliquots of bacterial cell lysates
containing the full-length target GST-CA,,-SP1-NC, or the carboxy-truncated mutants GST-CA,,-SP1-
NCAZF2 or GST-CA;,-SP1 were incubated with purified aRep4E3 or aRep9A8, and protein complexes,
isolated on glutathione-coated agarose beads, were analyzed by SDS-PAGE and Western blotting. (a) Blot
reacted with rabbit anti-oRep antibody, followed by alkaline phosphatase-conjugated goat anti-rabbit IgG
antibody. Asterisks indicate the immunoreactive bands of «Rep4E3 and aRep9AS proteins. Note the doublet
band of aRep4E3 protein, suggesting some degree of proteolytic cleavage. (b) Bar graph of the scanning of
aRep4E3 and aRep9AS proteins bound to the different viral targets. The level of aRep binding to the full-length
target GST-CA,,-SP1-NC was attributed the 100% value.

Figure 4. Electron microscopy (EM) of VLP assembly and budding from control insect cells. Control Sf9 cells
were infected with recombinant baculovirus AcMNPV#2 expressing the HIV-1 Pr35Gag polyprotein, harvested
at 48hrs post-infection, and processed for EM observation. Electron micrographs of ultrathin sections of

cell pellets showing VLPs budding at their surface are presented at low (a), and high magnification (inset, b).
Abbreviations: EC, extracellular space; PM, plasma membrane; Cy, cytoplasm.
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Figure 5. EM analysis of VLP assembly in cRep4E3-expressing insect cells. Sf/(Myr+)aRep4E3-GFP cells
were infected with ACMNPV#%, harvested at 48hrs post-infection and processed for EM. Electron micrographs
of ultrathin sections of cell pellets are shown at low (a), and high magnifications (b-d). EC, extracellular space;
PM, plasma membrane; Cy, cytoplasm; Nu, nucleoplasm; NM, nuclear membrane.

AcMNPV# produced a majority of aberrant VLPs, irregular in size and shape, with the frequent occurrence of
more than one single immature Gag protein core within the same membrane bud (Fig. 5). Likewise, S{/(Myr+)
Rep9AS8-GFP cells infected with AcCMNPV#® showed aberrant VLPs (Fig. 6a), or arrested budding morphologies
at their surface (Fig. 6b). Interestingly, a peculiar type of pattern was observed in (Myr+)aRep9A8-expressing
cells, consisting of (i) the accumulation of aRep4E3 and aRep9A8 material at the inner leaflet of the plasma
membrane (Figs 6b and 7a), and (ii) intravesicular budding of VLPs which seemed to be morphologically normal
(Fig. 7a.b). This suggested that one of the consequences of the (Myr+)aRep9A8-mediated blockade of normal
VLP budding at the plasma membrane was the redirection of Gag to the internal membranal compartment, and
the budding of VLPs into intracytoplasmic vesicles.

Quantification of normal and aberrant VLPs released by control S9 cells exhibited less than 10% irregular
particles (9.2%) out of a total number of 869 individual particles examined. However, Sf/(Myr+)aRep4E3-GFP
cells released more than one third (35%) aberrant VLPs (1= 287), and Sf/(Myr+)oRep9A8-GFP cells about one
quarter of the total (24.2%; n=431) (see Supplementary Fig. $3).

Taken together, the results of these analyses suggested that both aRep4E3 and aRep9A8 negatively interfered
with the assembly of Gag proteins into immature HIV-1 particles. These negative effects were not quantitative,
as there was no significant difference in the yields of extracellular VLPs compared to control cells. The effects of
aRep4E3 and aRep9A8 on Gag assembly were qualitative, as shown by the alteration of the structure of VLPs
and the change in their cellular sites of assembly. In addition, EM analysis suggested two distinct phenotypes for
aRep4E3 and aRep9AS.

Co-encapsidation of Gag and N-myristoylated oRep proteins into VLPs.  Since defective VLP
assemblies were observed in the presence of aRep4E3 and aRep9A8, we hypothesized that these aRep pro-
teins could be co-packaged with Gag precursor, resulting in altered VLP structure. To test this hypothesis, VLPs
released from AcMNPV#_infected S{/(Myr-+)aRep4E3-GFP and Sf/(Myr+)aRep9AS8-GFP cells were purified
by ultracentrifugation, and analyzed by SDS-PAGE and immunoblotting, using anti-Gag antibody to detect
the Gag polyprotein, and histidine antibody to detect the His-tagged aRep-GFP proteins. An anti-histidine
immunoreactive protein was detected in both types of VLP samples, at 59 and 55kDa for aRep4E3-GFP and
««Rep9A8-GFP, respectively. These values corresponded to the respective molecular weights of the GFP-fused
aRep proteins. The variations in the signal intensity of the 59-kDa and 55-kDa proteins throughout the gradient
fractions followed the same pattern as that of the Pr55Gag band, with a maximum intensity in fractions of density
p=1.18 (see Supplementary Fig. S4). This suggested that N-myristoylated aRep4E3-GFP and aRep9A8-GFP
proteins were able to interact with Pr35Gag at the VLP assembly sites, and to be copackaged with Pr55Cag into
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Figure 6. EM analysis of VLP assembly in aRep9A8-expressing insect cells. S{/(Myr+)aRep9A8-GFP cells
were infected with AcMNPV#%, harvested at 48hrs post-infection and processed for EM. The cells presented in
panel (a) show VLP budding from the plasma membrane. The cell presented in panel (b) shows simultaneous
VLP budding and abnormal accumulation of Pr55Gag polyprotein at the plasma membrane. IC, intercellular
space; EC, extracellular space; PM, plasma membrane; Cy, cytoplasm.

membrane-enveloped VLPs of aberrant structure. Of note, no aRep-GFP protein was detected at density 1.18 in
culture media of Sf/(Myr+)aRep4E3-GFP and Sf/(Myr+)aRep9A8-GFP cells in the absence of the ACMNPV#e
vector (not shown).

Antiviral activity of «Rep4E3 and atRep9A8 proteins in human T-cells challenged with HIV-1.
The genes encoding aRep4E3-GFP, aRep9A8-GFP and aRep9C2-GFP (GFP-fused irrelevant aRep used as neg-
ative control) were transferred into SupT1 cells. Three aRep-expressing cell lines were successfully established,
which were referred to as SupT1/aRep4E3-GFP, SupT1/aRep9A8-GFP and SupT1/aRep9C2-GFP cells, respec-
tively (see Supplementary Fig. S5). Of note, the non-N-myristoylated versions of aRep proteins were expressed
in SupT1 cells to allow them to diffuse and exert their possible antiviral activity in all cell compartments. The cells
were infected with HIV-1 and the effect of the aRep proteins on HIV-1 infection was assessed by different meth-
ods, as described below. As shown by fluorescence microscopy and flow cytometry, the expression of aRep-GFP
molecules was maintained at levels close to 100% throughout the time of the viral challenge (21 days; Fig. 8a).

Kinetics of HIV-1 particle production. CAp24-ELISA was used to evaluate the quantities of extracellular viral
particles released from HIV-1-infected cells at days (D) 3, 7, 14, and 21 pi (Fig. 8b). In control cells, CAp24 was
detected as early as at D7, with a peak at D14 followed by a decrease at D21 pi (Fig. 8b). However, CAp24 was
barely detectable in samples from SupT1/aRep4E3-GFP and SupT1/aRep9A8-GFP cell cultures at D14 pi. The
amounts detected were about 10-fold lower compared to that of control samples, and the CAp24 reached the
levels observed in control D14-samples only at D21 pi. This indicated that in the cells expressing aRep4E3 and
aRep9AS, there was a significant delay in the kinetics of HIV-1 replication and viral progeny production.

Extracellular release of HIV-1 genomes. The viral genome copies in the culture media followed the same kinetics
as CAp24, with a similar delay observed in the presence of aRep4E3 and aRep9A8 (Fig. 8c). The viral load was
maximal at D14 pi in control samples, and decreased at D21 due to cell apoptosis. In culture media of SupT1/
aRep4E3-GFP and SupT1/aRep9A8-GFP cells, the virus loads slowly increased with time, and reached the max-
imal levels of control samples at D21 pi (Fig. 8c). A net difference between the aRep-induced inhibitory effects
was observed at D14 pi, with a more pronounced negative effect with aRep4E3 (ca. 8-fold) compared to aRep9A8
(ca. 2-fold; Fig. 8¢).
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Figure 7. Intravesicular assembly of VLPs in aRep9A8-expressing insect cells. Electron micrographs of
ultrathin sections of AcMNPV#%-infected Sf/(Myr+)aRep9A8-GFP cells at 48hrs post-infection. The cell
presented in panel (a) shows the abnormal accumulation of Pr35Gag polyprotein at the plasma membrane,
and the occurrence of VLPs within intracytoplasmic vesicles. Panels (b,c) present different cell sections at high
magnification, showing simultaneous intravesicular budding and plasma membrane budding of VLPs. IC,
intercellular space; EC, extracellular space; PM, plasma membrane; Cy, cytoplasm; IV, intracellular vesicle; Nu,
nucleoplasm; NM, nuclear membrane.

Cytopathic effects of HIV-1 on aRep-expressing SupT1 cells. HIV-1-infected SupT1 cells were maintained in cul-
ture for six weeks. They were monitored by phase microscopy for possible morphological alterations at different
time points after infection (Fig. 9a). Formation of syncytia and premature cell death were clearly visible in con-
trol cell cultures, in which HIV-1 drastically reduced the proportion of live cells. These cellular alterations were
delayed in SupT1/aRep4E3-CGFP and SupT1/aRep9A8-GFP cultures (Fig. 9a). Cells samples were also collected
at 3-day intervals, and controlled for cell count and cell viability. As expected, the cell concentration and viability
decreased rapidly in control SupT1 cell cultures after D7 pi, and there was no more viable cells detected at D21
pi (Fig. 9b,c). The diminution in living cell numbers was delayed and more progressive in SupT1/aRep4E3-GFP
and SupT1/aRep9AS8-GFP cultures, with a decline starting only after D14 pi. A total cell loss was observed at
D28 pi in SupT1/aRep4E3-GFP cultures, but a rebound in cell growth was observed after D28 pi in SupT1/
«Rep9AS8-GFP cultures (Fig. 9b,c).

Proviral DNA status in HIV-1-infected aRep-expressing SupTI cells. 'The viral genome integration in HIV-
1-infected SupT1 cells, evaluated at D14 pi by quantitative PCR, showed that Cf values were not significantly
different between control and aRep-expressing cells (see Supplementary Table S2). This suggested that resident,
intracellular aRep4E3 and aRep9A8 did not prevent the viral genome integration in SupT1 cells, and that the
antiviral effects of aRep4E3 and aRep9AS proteins did not depend on viral integration.

Molecular mechanisms of the aRep4E3- and aRep9A8-mediated antiviral effects.  Two major
parameters influence the infectivity of HIV-1: (i) the degree of proteolytic processing of Pr55Gag which controls
the transition from immature to condensed, mature core; (ii) the ability of the virus to encapsidate its genomic
RNA during its morphogenetic process, and thus the genome content of viral particles. It has been commonly
considered that HIV-1, like most retroviruses, produce large numbers of defective particles lacking all or part
of the viral genome, and that the infectivity index is usually in the low range of values, <1:1,000. However, the
ratio of infectious to defective HIV-1 particles has been recently re-evaluated to 1:8%°, Both Gag maturation and
genome content were assayed in particles produced by aRep-expressing cells infected with HIV-1.
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Figure 8. HIV-1 infection of oRep4E3- and oRep9AR-expressing SupT1 cells. (a) Kinefics of GFP expression.
Control cells (unmodified SupT1 and SupT1/oRep9C2-GFP) and aRep-GFP-expressing SupT1 cells (SupT1/
oRepd E3-GFP and SupT 1/0Rep2 AR-GFP) were infected with HIV-1 at MOI 1, and monitored by flow
cytometry from day 3 (D3) to D21 pi. Data presented are mean = 5D of triplicate experiments. (b) Kinetics of
extracellular release of viral particles. Samples from culture media were collected at different time points pi, as
indicated, and the levels of CAp24 antigen determined by ELISA. (c) Kinetics of extracellular release of viral
genomes. Viral RNA yields were determined at D7, D14, and D21 pi in samples of culture media, and results
expressed as copy number per mL.

Proteolytic maturation of the Pro5Gag precursor.  The viral protease-mediated processing of HIV-1 Pr55Gag is
a sequential and high-order process. The initial cleavage occurs between 5P1 and the NC domain, and the sec-
ondary (e.g. MA-CA) and tertiary (e.g. CAp24-5P1} deavages occur at approximately 10-fold and 400-fold lower
rates, respectively, than the initial cut®%. The extent of Gag processing was assayed using HB-8975, a monoclonal
antibody which recognized the C-terminal epitope DTGHSSQVSQNY only on free MAp17 protein, and not
on intact Pr55Gag. After cleavage of the MA-CA junction, the exposed epitope can compete with a synthetic
peptide of the same sequence for binding to HB-8975. The degree of competition in ELISA correlates with the
extent of MA-CA deavage, and provided a quantitative evaluation of the degree of Pr35Gag maturation, as shown
in previous studies™#, The results indicated that more than 85% viral particles which egressed from control,
HIV-1-infected cells, and 75% from SupT1/cRep4E3-GFP cells, consisted of mature particles (Fig. 10a). This
proportion was only 35% for SupT1/oRep3AR-GFP cells (Fig. 10a), suggesting that aRep9A8, but not cRep4E3,
negatively interfered with the virus maturation.

Viral genome encapsidation. The efficiency of viral genome packaging in the different SupT1 cell lines was
measured by the ratio of extracellular genome concentration to CAp24 concentration at D14 pi, and the results
normalized to 25 pg CAp24 per sample, a value which corresponded to 5 x 107 to 7 x 107 infectious particles™ 2,
and 4 » 10° to 6 » 10 total particles™. The results showed that the RNA packaging function was altered in both
SupTl/oRepdE3-GFP and SupT 1/aRep9AB-GFP cell lines, but to different levels: a 10- to 13-fold reduction
in BNA packaging efficiency was observed in cRep4E3-expressing cells, versus a 3- to 4-fold reduction in
aRep9A&-expressing cells (Fig. 10b). This implied that the antiviral activity associated with aRep4E3 was pre-
dominantly directed against the viral genome packaging.

Infectivity of the viral progeny.  The infectious titer of the viral progeny released from the different SupT1 cell
lines was determined using Jurkat-GFP cells. This Jurkat T cell-based reporter cell line expresses CD4 and CXCR4
receptors, and enhanced GFP under the control of the HIV-1 LTR promoter, as a direct and quantitative marker
of HIV-1 infection and Tat expression®®. The results obtained at D10 post-reinfection (Fig. 11, leftmost bars)
indicated that the infectious titers of viruses which egressed from SupT1/cRep4E3-GFP (1.4%) and SupT1/
oRep9AB-GFP (1.25%) were significantly lower (15- to 17-fold), compared to that from the two control cell lines,
SupT1 (24%) and SupT1/oRep2C2-CGFP cells (19.5%). To evaluate the long-term effects of cRep proteins on
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Figure 9. Cytopathogenicity of HIV-1 in aRep-expressing cells. HIV-1-infected cells were maintained in
culture for several weeks. Control cell cultures consisted of unmodified SupT1 cells, and of SupT 1/ cRep®C2-
GFP cells expressing an irrelevant cep serving as negative control for cRep4E3 and aRep2A8. At different
time intervals, as indicated, samples were collected and monitored for cell morphology, concentration, and
viability. (a) Cell morphology, analyzed by phase contrast microscopy. (b) Total cell number per mlL. (c)
Percentage of viable cells. Bars represent the mean + 5D (n=3).

virus titers, the reinfected Jurkat-GFP cells were maintained in culture, and analyzed by flow cytometry at D14
post-reinfection (Fig. 11, rightmost bars). The virus titers found in SupT1/aRep4E3-GFP samples were in the
same range of values as those measured in control cells at 10, However, a significant difference (~2-fold) was
observed between Jurkat-GFP cells reinfected with SupT1/oaRep4E3-GFP (27.8%) and SupT1/ccRep9AR-GFP
supernatants (15.4%) at D14 post-reinfection. This indicated that cBep9A8 had a more pronounced negative
effect on virus infectivity, compared to aRep4E3. Of note, the apparently low infectious titers of culture super-
natants from control SupT1 cells at 1714 post-reinfection were due to the massive cell death induced by HIV-1 in
Jurkat-GFP cells at this time point, and no condusion could be deduced from these values.

Resident ctRep3A8 protein in SupT1 cells conferred resistance to HIV-1 infection.  Cells which
survived from the HIV-1-infected SupT1/oaRep9AS-GEP cultures (refer to Fig. 9b.c) were collected at D38 pi,
and were found to be healthy under the light and fluorescence microscopes (Fig. 12a). Samples from SupT1/
oRep?AB-GFP culture supernatant at D38 pi were then assayed for extracellular virus yields. Viral particles and
genomes were found in these samples, at concentrations almost equivalent to the values determined at D14 pi
{Fig. 12b,c). OFf note, these values were about 10-fold lower for CAp24 and 3-fold lower for the viral genome cop-
ies, compared to the corresponding parameters in control cell cultures at D14 pi {(compare Fig. 12b and Fig, 8b,
and Fig. 12c and Fig. 8¢, respectively). The infectious virus titer of SupT1/aRep9AS-GFP culture supernatants at
D38 pi was then determined using Jurkat-GFP indicator cells. The results showed that most of the extracellular
HIV-1 particles released from SupT1/oRep9AR-GFP at this time pi were noninfectious (Fig. 12d).
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Figure 10. Antiviral activity of nep4E3 and cRep9A&. (a), PR-mediated maturation cleavage of PrasGag.
Control cells (unmodified SupT1 and SupT1/cRep9C2-GFP), and oRep-expressing cells (SupT1/aRep4E3-
GFP and SupT1/aRep9A8-GFP) were infected with HIV-1 at the same MO, and extracellular media collected.
After normalization to the CAp24 level (80 pg per sample), the degree of proteolytic cleavage of Pr35Gag

at the MA-CA junction by the viral protease (PR) was evaluated using an ELISA-based maturation assay.

The bar graph represents the percentage of cleaved Pr55Gag (mean + SD; n =3, estimated from the degree

of accessibility and reactivity of a Gag-embedded MA epitope towards its specific monoclonal antibody,

in competition with a free synthetic peptide reproducing its sequence (refer to Materials e~ Methods). (b),

Viral genome packaging. Bar graph representing the concentrations of HIV-1 genomes in culture media after
normalization to CAp24 levels (genome copy number per 25 pg CAp24; mean + 50; n = 3), and the fold changes
in culture media of SupT1/ aRep4E3-GFP and SupT 1/ aRep@AS-GFP cells, compared to control cell lines SupT1
and SupT1/oaRep@C2-GFR (¥¥), P< 0.01; (*), P< 0.05; ns, not significant.
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Figure 11. Infectivity of virus progeny released by HIV-1-infected, o Rep-expressing SupT1 cells. Control cells
(unmodified SupT1 and SupT1/aRep®C2-GFP), and oRep-expressing cells (SupT1/oRep4E3-GFP and SupTl/
oep9AB-GEP) were infected with HIV-1 at the same MO Samples from culture media were collected at 1314
Pl and re-inoculated to Tat-dependent, indicator T-cells (Jurkat-GFP cells) after adjustment of the CAp24 levels
to 15 pg per sample. Jurkat-GFP cells were harvested at D10 and D14 post-reinfection, and GFP-positive cells
determined by flow cytometry. The results presented in the bar graph (mean + SD); n= 3) are the percentages of
GFP-positive, fluorescent cells. (¥¥), P« 0.01; ns, not significant.

Discussion

In recent studies, we established the proof-of-concept that artificial proteins based on repeat motif scaffolds, could
be used as intracellular antiviral agents, and we demonstrated their therapeutic potential as novel inhibitors of
HIV-122232 [ the present work, we applied this concept to another library of highly thermoresistant protein
scaffolds, made up of alpha-helicoidal HEAT-like repeats, called oReps®27, The bait used for the screening of
our phage-displayed oRep library was the HIV-1 Pr35Gag-derived polypeptide CA5, SP1-NC. It contained Gag
determinants essential for achieving the late steps of the HIV-1 life cycle, i.e. the alpha-helical spacer peptide SP1
and its two flanking domains, the C-terminal domain of the CA protein and the full-length NC domain. Both
5P130-35 and NC*** have been used as targets for antiviral drogs against HIV-1.
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Figure 12. Resistance of SupT1/oRep9A8 cells to HIV-1 infection. (a), HIV-1-infected SupT1/oRep9AR-
GFP cells were harvested at D38 pi, and cell morphology analyzed by light and fluorescence microscopy
(magnification 100X). (b-d), Samples from the cell cuture medium collected at D38 pi were assayed for (b)
CAp24 levels, (c) viral RNA concentration, and (d) infectivity expressed as the percentage of GFP-positive
Jurkat-GFP reporter cells. Data {mean + 5I); n= 3) were compared with those obtained at D14 pi.

Two oRep molecules, oRep4E3 and cRep9AS, with high binding activity to CA, SP1-NC were isolated from
our screen. Both were found to exert a modest but significant inhibition on HIV-1, as shown by various biological
assays. Their antiviral effects were independent of the proviral integration and occurred at the post-integration
step. Differences were observed in their antiviral properties, as schematized in the model of Fig. 13. The aRep4E3
showed a marked negative effect on the viral genome packaging, while aRep9A8 interfered negatively with
Gapg maturation and its corollary, virus infectivity. More interesting, cRep9A8-expressing SupT1 cells acquired
2 long-term resistance to HIV-1, as shown by the absence of detectable infectious particles from the culture
medium of o Rep9A8-expressing SupT1 cells collected five weeks after HIV-1 challenge.

The mapping of the binding determinants of aRep4E3 and aRep9AS8 on the viral target provided clues to their
antiviral functions. The antiviral activity of Rep4E3, which mainly concerned the viral genome packaging, was
consistent with the localization of its major binding site to the downstream zinc finger ZF2. The binding site of
ollep9AS spanned a wider NC domain, encompassing both ZF1 and ZF2 with a possible SP1 overlapping. The
masking of SP'1 cleavage sites would explain the negative interference of oep3A8 with the PR-mediated Gag
processing.

Since no binding of nRep9AR to the GET-CA,,-5P1 target was detected in our pull-down assays, it could
be argued that the removal of the NC domain had altered the structure of 5P1, and transformed its ce-helical
structure® = into a non-structured region. Even though this hypothesis cannot be totally excluded, it was not
supported by the observation that isolated SP'1 peptide in aqueous solution spontaneously folds into an o-helix
without the aid of the NC, in a concentration-dependent manner. This o-helix forms at millimolar protein con-
centrations, i.e. at values equivalent to those found in virions®™ %, Our results suggested that the negative interfer-
ence of aRep9A8 with the viral PR resulted from the masking of the 51 domain, indirectly via steric hindrance,
rather than via direct binding,

The binding of a«Rep9AS to a relatively large protein domain such as the NC raised a number of issues con-
cerning the structure of the two partners. NMR studies of the three-dimensional structure of the HIV-1 NC pro-
tein have shown that the two ZF form a single folded protein domain characterized by spatial contacts between
residues belonging to ZF1 and ZF2%™, This globular structure is favoured by a highly conserved proline residue
(P408& in HIV-1, ,, sequence) generating a bend in the linker separating the two ZF, and is stabilized by hydropho-
bic and aromatic interactions between residues belonging to ZF1 and ZF2%™ The binding surface of an oRep
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Figure 13. Schematic representation of the distinct antiviral effects of aRep4E3 and aRep9A8 in HIV-1-
infected SupT1 cell. The normal pathway of HIV-1 assembly and egress is represented in (1); the antiviral effects
of the aRep4E3 and aRep9A8S proteins are displayed in pathways (2) and (3). aRep4E3 (blue symbol) negatively
interferes with Gag-RNA interaction and genome packaging: aRep9AS (pink symbol) acts as a virus maturation
inhibitor. Of note, the model presented in this figure was built by the first author, using a combination of
elements available from the Servier Medical Art site http://smart.servier.com/. Servier Medical Art by Servier is
licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/
by/3.0/). As specified, users are free to share, copy and redistribute the material in any medium or format, and to
adapt, remix, transform, and build upon the material for any purpose, even commercially.

with six internal repeats, such as aRep9A8, could be estimated to measure between 1,200 and 1,500 A%, based
on structural studies of aRep proteins co-crystallized with their target®. Such a surface area would theoretically
be sufficient to interact with amino acid residues belonging to the two zinc fingers, and even to the adjacent SP1
linker.

The role of the NC and its two zinc fingers in the temporal control of reverse transcription, viral genome
replication and packaging have been extensively documented, as well as their contribution to the structure of
the viral core®*"7!-73_ The observed antiviral effects of NC-interactors such as aRep4E3 and aRep9A8 might
result from the blockage of one or several of these multiple functions. The application of real-time observation
of fluorescent-tagged Gag in live cells™ to aRep-expressing live SupT1 cells should help us to dissect the kinetics
and molecular mechanisms of the «Rep-mediated antiviral effects, in particular their interference with Gag-RNA
interaction and Gag assembly. NC also plays a role in the budding and release of HIV-1 particles by recruiting
proteins of the cellular machinery necessary for viral budding, such as ALIX/AIP1%¥_ Interestingly however,
aRep4E3 and aRep9A8 showed no detectable negative effect on virus particle egress.

In terms of antiviral activity, the present study confirmed the feasibility of artificially produce antiviral
restriction-like factors*****, However, the immunogenenicity of such molecules will need to be assessed before
envisaging any therapeutic applications. As a preliminary evaluation, we have performed the T-cell epitope pre-
diction search for aRep4E3 and aRep9A8 (http://tools.iedb.org/processing/help/), and found negative MHC
score values for both of them (unpublished data). The results of our comparative study of aRep4E3 and oRep9A8
properties suggested that, even though aRep4E3 was more detrimental to viral genome packaging compared
to «Rep9AS, the therapeutic advantage would be in favour of the virus maturation-interfering aRep9A8. In
addition, the finding that ««RepSA8 had the capability to block the production of infectious viral particles, and
prolong the survival of HIV-1-infected cells, could significantly influence future strategies and choice of antivirals
in anti-HIV-1 cell therapy.

Methods

Eukaryotic cells. Insect cells. Spodoptera frugiperda (Sf9) cells (Life Technologies) were maintained as
monolayers at 28 °C in Graces insect medium (Life Technologies) supplemented with 15% fetal bovine serum,
penicillin (100 Units/mL), and streptomycin (100 pg/mL). Mammalian cells. Human embryonic kidney cells
(HEK293T), obtained from ATCC (Manassas, VA) were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
(DMEM; Life Technologies). Human T cells lymphoblastic lymphoma cells SupT1 and Jurkat LTR-GFP cells
(JLTRG; obtained from the NIH AIDS Reagent Program) were grown in RPMI-1640 medium containing pen-
icillin (100 U/mL), streptomycin (100 pg/mL), 2mM L-glutamine, and 10% FBS (HyClone). All cell lines were
maintained in a humidified 37 °C incubator containing 5% CO..
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Bacterial cells and plasmid vecfors. XL-1 Blue bacteria (Stratagene) were used as the host strain for generat-
ing the cRep phage library and for phage amplification. M15[pREP4] bacteria (Qiagen) were used to produce
H;-tagged oRep proteins. E. coli BL21 was used as the host strain for producing G5T-tagged proteins of HIV-1
Gag domains. The pQE-31 plasmid (Qiagen) was used for the production of H,-tagged recombinant o Rep pro-
teins. The pGEX-4T1 plasmid {GE Healthcare Life Sciences) was used to produce GST-tagged recombinant pro-
teins at high levels.

Viral vectors. Baculoviral vector.  Autographa california multiple nuclear polyhedrosis virus (AcMNPV)
has been used to construct the recombinant baculoviral vector AcMNPVE®E expressing the full-length,
N-myristoylated wild-type HIV-1 Gag polyprotein, abbreviated Pr55Gag. The production of recombinant
Pr35CGag and VLPs in AcMNPVeE infected Sf9 cells have been descrived in detail in previous studies®=951,

V5Ve-pseudotyped lentiviral vectors. CGW, a HIV-1-based self-inactivating (SIN} lentiviral vector of
third-generation™* was used as the backbone vector to transfer the aRep genes into HEK293T and SupT1 cells.
HEK293T cells at 70-80% confluence in 10-cm dish were co-transfected with the CGW transfer vector (10 pg/
dish) carrying each one of the GFP-fused aRep genes, the packaging construct pMDLg/pRRE (6.5 pg). pRSV-Rev
(2.5pg), and pMD.2 G (3.5pg). Lentiviral vector particles were harvested from the culture supernatant at 24 and
48 hrs post-cotransfection. High-titer vector stocks were obtained by ultracentrifugation through a 20% sucrose
cushion. Viral titers were determined from the percentage of GFP-positive cells in HEK293T cultures infected
with serial dilution of vector stock samples, at 48 hrs post-infection.

HIV-1stocks. Replication-competent HIV-1 NL, ; virus, a X4-tropic strain of HIV-1, was produced by tran-
sient transfection of HEK293T cells by the pNL4-3 plasmid. In brief, monolayers of HEK293T cells at 4 x 10°
cells per 10-cm dish were transfected with 5pg of the pNL, ; plasmid using transIT-X2 transfection reagent
{Mirus Bio, Madison, WI) according to the manufacturer’s protocol. The cells were allowed to grow for 48 hrs.
HIV-1 virus particles in culture supernatant were then harvested by filtration through sterile syringe filters with
a 0.45pum pore size (Millex-HA filter unit; Merck Millipore, Hessen, Germany). HIV-1 stock was aliquoted and
kept frozen at —80°C. Virus particle titers were determined by conventional ELISA for CAp24-antigen, using
the Genscreen ULTRA HIV Ag-Ab assay (Bio-Rad, Marnes-la-Cogquette, France). Viral loads were determined
using the COBAS® AmpliPrep/COBAS® TagMan HIV-1 Test v2.0 { Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ).

Generation of HIV-1 target proteins. Our viral targets consisted of various glutathione-S-transferase
(GST)-fused polyproteins derived from the HIV-1 GagPr55 precursor (LAT isolate). GST-CA, -5P1-NC induded
the 21 amino acids of the C-terminal domain of the capsid protein (CA), fused to the 5P1 linker and the whole
nuclepcapsid (NC) domain, encompassing its two zinc fingers (ZF) until residue F433 (Fig. 1a). A panel of
C-truncated mutants of GST-CA;, 5P1-NC were constructed by PCR amplification, using specific oligonudeotide
primers (see Supplementary Table 81). The amplification products were purified by GenelET PCR Purification
kit, and a first step gene cloning was performed using InsTAclone PCR cloning kit (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA). XI1-1 Blue competent cells were transformed by the ligation products, and colonies were picked
for PCR amplification, restriction enzyme analysis using BamHI and Xhol, followed by DINA sequencing. Each
construct was isolated from the pTZ57R/T vector and transferred to pGEX-GST expression vector using the same
restriction sites, BamHI and Xhol. The step of clonal identification was performed as previously described* .

Three pGEX-GST-gag plasmids were constructed: (i) pGEX-GST-CA, -5P1-NC; (ii) pGEX-GST-
CA,-SP1-NCAZT2; and (ifi) pGEX-GST-CA,,-5P1. BL21 cells were used for recombinant Gag protein production.
BL-21 harboring each of the recombinant pGEX-GST-gag plasmids were cultured in 200 mL LE broth containing
100 pg/ml. ampicillin and 1% (w/v) glucose, at 37 °C with shaking. When OD g, reached 0.8, protein expression was
induced by addition of 0.1 mM isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), and maintained in culture at 30°C
overnight with shaking. Cells were pelleted by centrifugation at 1,200 = g for 30 min at 4°C. Cell pellets were resus-
pended in PBS containing a cocktail of protease inhibitors (Roche Diagnostics GmbH), then lysed by sonication.
Soluble proteins were purified by affinity chromatography on glutathione-agarose gel {ThermoFisher Scientific),
following the protocol of the manufacturer, and analyzed by SDS-PAGE and Western blotting.

Screening of the ccRep library on the viral target.  The construction of the ccRep phage library 2.1 has
been described in a previous study™. In brief, the aRep library was constructed by polymerization of synthetic
microgenes corresponding to individual HEAT-like repeats, and the olRep proteins were expressed at the surface
of M13-derived filamentous phages (phage display). In terms of diversity, our cRep library is estimated to contain
1.7 x 10® independent clones.

For the ouRep library screening, purified GST-CA,,5P1-NC protein which represented our viral target was
diluted at 5pg/ml in coating buffer (TBST: 20 mM Tris/HC, pH 8.0, 150mM NaCl, 0.05% Tween-20) was
immobilized on glutathione-coated microtiter ELISA plate ({ ThermoFisher Scientific) by incubation overnight
at 4°C in a moisture chamber. The coated wells were washed four times with TBST, and saturated with blocking
solution (2% BSA in TBST; 200 pL/well) for 1 hr, after which an aliquot of the phage library was added to the
GST-CA, 5P1-NC coated wells, and incubated at room temperature (RT) for 1 hr with shaking. Several washes of
the wells were then performed with TBST, and bound phages were eluted by three successive rounds of adsorp-
tion/elution. Phage elution was performed by acidic solution (0.1 M glycine-HCI buffer, pH 2.5} in the first two
rounds. The last phiil%le elution consisted of specific ligand elution™, by using a large excess of GST-CA,, SP1-NC
as the competitor. The population of aRep-displayed phages eluted from the GST-CA, SP1-NC bait was then
amplified and subcloned in XL-1 Blue cells, as described for ankyrin scaffolds™',
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Individual phage clones were selected and amplified as previously described® -, and their respective
binding activity towards the GST-CA;,5P1-NC target was determined by ELISA. 100 pL-aliquots of purified
GST-CA; 5P1-NC (5 pg protein/mL) were diluted in PBS and dispensed into the wells of a glutathione-coated
microtiter plate, then incubated overnight at 4°C. The coated plate was washed four times with TBST, then
blocked with TBST-BSA (200 pL per well) at RT for 1 hr with shaking. After a washing step, 100 pL-aliquots of
each phage culture supernatant were added to the wells and incubated at BT for 1 hr, followed by HRP-conjugated
mouse anti-M13 (GE Healthcare Life Sciences) diluted to 1:5,000 in TBST-BSA (100 pL-aliquot per well), and
incubation proceeded at RT for an extra 1 hr. The wells were washed again, prior to the addition of 100pL
SureBlue™ TMB Microwell Substrate (KPL, Gaithersburg, MD). Reaction was stopped with 1 N HCl, and absorb-
ance measured at 450 nm. Phage clones showing a high binding activity towards the immobilized target were
sequenced and kept for cytoplasmic expression of individual «Rep proteins.

Expression and purification of aRep proteins.  The «Rep genes corresponding to strong binders to the
GST-CA,;,-5P1-NC target were sub-cloned in pQE-31 plasmids, and used for transforming the bacterial strain
MI15[pREP4] strain, as previously described™-*. M15[pREP4] cells harboring the pQE31-aRep plasmids were
grown at 37 °C in LB broth supplemented with ampicillin (100 pg/mlL), kanamycin (25pg/mL), and 1% (w:v) glu-
cose with shaking. When absorbance at 600 nm reached 0.8, the aRep protein expression was induced by addition
of 1 mM IPTG, and cells further incubated for 4 hrs at 30 "C with shaking. Bacteria were pelleted by centrifugation
(1,200 g for 30 min at 4°C), and bacterial cell pellets resuspended in PBS containing a cocktail of protease inhib-
itors {Roche Diagnostics GmbH}, then lysed by sonication. Bacterial cells lysates were darified by centrifugation
at 15,000 = g for 30 min at 4 °C. Soluble, H,-tagged recombinant cRep proteins were purified by affinity chroma-
tography on HisTrap columns (GE Healthcare Life Sciences), and analyzed by SD5-PAGE and Western blotting.

Protein pull-down assays. E. coli BL21 cells were transformed with plasmids pGEX-4T1 harboring the
genes encoding the GST-CA,,-SP1-NC, GST-CA;,-5P1-NCAZF2, and GST-CA,,-5P1 proteins, and bacterial
cells cultured in Terrific broth (TR) medium supplemented with ampicillin (100 pg/mL), and glucose {1%; wiv)
at 37°C with shaking. When the O, of the cultures reached 0.8, protein expression was induced by addition of
0.1 mM IPTG, and the culture was further maintained at 30°C for 16 hrs with shaking. Bacterial cells were then
pelleted by centrifugation at 1,200 = g at 4°C for 30 min, resuspended in PBS containing a cocktail of protease
inhibitors {Roche Diagnostics GmbH), and sonicated. After clarification by centrifugation {15,000 = g at 4°C, for
30 min}, aliquots of supernatants containing GST-CA,,-5P1-NC, GST-CA;,-5P1-NCAZF2, or GST-CA,,-5P1
were incubated with purified His-tagged cRep4E3 or oRep9AS& protein (300pg) in PRS-0.01% Tween-20
(1 ml total volume), for 2 hrs at BT with shaking. Aliquots (20pl) of glutathione-coated agarose beads (Pierce
Glutathione Agarose; ThermoScientific, Waltham, MA) were then added to the reaction mixture, and further
incubated for 1 hr at KT with shaking. Beads were centrifuged at low speed, washed 4 times with 0.05% Tween-20
in PBS, and resuspended and heat-denatured in SD5-PAGE loading buffer for Western blot analysis.

SDS-PAGE and Western blotting.  Samples normalized to equal amounts of total protein were S-EEﬂmlt‘d
by electrophoresis in SDS-containing 12%- or 15%.-polyacrylamide gel. Gels were stained with PageBlue™ pro-
tein staining solution { ThermoFisher Scientific), or used for Western blotting (WE). For WEB, proteins sepa-
rated on SDS-gels were electrically transferred to PVDF membrane (GE Healthcare, UK). After blocking with 5%
skimmed milk in TBST, the PVDF membranes were incubated with various primary and secondary antibodies.
(GS5T-tagged proteins were detected using rabbit anti-GST antibody (Applied Biological Materials Inc., Richmond,
Canada [ABM]). Gag proteins were detected using rabbit anti- Pr35Gag antibody (laboratory-made®-**). aRep
proteins were detected using mouse monoclonal anti-H, tag (ABM), in the conditions recommended by the man-
ufacturer, or rabbit polyclonal anti-oRep protein (laboratory-made). Secondary antibodies consisted of HRP- or
phosphatase-conjugated goat anti-mouse or anti-rabbit IgG antibody ( KPL, Gaithersburg, MD), followed by spe-
cific chromogen reaction and color development. The protein bands on blots were scanned using the Photo Scan
Lite application and the average relative band intensity values were obtained using Image Studio Lite Software
Version 5.2.5.

Construction of 5f3-derived cell lines stably expressing M-myristoylated oRep pro-
teins. The integrative plasmid pIB/V5-His-TOPO vector (Life Technologies) was used for stable expression
of GFP-tagged and N-myristoylated aRep proteins in 5% cells, under the control of the OplE2 promoter. The
sequence coding for a N-myristoylation signal®™* was inserted at the 5-end of the cRep-GFP genes to obtain
M-myristoylated recombinant proteins, abbreviated (Myr+ )oRep-GFP (Fig. 1c). Sf9 cells were transfected with
the pIBY5-His-TOPO-based vectors {2.5pg/10% cells), using the DOTAP Liposomal Transfection Reagent (Roche
Diagnostics GmbH). Transfected cells were maintained in complete Grace’s insect cell medium containing blas-
ticidin ( ThermoFisher Scientific) at 100 pg/mL. Two Sf3-derived cell lines were thus generated, referred to as S/
(Myr+)4E3-GFP and 56/ (Myr+)9A8-GFP (see Supplementary Fig. 51). The expression of these proteins was
monitored by fluorescence microscopy, and confirmed by SDS-PAGE and Western blot analysis using rabbit
polyclonal anti-aRep antibody (laboratory- made).

Isolation of extracellular HIV-1 virus-like particles (VLPs). 59 cells were infected with AcMNPVee
at an input multiplicity of 10 PFU/cell (MOI 10). Cells were harvested at 48 hrs postinfection (pi), and the cul-
ture supernatants were clarified by low-speed centrifugation. VLPs were recovered from the clarified superna-
tants using a two-step procedure comprising (i) a sucrose-step gradient centrifugation, followed by (ii) isopycnic
ultracentrifugation® -**™, In step (i), VLP's were pelleted through a sucrose cushion (20%, w:v, in TNE buffer;
THNE: 100mM NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM Na,EDTA} at 30 krpm for 1 hr at 15°C in a Beckman SW55
rotor. For step (ii), pelleted VLPs were gently resuspended in 0.20-0.25 mL PBS, and centrifuged in a linear
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sucrose-1,0 gradient. Linear gradients (10-mL total volume, 30-50%, w:v) were centrifuged for 18 hrs at 28
krpm in a Beckman SW41 rotor. The 50% sucrose solution was prepared in D.O buffered to pH 7.2 with NaOH,
and the 30% sucrose solution was prepared in 10 mM Tris-HCl, pH 7.2, 150 mM NaCl, 5.7 mM Na,EDTA.
Aliquots of 0.5 mL were collected from the top, and fractions analyzed for protein content by SDS-PAGE and
immunoblotting, and by luciferase assays, as detailed below:

Luciferase-based quantitative assay for HIV-1 Gag assembly and extracellular release of
VLPs. The co-expression of the Luc-Vpr fusion protein by AcMNPV™<¥F results in the incorporation
of Luc-Vpr into Gag VLPs via the interaction of Vpr with the Gag p6 domain®. The levels of luciferase activ-
ity present in the pelletable fraction from the culture supernatant represented the amount of VLPs released.
Aliquots (10¢) of 59 (control cells), S6/{ Myr+)4E3-GFP and Sf/({Myr+)9A8-GFP cells were co-infected with
two recombinant baculoviruses, ACMNPVEE and AcMNPVE=YF, at equal multiplicity of infection each (MOI
10). Co-infected cells were harvested at 48 hrs pi, and the amounts of extracellular VLPs released in the culture
medium were quantitated using luciferase assays. VLPs were pelleted and lysed in KDT buffer (KDT: 0.1 M potas-
sium phosphate buffer, pH 7.8, 1 mM DTT, containing 0.2% Triton = 100) for 30 min at 37 °C with vortexing every
10 min. The VLP-associated luciferase activity was measured using luciferin- ATP substrate (VivaGlo™ Luciferin,
Promega) and the Lumat LB-9501 luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Germany), as previously
described™, and results expressed as relative light units (RLU) per pg protein. In order to correct for possible
variations in the cellular expression of LucVpr, the values obtained with VLPs were normalized to the luciferase
activity measured in the corresponding cell lysates, also expressed as RLU/ug protein.

Electron microscopy. Control 59 cells, S£{(Myr+)4E3-GFP and Sf/(Myr+)9A8-GFP cells were infected
with AcMNPVEE at MO 10, harvested at 48 hrs post-infection, and processed for EM observation as described
in previous studies™ ~**, Cells were fixed with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.5, post-fixed
with osmium tetroxide (2% in H,0) and treated with 0.5% tannic acid solution in H,0. The specimens were dehy-
drated and embedded in Epon (Epon-812; Fulham, Latham, NY). Ultrathin sections were stained with 2.6% alka-
line lead citrate and 0.5% uranyl acetate in 50% ethanol, and poststained with 0.5% uranyl acetate solution in H,O.
Grids were examined under a Jeol JEM-1400 electron microscope, equipped with an ORIUS™ digitalized camera
(Gatan France, 78113-Grandchamp). For statistical EM analyses, a minimum of 50 grid squares containing 10 to
20 cell sections each were examined for counting VLPs budding at the cell surface, released in the external milien
or remaining in intracellular compartments™-334,

Flow cytometry. The efficacy of cell transfection or transduction by lentiviral vectors was evaluated by flow
cytometry. Cell samples were harvested at 48 hrs post-transfection or transduction. Cells were washed once
with PBS, then with PBS containing 1% FBS-0.02% NaN,. After the washing steps, the cells were resuspended
in 1% paraformaldehyde in PBS and analyzed by flow cytometry, using a BD Accuri™(Cs flow cytometer (BD
Binsciences).

Construction of SupT1 cell lines stably expressing cRep proteins.  VSVg-pseudotyped CGW vec-
tors harboring the genes encoding the non-N-myristoylated version of cRepdE3-GFP or nRep9AS8-GFP proteins
were produced in HEK293T cells. As negative control, an irrelevant, GFP-fused oRep (oRep9C2-CGFP) was also
inserted into CGW. Aliguots of SupT1 cells were transduced with VSV g-pseudotyped CGW-nRep-GEP vectors
at MOI 1, using spinoculation at 2,500 = g and 32 °C for 2 hrs in growth medium containing Polybrene (8 pg/
ml; Sigma-Aldrich, 5t. Louis, MO). At 16 hrs post-transduction, cells were washed 5 times with serum-free
RPMI, and further incubated at 37 °C and 5% COj; in fresh C-RPMI supplemented with FBS (10%), penicillin
{100 U/mL) and streptomycin (100 pg/mL). The cells were then divided every 3 days and resuspended in fresh
growth medium. Three stable cell lines, referred to as SupT1/oRep4E3-GFP, SupT 1/ oRep9AS-GFP and SupT1/
oRepeC2-GFP cells, respectively, were isolated, and monitored by fluorescence microscopy and flow cytometry
{BD Accuri™ Ca, BD Biosciences).

Antiviral activity of ®Rep proteins in HIV-1-infected SupT1 cells. Control SupT1 cells and SupT1
cells stably expressing oRep4E3, aBep9A& or clep?C2 were maintained in growth medium for at least 4 weeks
before incubation with HIV-1 NL, ; virus inoculum at MOI 1 for 16 hrs. After rinsing with serum-free medium,
the cells were resuspended in fresh growth medium, and maintained in culture for several weeks. HIV-1 par-
ticle yields were determined in the cell culture supernatants collected at 3-day intervals, using CAp24-ELISA
{Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France), and viral genome copy numbers were assayed using the COBAS®
AmpliPrep/COBAS® TagMan HIV-1 Test v2.0 (Roche Molecular Systems, Branchburg, NJ).

The evaluation of viral genome integration could not be performed by using conventional Alu-Gag PCR assays
on ocRep-expressing SupT1 cells. These stable cell lines were generated by using the third-generation lentiviral
vectors, which contain part of the US region required for the integration of the aep gene into the cell chromo-
some. As a consequence, this region would give a positive signal in Alu-Gag PCR assays, even with noninfected
cells. To avoid this drawback, viral genome integration was evaluated using SYBR green-based qRT-PCR assays
performed on high molecular weight DNA isolated from infected cell lysates, with a pair of primers specific to
an internal sequence of the pol-prf gene (see Supplementary Table 52). The kit used in these assays was the High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Product No. 11796828001}, which has been developed to recover
high molecular weight DNA from cellular genomic DNA, ranging from 30 to 50 kbp and free of contaminations
with unintegrated viral cDNA.

The cell viability was evaluated using Trypan blue dye exclusion assays and the Countess™ Automated Cell
Counter (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific).
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ELISA-based HIV-1 Gag processing assay. The ELISA-based assay used to quantitate the extent of Gag
processing relied on HB-8975, an anti-matrix (MA) monoclonal antibody issued from the hybridoma clone
MHSVM33C9/ATCC HB-8975, and obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas,
VA). HB-B975 fails to react with its epitope (DTGHSSQVSQNY) located immediately upstream to the MA-CA
junction when the MA domain is embedded in the Pr55Gag polyprotein precursor. After PR-mediated cleavage
of the MA-CA junction, this epitope becomes fully exposed and accessible to HB-8975, and can compete with a
free synthetic peptide mimicking its amino acid sequence. The degree of competition in ELISA correlates with
the extent of MA-CA cut, and provides a quantitative evaluation of the degree of Pr35Gag maturation, as shown
in previous studies™-47,

Microtiter plates were coated with 100 pL. anti-MA HB-8975, diluted at 5 pg/mL in coating buffer (1 M
NaHCO, pH 9.6), and left overnight at 4°C in a moisture chamber. Wells were washed 3 times with PBS-T, and
incubated with 200 pL blocking solution (2% BSA in PBS) at RT for 1 hr to prevent non-specific binding. Next,
60 pl.-aliquots of cell culture medium, normalized to the same CAp24 titer (B0pg/mL), were pre-incubated with
Triton X-100 (1% final concentration) and 10 ng/mL biotinylated synthetic MAp17 C-terminal peptide at RT for
10min. The mixtures were then added to the wells and incubation proceeded for 1hr. The binding reaction was
revedled by incubation with HPR-conjugated streptavidin at RT for 1 hr, followed by addition of 100 pL-aliquots
of TMB microwell peroxidase substrate. The reaction was stopped with 1 N HC, and the optical density measured
at 450 nm.

Infectivity assays. Infectious titers were determined using ILTRG cells, a CD4/CXCR4-expressing Jurkat
T cell-based reporter cell line, which harbors the enhanced GFP gene under the control of the HIV-1 LTR pro-
moter. JLTRG cells (referred to as Jurkat-GFP cells in the present study) are Tat-dependent indicator T-cells
which express GFP upon infection with HIV-1%%. Samples from culture supernatants were adjusted to equal
amounts of CAp24 (15pg/mL) by dilution into fresh C-RPML Jurkat-GFP cells were seeded at 2.5 = 10° cells/
well in 96-well culture plate containing 8 pg/mL Polybrene (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO). 100 pL-aliquots of the
CAp24-normalized culture supernatants were added to the wells, and further incubated at 37 °C and 5% CO, for
16 hrs. At 16 hrs pi, 100 pL-aliguots of fresh C-RPMI was added to the wells. Jurkat-GFP cells were harvested at
D14 pi and assayed for GFP-positivity by flow cytometry®-79-8.,

Statistical analysis. Unless otherwise stated, results were expressed as mean + 5D of n experiments,
using the GraphPad Prism version 6.01 for Windows (www.graphpad.com; GraphPad Software, La Jolla, CA).
Differences were considered statistically significant when P < 0.05.
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