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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) infection causes neurological diseases and birth defects representing an
important threat for human health. Recent studies demonstrated that type I interferon (IFN-I)
response is pivotal for the control of ZIKV spread, in utero transmission and protects against
ZIKV-induced neurological diseases. Here, we conduct a genomic screen based study of the
evolution of the viral quasi-species in response to experimental modulation of the host
antiviral signaling to delineate the genetic interactions with the IFN-I/III response in ZIKV
genome and the viral escape mechanisms. We first set up an experimental cell culture system
to exert a selective pressure on ZIKV replication by the Toll-like receptor (TLR)-3-induced
antiviral signaling. We uncovered that serially passaged ZIKV populations adapt to the
antiviral response, as determined by viral resistance to TLR3-induced restriction. The adapted
viruses no longer induce IFN response, as assessed by the absence of interferon-stimulated
gene upregulation. Foci size analysis revealed an increased viral spread of adapted viral
populations. Consistently, the specific infectivity of viral population augments in the course
of serial passaging, and is temporally associated to the viral resistance to TLR3-induced
restriction. Next-generation sequencing and bioinformatics analysis of the viral evolution
uncovered point mutations whose frequencies consistently increase in E surface protein,
temporally correlated to the acquisition of the adapted phenotype, leads to a S-to-L
substitution at position 455 — lining at the edge of the amphipathic helix close to the trans-
membrane domain, thus likely regulating structural stability. A second candidate is in an
amphipathic helix of NS4B, predicted to span on the lumen side of the ER membrane. The E
mutation is not observed in the ZIKV sequence database, thus implying such viral evolution
might be unheeded in vivo by a trade off with other requisite viral abilities. Altogether our
results uncovered that ZIKV can acquire increased replication ability associated to resistance

to antiviral response, an event likely primed by the loss of sensing by the host cells.



RESUME

Le virus Zika (ZIKV) représente une importante menace pour la santé humaine. De récentes
études démontrent que la réponse a l'interféron de type I (IFN-I) est cruciale pour le controle
de la propagation de ZIKV et de la transmission in utero ainsi que la pathogénese, dont les
atteintes neurologiques induites par ZIKV. Afin de déterminer les interactions génétiques
entre la réponse IFN-I/-III dans le génome de ZIKV, nous avons établi une analyse
génomique de 1'évolution de la quasi-espece virale en réponse a la modulation expérimentale
de la signalisation antivirale de 1’hote. Nous avons d'abord mis en place un modele cellulaire
pour appliquer une pression de sélection sur la réplication de ZIKV via la signalisation
antivirale induite par le récepteur Toll-like (TLR)-3. Nous avons découvert que les
populations virales, apres plusieurs passages successifs, s'adaptent a la réponse antivirale,
telle que déterminé par la résistance virale a la restriction induite par TLR3. Les virus adaptés
n'induisent plus de réponse IFN (i.e., absence d’augmentation d’expression de genes stimulés
par l'interféron). L'analyse de la taille des foyers infectieux a révélé une augmentation de la
propagation virale des populations virales adaptées. De maniere reproductible, I'infectivité
spécifique de la population virale augmente au cours des passages et est temporairement
associée a la résistance virale a la restriction induite par TLR3. L’analyse bioinformatique de
I'évolution virale déterminé par séquencage haut débit met en évidence une mutation
candidate, car temporellement corrélée a l'acquisition du phénotype adapté, dans la protéine
de surface E : une substitution S/L en position 455 — a ’extrémité de 1’hélice amphipathique
proche du domaine transmembranaire. Cette substitution pourrait contribuer a la régulation de
la stabilité structurale de E. Une seconde mutation candidate se trouve a I’extrémité d’une
hélice amphipathique de NS4B, prédite pour interagir avec la membrane du coté de la lumiere
du réticulum endoplasmique. La mutation de E n'est pas observée dans la base de données de
séquences de ZIKV isolés de patient, impliquent que, contrairement a un environnement
cellulaire  stable et plus réductionniste, une telle adaptation virale serait
contrainte/compromise in vivo par 1’existance d'autres niveaux d’interaction avec I’hote Nos
résultats montrent que I’adaptation de ZIKV conduit a une optimisation de réplication virale
associée a une résistance a la réponse antivirale, ces événements étant probablement promus

par la perte d’induction de la réponse antivirale trés précoce.
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I. INTRODUCTION

A. Le virus Zika (ZIKYV)

Les virus appartenant a la famille des Flaviviridae sont des virus enveloppés dont le génome
viral est sous forme d’ARN simple brin de polarité positive. Leur génome code une
polyprotéine unique clivée par des protéases cellulaires et virales. La partie N-terminale de la
polyprotéine correspond aux protéines dites structurales qui constituent la particule virale. Les
protéines dites non-structurales, présentes en C-terminal de la polyprotéine, sont impliquées
dans la réplication, I’assemblage des virions, ainsi que la modulation des réponses de 1’hdte
(voir section C.2) (Figure 1). La famille des Flaviviridae comprend i) le genre des Pestivirus
regroupant des virus de mammifeéres ayant une transmission verticale, tel que le virus de la
peste porcine, ii) le genre des Hepacivirus auquel appartient le virus de 1’hépatite C (VHC)
pour lequel la transmission est parentérale et pouvant conduire a une infection chronique et
iii) le genre des Flavivirus. Les flavivirus sont principalement associés a des infections dites
aigues (i.e., de courte durée mais dont la pathologie peut étre sévere) chez I’'Homme,
transmises par des arthropodes (e.g., moustiques et tiques). On retrouve dans ce genre des
virus tels que le virus de la dengue (DENV), le virus du Nil occidental (WNV) et le virus Zika
(ZIKV). Mon travail de these a principalement porté sur I’étude de ZIKV.

SUTR: 3'UTR
coiffe-gl
Protéines structurales Protéines non-structurales
& ul’M HE J‘JS1J LNSZAJ kNSZBJ ANS31 xNS4AJx NS4B o & NS5 g
A A A 2> A A A /A A
Particule virale Réplication virale
Assemblage
A NS3 protéase A Signal peptidase ? Inconnu

Figure 1 : Organisation génomique de ZIKYV et répartition des protéines virales sur la
polyprotéine. Représentation du génome ARN de polarité positive de ZIKV (A) et de la
polyprotéine associée (B). Le génome est encadré de séquences non-codantes (UTR) aux
extrémités 5’ et 3°. Les protéines structurales (C, prM et E) sont représentées en rouge. Les
protéines non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) sont représentées
en bleu. Les triangles verts et noirs représentent respectivement les sites de coupure de la
protéase virale NS3 et des protéases cellulaires. Un site de coupure (?) n’est, pour I’instant,
associé a aucune protéase connue.
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A.1. Epidémiologie

La premicere description de ZIKV a été faite en 1947 en Ouganda, chez des macaques rhésus
de la forét Zika (Dick et al., 1952). En 2007, un foyer épidémique est décrit en Micronésie,
sur les iles de Yap. Une étude sérologique a estimé a plus de 70% le nombre d’individus
infectés dans la population locale (Dufty er al., 2009) (Figure 2). De 2013 a 2014, une
seconde épidémie touche la Polynésie francaise ainsi que la Nouvelle Calédonie. En 2015, le
virus est également détecté au Brésil (Figure 2). L’urgence sanitaire est alors déclarée par
I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS). Le virus se propage rapidement en Amérique du
Sud, en Amérique centrale puis aux FEtats-Unis (Zhang et al., 2017). Bien qu’une
intensification de la lutte anti-vectorielle ait été mise en place dans les pays concernés, les
foyers épidémiques sont, a ce jour, toujours présents dans plus de 60 pays

(www.who.int/emergencies/zika-virus/situation-report) (Figure 2).
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Figure 2 : Distribution temporelle et géographique de ZIKV (1947 — 2016).
Représentation des foyers épidémiques de ZIKV depuis I’isolation du virus (1947) jusqu’aux
épisodes épidémiques de 2016. Les dates se rapportent a des événements relevés par le site de
I’Organisation Mondial de la Santé (www.who.int).

A mesure que le nombre et I’étendue des foyers épidémiques augmentent, le lien entre
I’infection par ZIKV et I’apparition de symptomes neurologiques émerge (Schuler-Faccini,
2016). Ces symptomes seraient principalement associés aux récentes épidémies. Les souches
virales de ZIKV sont regroupées en souches dites africaines et asiatiques, selon leur
phylogénie et la dispersion géographique. Les contributions du polymorphisme génétique des
populations humaines localement infectées (et/ou mode de vie, environnement) et de la

diversité génétique et/ou virulence de ZIKV dans le développement de la pathologie ne sont
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pas encore totalement élucidées. Néanmoins, il est proposé qu’une seule substitution dans le
gene codant la protéine prM pourrait €tre associ€ée a la pathologie (Yuan et al., 2017).

Récemment, il est également suggéré que ZIKV ait pu accumuler des mutations dans le géne

codant la protéine NSI, lui conférant un avantage sélectif via I’inhibition des défenses de

I’héte (Xia et al., 2018).

w7

)

Figure 3: Distribution globale du vecteur moustique Aedes impliqué dans la
transmission de nombreux flavivirus. La carte représente la probabilité d'occurrence en
2015 (de O en bleu a 1 en rouge) avec une résolution spatiale de 5 km x 5 km (adapté de
Kraemer et al.,2015).

ZIKV est transmis par piqlires de moustiques, principalement le genre Aedes (Figure 3) bien
que des moustiques des genres Anopheles et Mansonia aient été testés positifs en Afrique
(Vorou, 2016). De plus, il a été récemment proposé et démontré que ZIKV serait également
transmis sexuellement a travers I’étude de modeles murins et simiens (Murray et al., 2017,
Tang et al., 2016). La modélisation mathématique de la transmission de ZIKV révele que
cette voie de transmission représenterait alors 3% des transmissions (Gao et al., 2016). En
accord avec ce mode de transmission, le virus infectieux est détectable dans le sperme de
patients jusqu’a six mois apres la date estimée de I’infection (Atkinson et al., 2017; Mansuy
et al., 2016). De méme, une présence prolongée du virus dans l’urine, la salive et les
sécrétions vaginales a été démontrée chez I’Homme et lors d’études de I’'infection de
macaques rhésus (Aid et al., 2017; Murray et al., 2017) (Figure 4). La particule virale de
ZIKV est plus stable par rapport a DENV (en terme d’analyse de particules physiques et
d’infectivité) et ce a différentes températures (Kostyuchenko et al., 2016). La structure
obtenue par microscopie cryo-€lectronique indique que ZIKV possede une surface plus

compacte que d’autres flavivirus (Kostyuchenko et al., 2016). Il est proposé que la stabilité
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structurale de ZIKV pourrait contribuer a sa résistance sous différentes contraintes physico-

chimiques et dans différents milieux incluant par exemple 1’urine, la salive et le sperme

(Kostyuchenko et al., 2016).
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Figure 4 : Tropisme tissulaire et cellulaire de ZIKV. Des études humaines et sur des
modeles animaux (souris et primates non humains) ont permis de détecter ZIKV dans les
tissus et cellules décrits dans ce schéma. Les cibles cellulaires de ZIKV sont non exhaustives.
Les fleches bleues représentent les modes de transmission de ZIKV. Les fleches vertes et
rouges représentent respectivement les sites d’infection immuno-privilégiés et/ou liés a la
pathogénese du virus.

A Tinstar d’autres flavivirus, il est possible que d’autres espeéces d’animaux infectés par
ZIKV constituent des réservoirs de la transmission et/ou ré-émergence de I’infection et/ou
épidémie. En effet, ZIKV a initialement été isolé chez des macaques rhésus, puis chez des
singes verts d’Afrique (Dick et al., 1952; Vorou, 2016). Dans la nature, des anticorps dirigés
contre ZIKV sont détectés chez de nombreuses especes animales telles que les moutons, les
chevres domestiques, les chevaux, les vaches, les canards, les rongeurs, les chauves-souris, les

orang-outans et les carabaos (Vorou, 2016). Cependant, la limitation de la détection de ZIKV
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du fait de la réaction croisée des anticorps avec d'autres flavivirus empéche d’affirmer avec

certitude que ces especes peuvent étre le réservoir de ZIKV.

A.2. Pathogénese

L’infection par ZIKV est asymptomatique pour la majorité des personnes infectées. En
conséquence, il est souvent difficile de connaitre le pourcentage exact de la population
infectée par ZIKV. Néanmoins, au cours de 1’épisode épidémique de 2007 aux iles de Yap, la
population insulaire étant réduite, il a été estimé que pres de 80% des cas d’infection étaient
alors asymptomatiques ou sous forme de maladie fébrile apparentée a un état grippal (Duffy
et al., 2009). En contraste, il est reporté que, durant I’épidémie au Brésil, plus de 40% des
feetus de femmes enceintes infectées présentaient des anomalies, telles que des calcifications
cérébrales, le développement de microcéphalie, un retard de croissance intra-utérin, ou encore
le déclenchement de fausses-couches (Brasil et al., 2016a). Chez 1’adulte, le syndrome de
Guillain-Barré, caractérisé par une dégradation des gaines de myélines des neurones
périphériques entrainant des paralysies, a été également observé chez les patients infectés par

ZIKV (Cao-Lormeau et al., 2016; Miner and Diamond, 2017).

Selon de récents travaux, les atteintes neurologiques et développementales résultent
notamment des réponses immunitaires de 1’hote infecté. Par exemple, une récente publication
indique que la réponse antivirale via l'interféron (IFN) est a 1’origine de troubles du
développement chez le feetus dans le modele murin (Yockey et al., 2018). Il semble aussi que
le virus induise ou imite une réaction auto-immune par I’action de voies de I’immunité innée,
notamment par la production de cytokines (Bayless et al., 2016) et le recrutement de
lymphocytes T CD8+ dans les organes cérébraux (Dang et al., 2016; Jurado et al., 2017), ce
qui contribuerait a la pathogénese. Par ailleurs, la fonctionnalité de plusieurs régulateurs de la
neurogénese est directement perturbée par ZIKV, telles que par exemple la protéine Musashi
1 et la kinase a sérine/thréonine « TANK-binding kinase 1 » (TBK-1) (Chavali et al., 2017,
Onorati et al., 2016). Les mécanismes moléculaires par lesquels I’infection par ZIKV induit
de séveres atteintes du développement du systeme neuronal et/ou de sa fonctionnalité sont
encore largement inconnus. Cependant, il semble que la réponse inflammatoire
exacerbée/viro-induite, contribuerait a la pathogénese, soulevant la nécessité de mieux
comprendre les relations moléculaires qu’il existe entre ZIKV et les réponses antivirales de

I’héte.
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A.3. Cycle viral et structure du génome
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Figure S : Le cycle de ZIKYV. L’entrée du virus dans la cellule hdte humaine (via les facteurs
d’entrée Axl et/ou DC-SIGN) est effectuée par endocytose nécessitant la formation d’une
cage de clathrine. Suite a I’acidification de I’endosome, la particule fusionne 1’enveloppe
virale a la membrane de I’endosome. Il y a décapsidation du génome dans le cytoplasme,
directement pris en charge par la machinerie de traduction cellulaire. Une fois les protéines
virales produites, la réplication du génome viral a lieu dans des vésicules issues du réticulum
endoplasmique. L’assemblage des particules virales a lieu dans des saccules a proximité des
vésicules (encadré représentant une tomographie électronique des vésicules induites par ZIKV
dans les cellules Huh7 (Cortese et al., 2017)). Les virions nouvellement assemblés suivent la
voie de sécrétion trans-golgienne, nécessaire a la maturation des particules. Le processus de
maturation étant sous-optimal, une faible proportion de virus sécrétés sont infectieux.

A.3.a) Entrée cellulaire

Probablement en raison du large spectre de cellules susceptibles a I’infection par ZIKV,
I’identification des facteurs d’entrée reste une question ouverte (Figure 4). Cependant, des
travaux mettent en évidence des facteurs contribuant a 1’entrée, possiblement de facon non-

exclusive et dépendante du type cellulaire, comme c’est aussi le cas pour d’autres flavivirus.

16



Parmi les facteurs d’entrée déja identifiés figure AxIl, un membre de la famille des récepteurs
TAM (Tyro3-AxI-Mer), également connu pour réduire 1’induction de la réponse immunitaire
innée suite a la liaison de ligands (Meertens et al., 2017) (Figure 5). Ces facteurs, présents a
la surface cellulaire, interagissent avec des phosphatidylsérines, soit directement (i.e.,
molécules TIM) ou indirectement via des composés solubles tel que Gas6 dans le cas du
récepteur Axl. La phosphatidylsérine serait présente a la surface de virions ZIKV (Tabata et
al., 2016), comme aussi démontré pour d’autres flavivirus tel que DENV (Meertens et al.,
2012). Le récepteur DC-SIGN, impliqué dans 1’entrée cellulaire de nombreux flavivirus, a
également été proposé pour son réle dans I’infection de cellules myéloides par ZIKV (Hamel

et al.,2015) (Figure 5).

Apres attachement de la particule virale a la cellule hote, les particules infectieuses de ZIKV
sont internalisées par endocytose, dépendante de la clathrine (Meertens et al., 2017) (Figure
5). Au cours de la maturation des endosomes contenant les particules, leurs acidifications va
induire un changement de conformation des protéines virales d’enveloppe E et M, résultant en
I’exposition du peptide de fusion présent dans la protéine E. Ce peptide peut alors s’insérer
dans la membrane de I’endosome et, par rapprochement des membranes, conduit a la fusion
des membranes virales et endosomales (Rey et al., 2017). Cette fusion membranaire libére le
génome associé a la capside du virus dans le cytoplasme de la cellule (Hamel ef al., 2015;

Roby et al.,2015) (Figure 5).

A.3.b) Réplication virale et structure du génome

Le génome des flavivirus, de par leur polarité positive, peut €tre directement traduit par la
machinerie cellulaire en une polyprotéine composée de protéines structurales, telles que la
capside, prM, et la glycoprotéine E, et de protéines non-structurales, NS1, NS2A, NS2B,
I’hélicase a ARN NS3, NS4A, NS4B et NS5, une ARN polymérase ARN-dépendante (Figure
1). Le clivage de cette polyprotéine par les protéases cellulaires et par le complexe NS2B-
NS3 permet au virus de former une plateforme de réplication et d’assemblage de particules
immatures au niveau du réticulum endoplasmique (Figure 5). Cette plateforme de production
virale est formée par un réarrangement des membranes de cette organelle, ainsi qu’une

réorganisation du réseau de microtubules (Cortese et al., 2017; Reid et al., 2018) (Figure 5).

L’initiation de la réplication met en jeu des interactions entre les régions hautement

structurées 5’ et 3’ des régions non-codantes (i.e., « UTR ») via des éléments en « tige-
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boucle », induisant la circularisation du génome viral (Liu et al., 2016; Offerdahl et al., 2017).
Cette structure circulaire favorise le recrutement de la polymérase virale et la synthese du brin
complémentaire au brin matrice (de polarité négative), générant une molécule intermédiaire
d’ARN a double brins. Le brin de polarité négative sert alors de matrice pour la synthése du
génome viral. En plus du domaine ARN polymérase ARN-dépendante, NS5 possede
également un domaine méthyl-transférase qui permet la méthylation de la coiffe de I'ARN
naissant, encapsulé par la suite dans les particules nouvellement assemblées (Coutard et al.,

2017; Khromykh et al., 2001; Liu et al., 2016) (Figure 5).

A.3.c) Assemblage et sécrétion des virions néo-synthétisés

L’assemblage des particules virales de flavivirus a lieu dans des saccules, a proximité de
vésicules contenant les complexes de réplication, et dépend également du réarrangement
membranaire du réticulum endoplasmique (Cortese et al., 2017) (Figure 5). Bien que le
mécanisme exact reste inconnu, par analogie avec d’autres flavivirus, les interactions entre
protéines non-structurales et structurales seraient impliquées dans 1’adressage du génome et
I’assemblage de virions. En effet, dans le contexte de DENV, la protéine NS2A a un role
essentiel dans la biogénese des membranes induites par le virus et la protéine de capside est
impliquée dans I’incorporation du génome viral dans la particule par interaction directe de la
protéine avec I’ARN (Byk and Gamarnik, 2016; Xie et al., 2015). La maturation des virus
s’effectue lors de leur transit dans le réseau golgien ou une furine cellulaire clive le peptide pr
de la protéine M afin de la rendre mature (Figure S). Cette étape de maturation est requise
pour rendre la particule infectieuse puisque ce clivage est nécessaire au changement de
conformation de la protéine E et a ’accessibilité du peptide de fusion (Rey et al., 2017, 2018).
Néanmoins, le site de clivage de prM est sous-optimal et on estime ainsi que seulement 30 a
40% de la totalité des particules produites sont immatures (i.e., pas de clivage de prM). La
conservation d’un site de clivage sous-optimal pourrait conférer un avantage évolutif au virus,
notamment en empéchant une fusion membranaire prématurée des particules virales dans le
compartiment golgien qui présente un pH acide (Plevka er al., 2011; van der Schaar et al.,
2007). Par ailleurs, les particules immatures de DENV et ZIKV contribuent a I’augmentation
de l'infection dépendante des anticorps (antibody dépendent enhancement, ADE) (voir section
B.3) par la reconnaissance notamment de la protéine prM via les anticorps produits lors de la
réponse immunitaire humorale (Sariol et al., 2017). Dans le contexte de l’infection par
DENYV, de récentes études démontrent que I’ADE contribue a I’aggravation de la pathogénese

dans des modeles murins ainsi que lors d’études chez des patients (Dowd et al., 2011;
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Katzelnick et al., 2017; Sariol et al., 2017). De plus, 1’équipe de recherche dans laquelle j’ai
passé ma these a démontré que les particules immatures non-infectieuses de DENV, WNV
(Décembre et al., 2014) et ZIKV (donnée non publiées) (voir section B.2) sont responsables
de ’activation d’une forte réponse IFN de type I par une sous-population de cellules
dendritiques, les cellules dendritiques plasmacytoides (ou « pDC »). En effet, mon équipe
propose que la rétention des particules immatures - déficientes pour la fusion membranaire -
dans les endolysosomes favorise la reconnaissance de I’ARN immuno-stimulateur par le
récepteur TLR7, connu pour étre localisé dans ce méme compartiment subcellulaire

(Décembre et al.,2014).

A.3.d) Modifications cellulaires viro-induites

Dans les cellules immortalisées, ZIKV est cytopathogene et réarrange drastiquement les
membranes du réticulum endoplasmique, similairement aux autres flavivirus (Welsch et al.,
2009). Dans les progéniteurs neurals feetaux humains primaires, l'infection par ZIKV a une
phase cytopathique partielle caractérisée par l'arrondissement des cellules, la pycnose,
l'activation de la caspase 3 et l'induction de I’apoptose (Hanners et al., 2016). Des
observations similaires sont reportées pour les cellules épithéliales tubulaires proximales
rénales primaires infectées par ZIKV (Chen et al., 2017). L’observation de biopsies de peau
humaine révele que l'infection par ZIKV est associée a un changement de morphologie ainsi
qu'a la formation de nombreuses vacuoles intracytoplasmiques dans différents types
cellulaires (i.e., fibroblastes et kératinocytes) infectés par le virus (Hamel et al., 2015; Monel
etal.,2017).

En outre, la présence de ces vacuoles a double membranes est caractéristique des vésicules de
la machinerie de 1’autophagie, les autophagosomes. L'autophagie est un processus sériel
responsable de la dégradation et du recyclage des composants cytoplasmiques. L’autophagie
augmente la réplication et la dissémination de plusieurs arbovirus (Heaton et al., 2010;
Krejbich-Trotot et al., 2011; Li et al., 2012). ZIKV est capable d'augmenter sa réplication via
l'induction de l'autophagie dans des fibroblastes humains (Hamel et al., 2015). De plus, le
virus bloque la neurogénese et active le flux autophagique dans des cellules souches neurales
feetales humaines par 1’action inhibitrice des protéines virales NS4 A et NS4B sur la voie Akt-
mTOR (Liang et al., 2016). Une récente étude montre que I’activation de 1’autophagie au
niveau du trophoblaste est essentielle a la transmission verticale de ZIKV dans un modele
murin (Cao et al., 2017). La modulation de l’autophagie par ZIKV s’opere donc dans

différents types cellulaires et contribuerait a des étapes essentielles au virus telles que la
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réplication optimale du génome viral, la dissémination ou encore la pathogénese du virus. Un
role proviral de 1’autophagie est aussi décrit pour DENV, par I’apport d’énergie aux cellules
infectées ainsi que pour les étapes de sécrétion des particules virales (Heaton and Randall,

2010; Mateo et al.,2013; Wu et al., 2016).

A 4. Modele d’étude de ZIKV

A4.a) Modeles viraux

La souche de ZIKYV initialement isolée, MR 766 (1947 en Ouganda - de lignée africaine), est
I’un des premiers modeles d’étude pour ce virus. Elle a été dérivée par de nombreux passages
successifs dans des cerveaux de souris (Dick et al., 1952). Ce passage viral, dans un organe
spécialis€é ayant un privilege immun, permet ’obtention d’un virus ayant une meilleure
propagation dans I’environnement neuronal, mais le rend susceptible d’avoir accumulé des
mutations d’adaptation, voir une possible atténuation du virus lors de son passage dans un
type cellulaire différent. Suivant I’ampleur des récentes épidémies, de nombreuses souches
virales ont été isolées et, pour la plupart, enticrement séquencées, permettant d’enrichir la
base de données « Virus Variation » qui compte a ce jour pres de 500 souches séquencées
(https://www .ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VirusVariation/Database/nph-select.cgi).

Les différences entre les lignées africaines et asiatiques de ZIKV soulignent i) l'importance
d'inclure des souches de ZIKV pertinentes pour étudier, par exemple, la pathogénese de la
microcéphalie congénitale et ii) la prudence contre l'extrapolation des données expérimentales
obtenues en utilisant les souches africaines de ZIKV a 1’épidémie actuelle. Pour les
expériences d’évolution, nous avons choisi de travailler avec une souche isolée lors de
I’épidémie en Amérique du Sud, la souche ZIKV PE243, de lignée asiatique. Cet isolat
clinique provient d’une patiente présentant des symptomes classiques (i.e., sans atteinte
neurologique) dans la région de Recife au Brésil en 2015, et transmis par nos collaborateurs le
Dr. Rafael Freitas de Oliveira Franca (FioCruz, Recif, Brazil) et le Pr. Alain Kohl (MRC -
University of Glasgow Centre for Virus Research, UK). Cet isolat a ét¢ completement
séquencé, nous permettant ainsi de connaitre la séquence consensus de départ (Donald et al.,
2016). Différents laboratoires ont construit et validé des clones moléculaire infectieux de
ZIKV (Mutso et al., 2017; Shan et al., 2016; Tsetsarkin et al., 2016). Nous disposons aussi du

clone moléculaire correspondant a la souche PE243.
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AA4.b) Modeéles animaux et tissulaires

L’infection étant tres transitoire chez des souris adultes immunocompétentes, la mise en place
de modeles animaux particuliers a été nécessaire pour I’étude d’infections in vivo par ZIKV.
Néanmoins, des études ont été réalisées par des infections de souris néonatales agées d’une
semaine (Lazear et al., 2016; Manangeeswaran et al., 2016). Dans ce modele, ’infection par
ZIKV provoque une infiltration de lymphocytes T dans le syst¢éme nerveux central,
I’apparition de symptomes neurologiques et un taux de mortalité semblable aux infections par
d’autres flavivirus neuroinvasifs (Manangeeswaran et al., 2016). Par ailleurs, des souris
immunodéficientes pour la réponse a I'IFN de type I, suite, par exemple, a une délétion du
géne codant pour le récepteur a I'IFN de type 1 (i.e., ifnar”), sont également utilisées pour
étudier la pathogénese de ZIKV (Lazear et al., 2016). L’infection de ces souris a permis de
mettre en avant des particularités retrouvées lors d’infections chez ’Homme, tels que la
transmission trans-placentaire et sexuelle du virus, ou encore des paralysies. La plupart de ces
découvertes ont été validées lors d’infections sur des primates non-humains tel que le
macaque rhésus (Aid et al., 2017; Osuna et al., 2016). D’autres modeles cellulaires/tissulaires
sont également utilisés pour étudier les modulations des fonctions cellulaires par I’infection
par ZIKV, incluant les organoides neuronaux, les coupes de tissu cortical humain (Dang et al.,
2016; Retallack et al., 2016) et le compartiment placentaire (Simoni et al., 2017; Tabata et al.,
2016).

A.5. Stratégie de prévention de la transmission, vaccination et traitements

Les approches physiques de lutte contre les moustiques comprennent les pieges a larves, les
vétements traités a l'insecticide, les serpentins anti-moustiques, etc... Dans les années 1950, le
DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) a été utilisé pour pulvériser des conteneurs d’eau
infestés et des surfaces solides afin de mieux contréler 1’expansion d’A. aegypti. Les
biopesticides sont utilis€és comme larvicides pour contourner les probleémes de résistance et de
toxicité des composés chimiques; on peut citer les agents de contrdle microbiens, par
exemple Bacillus thuringiensis ou Bacillus sphaericus, et les régulateurs de croissance
d'insectes tels que le méthoprene, le pyriproxyfene et le diflubenzuron, qui sont des
inhibiteurs de la syntheése de la chitine, bien qu’en laboratoire, la résistance a ces inhibiteurs
se développe en quelques générations (Kauffman and Kramer, 2017). De nouvelles approches
incluent la libération d'insectes stériles, ou les méles génétiquement modifiés sont porteurs de
genes létaux dominants (Thomas et al., 2000), ainsi que la libération de moustiques infectés

par I’endosymbiote Wolbachia, sachant qu’une infection d'A. aegypti a Wolbachia inhibe la
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réplication de DENV (Blagrove et al., 2011; Frentiu et al., 2014; Moreira et al., 2009), de
ZIKV (Tan et al.,2017) et de Chikungunya (Moreira et al., 2009; Tan et al., 2017).

Des stratégies de criblage a grande échelle ont mis en avant plusieurs composés ayant une
activité in vitro contre ZIKV, mais aucun médicament antiviral n’a pour le moment montré
une activité contre le virus in vivo (Cairns et al., 2018; Cao et al., 2017; Retallack et al., 2016;
Simanjuntak et al., 2018).

Le développement de vaccins est actuellement soutenu par de nombreux organismes de
financements internationaux. En 2016, des vaccins a base de plasmides ADN et de virus
inactivés au formol contre ZIKV ont été décrits. Les vaccins a base de plasmides ADN codant
pour les genes prM et E des isolats contemporains de ZIKV produisent des protéines E
sécrétées ou des particules virales, provoquant des réponses d'anticorps neutralisants et
protecteurs contre l'infection chez les souris non gestantes et les primates non humains
(Abbink et al., 2016; Dowd et al., 2016; Larocca et al., 2016). Plusieurs articles publiés en
2017 décrivent de nouvelles plateformes vaccinales contre ZIKV, notamment un nouveau
vaccin a ARN modifié, encapsulé dans un lipide, codant pour les protéines prM et E d'une
souche polynésienne de ZIKV. Le challenge avec une souche américaine de ZIKV a 2 et 20
semaines apres une seule inoculation de ce vaccin protége completement contre la virémie
chez les primates non humains (Pardi er al., 2017). Une seconde étude, utilisant un autre
vaccin a ARN encapsulé dans un lipide codant pour les protéines prM et E provenant d'une
souche ZIKV asiatique et nécessitant un rappel de vaccination, a également induit des
réponses d'anticorps neutralisants durables chez la souris. Un challenge avec une souche
ZIKV africaine hétérologue chez des souris immunodéficientes immunisées ou
immunocompétentes immunisées a montré une protection contre l'infection virale et la
1étalité. Des mutations détruisant I'épitope du peptide de fusion dans la protéine E de ZIKV
permettent de produire des quantités diminuées d'anticorps augmentant I'infection par ADE de
DENV (Richner et al., 2017a). Sur le méme principe, un vaccin modifié a base de
nanoparticules lipidiques d'ARN codant pour les protéines prM et E d'une souche ZIKV
asiatique chez des souris gestantes a été testé : les vaccins administrés avant la grossesse
peuvent prévenir les syndromes congénitaux de ZIKV (Richner et al., 2017b). Trois vaccins
vivants atténués ont également ét€¢ développés : 1'un basé sur des mutations dans les sites de
glycosylation du gene NS1 de ZIKV (Richner ef al., 2017b) et deux autres avec de courtes
délétions atténuantes dans la partie 3'-UTR de 'ARN génomique (Shan et al., 2017a, 2017b).
Chez la souris, ces vaccins vivants atténués induisent des taux élevés d'anticorps neutralisants,

préviennent l'infection, les dommages aux testicules chez les mailes et suppriment la
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transmission in utero et l'infection feetale pendant la gestation. Chez les primates non-
humains, une seule immunisation avec les vaccins portant la délétion en 3'-UTR provoque
une réponse immunitaire robuste, qui empéche la virémie lors du challenge avec une souche
épidémique de ZIKV. Début 2018, de nouvelles approches novatrices sont apparues avec le
développement d'un vaccin chimérique recombinant qui exprime les protéines prM-E de
ZIKV utilisant le vaccin vivant atténué de l'encéphalite japonaise en tant que squelette
génétique (Li et al., 2018). L'immunisation de souris et de macaques rhésus avec une seule
dose du vaccin candidat provoque des réponses immunitaires robustes et durables, et confere
une protection complete contre le virus ZIKV, voire une protection contre les lésions
placentaires et feetales. Plus de 40 vaccins candidats sont en cours de développement, dont
certains sont en cours d'homologation. On ne sait pas encore, néanmoins, si les infections par

ZIKYV conduisent a une immunité a vie chez I’Homme.

B. Les réponses immunitaires innées dirigées contre les virus a ARN

L’immunité innée regroupe des mécanismes immédiats de détection des infections et de
protection. Cette premiere ligne de réponses a I’infection, dite non-spécifique, met
principalement en jeu la reconnaissance par des récepteurs/senseurs du matériel génétique ou
de composants de surface ou encore de composés sécrétés par les agents pathogeénes.

La réponse immunitaire innée peut aussi €tre induite par des agents non-pathogenes tel que le
microbiome. Des mécanismes de tolérance sont alors mis en jeu dans les organes concernés
afin de restreindre la réponse immunitaire. La réponse immunitaire innée est aussi centrale
dans le controle du développement des tumeurs (Corrales et al., 2017; Palchetti et al., 2015).
La dérégulation de la réponse immunitaire innée (directement par mutation génétique et/ou
par défaillance au niveau de son contréle) conduisant au développement de réponses
exacerbées de 1’hote, notamment inflammatoires, est a 1’origine de |’apparition de
nombreuses maladies. Ces pathologies incluent notamment un grand nombre de maladies
auto-immunes telles que la maladie de Crohn, le lupus érythémateux systémique, des formes
de diabete et certains cancers (Thaiss ef al., 2016), et sont référées comme interféropathies
lors du dysfonctionnement de la réponse par I’'IFN-I (Rodero and Crow, 2016).

L’immunité innée a une action directe de contrdle de la propagation des pathogenes via la
production de cytokines antivirales (incluant I’IFN-I et I'IFN-III) et d’effecteurs, les geénes
stimulés par I'IFN appelés ISGs (pour interferon-stimulated genes). De plus, la réponse innée
promeut une réponse immunitaire adaptative notamment par la production de cytokines pro-

inflammatoires. Ces cytokines induisent le recrutement des cellules de la réponse immunitaire
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au site de ’'infection et créent un microenvironnement en faveur des fonctions effectrices des
cellules immunitaires.
Cette section d’introduction sera focalisée sur les réponses innées protégeant des infections

par les virus a ARN chez ’Homme.

B.1. Mécanismes de détection des virus a ARN

L’un des premiers événements d’activation de la réponse immunitaire innée est la détection
de motifs moléculaires associés aux pathogenes (appelé pathogen-associated molecular
patterns « PAMP »). 1l s’agit d’éléments partagés par des virus génétiquement éloignés, tels
que les motifs d’acides nucléiques, les glycoprotéines de surface des virions et parfois des
protéines virales non-structurales sécrétées. Ceci permet une réponse a large spectre sur
différentes familles de virus. Des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(appelés pattern recognition receptor « PRR ») détectent directement I’infection virale via la
reconnaissance/interaction avec ces PAMPs. Leur activation peut aussi étre indirecte,
notamment par la détection de stress cellulaire induit par I'infection (Brubaker et al., 2015).
Les PRRs impliqués dans la reconnaissance des infections virales ont une localisation
membranaire ou cytosolique, impliquant une reconnaissance différentielle selon le stade du
cycle viral et donc la localisation sub-celullaire des PAMPs. Cette localisation sub-cellulaire
des PRRs est d’importance car, outre la présence de motifs spécifiques (i.e., PAMPs), les
éléments viraux, et en particulier les acides nucléiques, peuvent aussi étre détectés de par leur
localisation aberrante, telle que par exemple la présence d’ADN au niveau cytoplasmique ou

d’ARN au niveau du compartiment endosomal.

B.1.a) Les récepteurs dits Toll-like (TLR) : récepteurs membranaires

Les récepteurs dits Toll-like (e.g., « TLR ») sont des glycoprotéines transmembranaires
composées d’une région N-terminale extracellulaire riche en leucine, en forme de « fer a
cheval », qui contient le domaine de fixation des PAMPs. La partie C-terminale intracellulaire
est impliquée dans la transduction du signal (Jin et al., 2007; Kim et al., 2007; Liu et al.,
2008; Ohto et al., 2015; Tanji et al., 2013; Zhang et al., 2016). 1l existe 10 différents TLRs
chez I’'Homme. Les TLR2, 3, 4, 7 et 8 sont principalement impliqués dans la réponse
antivirale via la reconnaissance de protéines structurales de virus (pour TLR2, 4) ou de
molécules d’ARN simple (pour TLR7 et 8) ou double brin(s) (pour TLR3) (Figure 6). Dans
le cas d’infections par des virus de la famille des Flaviviridae, de nombreux exemples

indiquent que TLR2 (Dolganiuc et al., 2004), TLR3 (Daffis et al., 2008) et TLR7 (Dreux et

24



al., 2012; Takahashi et al., 2010) reconnaissent les éléments viraux et sont impliqués dans le
controle de I’infection. Par exemple, dans le contexte d’infection par DENV, la
reconnaissance de la protéine virale sécrétée NS1 par TRL2 et TLR6, induit une réponse
antivirale (Chen et al., 2015). Néanmoins, de récents travaux démontrent que NSI est
principalement reconnu par TLR4 (Modhiran et al., 2015, 2017). Cette reconnaissance induit
un dysfonctionnement de la barriere épithéliale via notamment la production de cytokines
pro-inflammatoires (Beatty et al., 2015; Modhiran et al., 2015).

Les TLRs reconnaissant les protéines structurales des virus sont ancrés principalement a la
membrane plasmique (e.g, TLR2, TLR4 et TLR6), alors que ceux reconnaissant les acides
nucléiques (e.g., TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9) sont principalement présents dans des
compartiments intracellulaires incluant le réticulum endoplasmique, les endosomes, les
lysosomes et les endolysosomes, en accord avec une détection lors de 1’entrée cellulaire et la
réplication virale.

Le clivage protéolytique, partiel ou total, de ’ectodomaine de ces récepteurs par les protéases
de type cathepsines dans les compartiments endosomaux a été démontré comme essentiel a
leur fonction de signalisation et empéche les TLRs de répondre aux acides nucléiques de la
cellule (Ewald et al., 2008; Hipp et al., 2013; Ishii et al., 2014; Toscano et al., 2013). La
localisation subcellulaire de TLR3 dépend du type cellulaire. TLR3 est localisé a la surface
des cellules et dans les endosomes des fibroblastes, des macrophages et de certaines lignées
cellulaires épithéliales (Matsumoto et al., 2002). En revanche, les cellules dendritiques
myéloides n'expriment TLR3 qu’au niveau intracellulaire (Matsumoto et al., 2003). La
protéine résidente du réticulum endoplasmique, UNC93B1, est physiquement associée a
TLR3 et facilite le trafic intracellulaire de TLR3 (Brinkmann et al., 2007). En outre, la région
située entre le domaine transmembranaire et le domaine intracellulaire de TLR3 détermine la
localisation endosomale (Funami et al., 2004; Nishiya et al., 2005). Pour un éventail de types
cellulaires, la signalisation TLR3 a lieu dans le compartiment endosomal ou la maturation du
récepteur est aussi effectuée (Toscano et al., 2013).

L’expression des TLRs dépend également du type cellulaire étudié. Par exemple, TLRS est
principalement exprimé dans les cellules dendritiques myéloides et les monocytes (Hornung
et al.,2002). Il est a noter que les TLRs sont des ISGs, a savoir que leur expression est induite

par la réponse IFN-I.
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Figure 6 : Les réponses immunitaires innées humaines. Représentation globale des PRRs
membranaires (TLRs) et cytosoliques (RLRs, cGAS/STING) impliqués dans la réponse
antivirale. L’activation de ces récepteurs mene a l’induction de facteurs de transcription
(IRFs, NF-uB). La translocation nucléaire de ces facteurs permet la production d’IFNI/-III,
d’ISGs précoces et de cytokines pro-inflammatoires. L’IFN peut avoir une action autocrine et
paracrine, et active la voie JAK-STAT. L’induction des protéines STAT conduit a la
production d’ISGs.

L’interaction du ligand avec les TLRs induit leurs dimérisation, permettant une activation de
cascades de signalisation via le recrutement de protéines adaptatrices (Liu er al., 2008;
Oshiumi et al., 2003), puis la formation de complexes multiprotéiques et 1’activation de
cascades de phosphorylation (Figure 6). Les facteurs régulateurs de I’interféron (appelé
interferon regulatory factor « IRF ») sont alors phosphorylés, transitent dans le noyau, ot ils
exercent leur fonction d’activateur de transcription. Alors que les IRF1 et IRF5 sont activés
par tous les TLRs (excepté par TLR3), les IRF3, IRF7 et IRF8 sont préférentiellement activés
par I’'induction des voies TLR3/4, TLR7/8/9 et TLRO, respectivement (Figure 6). De plus, les
TLRs induisent aussi le transfert nucléaire du facteur nucléaire kappa B (« NF-»B »), et les
facteurs associés a la protéine kinase activée par la mitose (appelé mitogen-activated protein
kinases « MAPK ») (Tamura et al.,2008) (Figure 6).

Ces régulateurs de la transcription induisent notamment 1’expression d’IFN-I et d’IFN-III, de
cytokines dites pro-inflammatoires, et d’ISGs dits « précoces » qui contribuent a 1’inhibition

de la propagation virale dans les cellules infectées (Brubaker ez al., 2015).
B.1.b) Les PRRs cytosoliques : reconnaissance de [’ARN

Le génome viral est relargué dans le cytoplasme des cellules lors de la fusion entre la

membrane de la particule virale et la membrane plasmique ou celle des endosomes. Tous les
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flavivirus décrits a ce jour «s’échappent» du compartiment endosomal par fusion
membranaire induite a pH acide. Les acides nucléiques viraux des virions arrivant dans la
cellule hote, ainsi que lors de la réplication des génomes viraux, peuvent étre reconnus par
plusieurs PRRs cytosoliques. Ces récepteurs sont regroupés principalement en familles de
récepteurs de type RIG-I (« RLR »), incluant RIG-I (appelé retinoic acid-inducible gene 1),
MDAS (appelé melanoma differentiation-associated protein 5) et LGP2 (appelé laboratory of
genetics and physiology 2). Les RLRs seraient impliqués dans la reconnaissance de génomes
viraux réplicatifs ou non (i.e., génomes défectifs) dans le cytoplasme des cellules humaines
(Mura et al., 2017; Weber et al., 2013) (Figure 6). RIG-I et MDAS reconnaissent plus
spécifiquement les molécules d’ARN a double brins (Kato et al., 2008; Yoneyama et al.,
2005). RIG-I détecte les ARN non-coiffés de petite taille, exposant un groupement 5’-
triphosphate (Hornung e? al., 2006; Pichlmair er al., 2006). De plus, RIG-I interagit
préférentiellement avec des séquences de la région polyU/UC, contenant des polyuridines en
répétition espacées par des cytidines, en 3’-UTR du VHC et de DENV (Saito et al., 2008;
Schnell et al., 2012). Les séquences, ou structures, reconnues par MDAS5 ne sont pas
connues ; cependant, des études in vifrro démontrent que MDAS reconnait préférentiellement
les longues molécules d’ARN (Kato et al., 2008). MDA-5 induirait, conjointement avec RIG-
I, une réponse immunitaire innée contre les virus appartenant a la famille des Flaviviridae
(Fredericksen et al., 2008; Meylan et al., 2005).

Suite a la reconnaissance des acides nucléiques, une cascade de signalisation est initiée par
interaction entre les domaines CARD (appelés caspase activation and recruitment domains)
de ces RLRs et ceux de 1’adaptateur mitochondrial MAVS (appelé mitochondrial antiviral-
signaling protein), menent a I’activation des facteurs de transcription NF-»B, IRF3 et IRF7
(Figure 6). Comme pour I’activation des voies TLRs, 1’activation des PRR cytosoliques
induit I’expression d’ISG, d’IFN et de cytokines pro-inflammatoires (décrits précédemment
dans section B./.a) (Yoneyama et al., 2004). Le RLR LGP2, contrairement a RIG-I et MDAS,
ne possede pas de domaine CARD, essentiel a 1’activation de la cascade de signalisation (Loo
and Gale, 2011; Yoneyama et al., 2005). Cependant, LGP2 est capable de reconnaitre I’ARN
double brins, et modulerait les réponses induites par RIG-I et MDA-5 (Saito et al., 2007,
Satoh et al., 2010; Venkataraman et al., 2007) notamment par compétition avec RIG-I1 pour
I’interaction avec les molécules d’ARN. LGP2 aurait, par ailleurs, un effet positif sur la
capacité de MDAS a reconnaitre son ligand via la formation d’un complexe (Pippig et al.,

2009).
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La protéine kinase R ou « PKR » reconnait également les molécules d’ARN double brins. I1
s’agit d’un ISG, présent dans une conformation latente et auto-inhibée en I’absence de stress
(Patel and Sen, 1998). Les molécules d'ARN double brins sont reconnues et liées par PKR via
deux motifs de liaison a I'ARN double brins en N-terminal, ce qui entraine successivement
l'activation, I’homodimérisation et 1'autophosphorylation de PKR (Nanduri et al., 1998). La
PKR entoure la molécule d'ARN double brins ce qui permet des interactions protéine-ARN
optimales ; ceci explique que les molécules d'ARN double brins de longueur inférieure a 30
paires de bases n’activent pas PKR (Manche et al., 1992). Une fois PKR activée, son activité
kinase conduit a la phosphorylation d’un facteur de l’initiation de la traduction, elF-2a
(appelé alpha subunit of eukaryotic initiation factor 2) et induit une inhibition de la traduction
cellulaire de maniere globale (Dar et al., 2005; Dey et al., 2005; Taylor et al., 2005). L’action
kinase de la PKR jouerait aussi un role, direct ou indirect, sur 1’activité de facteurs de
transcription impliqués dans les réponses immunitaires et inflammatoires (tels que IRF-1, 3
ou NF-«B ), ou encore la différenciation cellulaire et 'apoptose (Cuddihy et al., 1999; Goh et
al., 2000; Kumar et al., 1997) tout en régulant également I’expression des ISGs dans les
cellules infectées (Garaigorta and Chisari, 2009). Par exemple, 1’activation de PKR au début
de l'infection par VHC induit I’expression, via IRF3, de ISG15 qui régule alors négativement
la voie RIG-I / MAVS par ubiquitination de RIG-I (Arnaud et al., 2011). L’action de cette
protéine sur les différents membres des flavivirus semble varier (Hou et al., 2017). Par
exemple, PKR a un rdle essentiel pour le contrdle de la propagation du WNV, notamment

dans les neurones (Samuel ef al., 2006).

B.1.c) Les PRRs cytosoliques : reconnaissance de I’ADN

En contexte physiologique, ’ADN a une localisation nucléaire et mitochondriale dans les
cellules eucaryotes. La présence aberrante de molécules d’ADN dans le cytoplasme des
cellules peut étre un signal de danger. La localisation cytosolique de I’ADN peut suivre un
remaniement cellulaires induit par les infections virales et étre la conséquence d’autres
dommages cellulaires, telles que des cassures de I’ADN nucléaire (Hértlova et al., 2015). La
GMP-AMP cyclique synthase (« cGAS ») est un PRR cytosolique capable de reconnaitre la
localisation aberrante de I’ADN dans le cytosol, conduisant au recrutement et a 1’activation de
I’adaptateur STING  (appelé stimulator of interferon genes) suivi de la
phosphorylation/translocation nucléaire de IRF3 (Liu et al., 2015; Tanaka and Chen, 2012)
(Figure 6). Le role de cette voie dans la défense contre les infections par des virus a ARN a

été récemment démontré dans le cas d’une infection par DENV. La propagation du virus
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engendre une déstructuration du réseau de mitochondries (Barbier et al., 2017; Chatel-Chaix
etal.,2016; Yu et al.,2015). En accord, cGAS détecte I’ADN mitochondrial dans les cellules
infectées par DENV et semble ainsi impliqué dans le contrdle de la propagation virale

(Aguirre et al., 2017).

B.1.d) Les PRRs cytosoliques impliqués dans l’inflammasome

Les récepteurs de type NOD (pour nucleotide oligomerization domain receptors), ou NLRs,
sont impliqués dans la reconnaissance de divers signaux inflammatoires (i.e., protéines
virales, ARN double brins,...) via I’assemblage de complexes multi-protéiques, appelés
inflammasomes (Wang et al., 2018). Ces complexes comportent des senseurs cytoplasmiques,
incluant les protéines NACHT (pour domain present in NAIP, class Il transactivator, HET-E
and TPI), LRR (appelé leucine-rich repeat domain) et NLR (« NLRP3 »). Ces senseurs
s’associent a des protéines adaptatrices (« ASC » pour apoptosis-associated speck-like protein
containing a CARD) et des protéines effectrices (pro-caspase 1) pour permettre le clivage de
caspase 1 en deux sous-unités actives (p22 et p20), responsables de la maturation et de la
sécrétion des interleukines (« IL ») IL-1f et IL18 (Arend et al., 2008; Cerretti et al., 1992;
Thornberry et al., 1992). Ces cytokines pro-inflammatoires, dont I’expression est induite par
I’activation de la voie NF-«B, sont essentielles dans 1’induction de la réponse adaptative par
le recrutement de lymphocytes au site d’infection (Akira et al., 2006; Ippagunta et al., 2011).
Un récent travail démontre que ZIKV, par une action directe de la protéine NS5, induit une
réponse inflammatoire par I’activation de I’inflammasome et la sécrétion d’IL-13, qui aurait
un role important dans la pathogénese (Wang et al., 2018). L’action antivirale ou provirale de
cette voie sur ZIKV reste a définir. Dans le contexte de I’infection par WNV, la sécrétion
d’IL-1p par les neurones infectés contrdle, in vivo, la propagation du virus dans le systeme

nerveux central (Ramos et al., 2012).

Les réponses de I’'immunité innée permettent donc une surveillance a la fois des
compartiments intra- et extracellulaires grace a de nombreux PRRs spécialisés dans la
reconnaissance d’éléments moléculaires, que ce soit a partir de motifs structurants ou selon
une localisation subcellulaire aberrante. Les signalisations induites par ces voies concourent a
la translocation nucléaire de facteurs de transcription, qui activent I’expression d’effecteurs
soit directement ou via la production d’IFN-I et -III, et la modulation de la réponse adaptative

par des cytokines inflammatoires.
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B.2. Les effecteurs antiviraux de la réponse interféron de type I et de type 111

L’activation des facteurs de transcription IRF3 et/ou IRF7 induit la production d’IFN de type
I (IFN-a/P) et de type IIT (IL28/IL29, ou IFN-A). Une fois sécrétés, I'TFN-I et -III ont une
action autocrine et paracrine par liaison, respectivement, au complexe hétérodimérique des
récepteurs IFNARI1 et IFNAR?2 présents sur toutes les cellules nucléées, et des récepteurs

IFNLR1 et IL10R2 (Hoffmann er al., 2015).

Les cellules spécialisées dans la production d’IFN de type I et de type III sont les pDCs du
fait d’une expression constitutive du facteur IRF7 (Swiecki and Colonna, 2015). Ces cellules
circulantes de I’immunité innée ont donc un role de sentinelle. Un contact physique avec les
cellules infectées est nécessaire pour 1’activation des pDCs et la production d’IFN-I et -1II par
détection des déterminants viraux, incluant les acides nucléiques, par TLR7 et TLR9 (Webster
et al., 2016). Pourtant, les pDCs ne sont pas susceptibles a l'infection. Dans le cas
d’infections par des virus a ARN, et plus particulicrement dans le cas d’infections par des
virus de la famille des Flaviviridae, les pDCs sont capables d’induire une forte réponse
immunitaire via la reconnaissance par TLR7 d’ARN du VHC transmis par des exosomes, ou
encore par la reconnaissance de particules non-infectieuses de DENV, les virions immatures

(Décembre et al.,2014; Dreux et al., 2012).

L’action antivirale de I’'IFN-I (ou —III) réside dans I’activation de la voie JAK-STAT (pour
Jjanus kinase-signal transducers and activators of transcription). La dimérisation des
récepteurs active les kinases JAK1 et TYK2 et permet la phosphorylation des facteurs de
transcription STAT1 et STAT2. Une association de ces facteurs avec IRF9 va permettre au
complexe d’activer I’expression des ISGs, par liaison de la région promotrice ISRE (Brubaker

et al.,2015; Hoffmann er al., 2015).

Les ISGs regroupent des centaines de facteurs cellulaires, incluant des ribonucléases (e.g.,
RNAse L) ayant des actions directes sur la réplication virale, des molécules co-stimulatrices,
des cytokines et des chimiokines essentielles a I’initiation d’une réponse immunitaire
adaptative. Une partie de ces ISGs, dits « précoces », peut étre directement induite par
I’infection virale, suite a I’activation de IRF3, tel que ISG15 (Nakaya et al., 2001). Outre le
fait de promouvoir la réponse adaptative, certains ISGs sont des PRRs, tel que RIG-I,
permettant ainsi une meilleure amplification de la réponse IFN dans un foyer infectieux, ainsi

que des effecteurs ayant une fonction antivirale directe. Parmi ces effecteurs, certains ont une

30



action décrite contre les flavivirus. Les protéines transmembranaires IFITMs (appelées
interferon-induced transmembrane protein), et plus particuliecrement IFITM3, sont antivirales
dans le cas d’infection par DENV (Zhu et al., 2015) ou encore ZIKV (Monel et al., 2017,
Savidis et al., 2016), bien que le mécanisme d’action reste a élucider. Les endoribonucléases
sont aussi des ISGs directement antivirales contre WNV (Scherbik et al., 2006) telles que la
RNAse L ou encore la protéine Vipérine, ou a I’encontre de différents flavivirus mais dont le
mode d’action differerait selon les flavivirus et est encore débattu (Panayiotou et al., 2018;

Szretter et al.,2011; Vonderstein et al., 2017).

Outre 1’action directe des ISGs sur la réplication virale, la réponse IFN module les réponses
impliquées dans le devenir de la cellule. L’IFN-I et -III sont notamment responsables d’un
effet antiprolifératif sur les cellules en bloquant la phase G1 de la mitose (Chawla-Sarkar et
al.,2003; Gao et al., 2014). L’IFN-I est également impliqué dans ’activation de la voie pro-
apoptotique, liée a la caspase 8, par une détérioration du réseau mitochondrial de la cellule
(Chawla-Sarkar et al., 2001, 2003; Estornes et al., 2012). Bien que principalement induit et
sécrété a la suite de la reconnaissance d’un signal de danger, I’'IFN-I peut également étre
produit faiblement de maniere constitutive dans un organisme afin de moduler de nombreux
effets biologiques tel que le maintien de la niche des cellules souches hématopoiétiques

(CSH), ou lors du remodelage osseux (Gough et al., 2012).

B.3. Implication de la réponse immunitaire dans la pathogénese et la propagation virale

B.3.a) Conséquences de la réponse immunitaire humorale sur la pathogénese des flavivirus :
exemple de I’ADE

Dans le cas d’infections secondaires par différents flavivirus tels que WNV, DENV et ZIKV
chez ’humain, la réaction croisée d’anticorps préexistants provenant de la premiere infection
peut favoriser le phénomene d'ADE. Les particules virales, infectieuses ou non, interagissent
avec les anticorps peu neutralisants via la glycoprotéine E ou la protéine structurale prM, et le
complexe est alors internalisé par interaction avec le récepteur de la région constante des
anticorps des cellules myéloides (Dowd et al., 2011; Sariol et al., 2017). Il a ét€ démontré in
vitro et in vivo que ce mécanisme promeut une meilleure infection des cellules myéloides et
I’apparition de symptomes graves (Katzelnick et al., 2017). La similarité de séquence et de
structure entre les sérotypes de DENV, mais également de ZIKV, permet une réaction croisée

de ces anticorps, bien que cela n’ait pu encore étre prouvé in vivo dans le cas d’infection par
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ZIKV (Sariol et al., 2017). Ce phénomene d’ADE devrait €tre considéré lors de la conception
de vaccins contre DENV/ZIKV basés sur ’activation de la réponse humorale ; ces vaccins
pourraient en effet entrainer une maladie exacerbée du fait d’une infection ultérieure par
DENV/ZIKV, comme récemment illustré dans le cadre de la compagne de vaccination par

Sanofi-Pasteur.

B.3.b) Conséquences de la production de cytokines/chimiokines sur la pathogénése des
flavivirus

Des complications graves chez les patients infectés par DENV, tels que 1’apparition de
symptomes hémorragiques et de syndromes de choc, sont la conséquence directe d’un
évenement appelé «tempéte de cytokines » (Tisoncik et al., 2012). Un haut niveau de
cytokines pro-inflammatoires circulantes peut étre détecté suite a I’activation de la réponse
immunitaire innée, amenant a une hyperperméabilité des capillaires sanguins et une fuite de
liquide du sang vers le liquide interstitiel. On retrouve dans le plasma des patients une forte
production d’IFN-a, de différentes interleukines (IL-1f3, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10) et de
chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, CXCL-8, CXCL-10, CXCL-11) par les
monocytes, macrophages, hépatocytes et par les cellules endothéliales. Une contribution a cet
emballement du systtme immunitaire via les lymphocytes T a également été proposée
(Rothman, 2011). Outre I’aspect délétere de la production de molécules pro-inflammatoires,
la production des chimiokines a un role déterminant dans I’évolution d’infections, notamment
par des virus neurotropes. La sécrétion constitutive et importante des chimiokines CCL2 et
CCLS5 induite par WNV est impliquée dans le recrutement de cellules NK au systeme nerveux
central et permet une clairance de I’infection (Glass et al., 2005; Rothman, 2011). Par
exemple, la production de CCL2 et CCL4 provoque le recrutement de macrophages et de
cellules dendritiques au site d’infection. La migration de ces cellules, susceptibles a
I’infection par de nombreux flavivirus, aux ganglions lymphatiques drainants a été proposée
comme mécanisme de dissémination du virus dans 1’organisme (Hamel et al., 2015; Shen et

al., 1995; Tassaneetrithep et al., 2003).

B.3.c) Conséquences de la production d’IFN-I sur la pathogénese de ZIKV

Dans le contexte d’infections par ZIKV, une action néfaste de la réponse immunitaire innée a
été décrite au niveau du placenta. En effet, I’étude de I’infection par ZIKV dans le modele
murin déficient pour les récepteurs a 'IFN-I (ifnarI”) démontre une importante restriction de

la croissance feetale avec apparition de 1ésions placentaires et une résorption feetale via les
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récepteurs a I’IFN-I (Yockey et al., 2018). Bien que la propagation virale soit plus importante
chez les feetus ifnarl™”, le développement est normal et les feetus survivent plus longtemps que
les portées ifnarl*” (Yockey et al., 2018). Un traitement ex vivo par IFN-I d’explants de
villosités choriales humaines en gestation induit une altération de la morphologie du placenta
et une réorganisation du cytosquelette des villosités (Yockey et al., 2018). L’IFN-I serait donc
impliqué dans les complications de grossesses tels que le développement de fausses-couches

ou un retard de croissance du feetus.

B.3.d) Conséquences de I’activation de TLR3 sur la pathogénése des flavivirus

L’activation de TLR3 a de fortes conséquences sur la neuroinvasion de virus a ARN, tel que
WNV (Paul et al., 2017; Wang et al., 2004). La voie de signalisation TLR3 est notamment
impliquée dans la perméabilisation de la barriere hémato-encéphalique, probablement par
I’action pro-inflammatoire de la cytokine TNF-a (Wang et al., 2004) et de la cytokine
ostéopontine (Paul ef al., 2017).

Dans le cadre d’une infection des fibroblastes par ZIKV, la voie de signalisation TLR3 joue
un role dans le contrdle de la réplication du virus (Hamel et al., 2015). Par ailleurs, une
activation de la voie TLR3 par infection par ZIKV induirait une augmentation de I’apoptose
et une réduction de la taille des organoides cérébraux, modeles de la neurogénese (Dang et al.,
2016). En accord, I’analyse du profil d’expression des geénes liés a 1’activation de TLR3 met
en avant une modification de D’expression de pres de 40 genes impliqués dans le
développement neuronal (Dang et al., 2016). Les auteurs proposent que 1’activation des voies

de I’'immunité innée pourrait tre a I’origine du développement de microcéphalies.

En conclusion, bien que la fonction primaire de I’immunité innée soit le contrdle de la
propagation de pathogenes, de facon paradoxale, cette réponse peut entrainer la propagation
virale par recrutement au site d’infection de cellules susceptibles de disséminer 1’infection.
L’exacerbation de cette réponse innée peut amener a I’apparition de pathologies graves lors
d’infections par les flavivirus, comme cela a été également décrit dans le cas d’autres

infections virales telle que la grippe (Pulendran and Maddur, 2015).

C. Adaptation virale et avantages sélectifs
L’environnement est en constant changement, ce qui implique une adaptation permanente, a
I’échelle de ’organisme, de la cellule et des micro-organismes tels que les virus. Dans un but

de survie, des mécanismes d’adaptation existent en réponse a des modifications
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environnementales qu’elles soient cellulaires, moléculaires, ou physico-chimiques/abiotiques.
Ces différentes contraintes imposent une pression de sélection. A 1’échelle des organismes,
I’adaptation peut s’opérer par i) un changement de la réponse cellulaire (e.g., échanges au
niveau de la membrane plasmique afin de rétablir 1’homéostasie dans des conditions
hypotoniques) ou i7) par des mutations génétiques. Selon le principe de sélection positive, les
mutations adaptatives conférant un avantage de survie et/ou de reproduction sont transmises
aux futures générations. Les virus exploitent les fonctions cellulaires pour leur cycle viral.
Cette dépendance implique une adaptation pour [’utilisation des ressources cellulaires
disponibles (e.g., machinerie cellulaire de traduction, trafic/transport vésiculaire,

métabolisme, etc..), ainsi qu’aux perturbations de cet environnement cellulaire.

Les virus a ARN posseédent un génome ayant une grande variabilité/flexibilité génétique de
par leur taux de mutations 1000 fois plus élevé (i.e., taux de 1x10” mutations par nucléotides
environ) en comparaison d’organismes complexes, comme 1'Homme (i.e., taux de 2.5x10™®
mutations par nucléotides environ) (Nachman and Crowell, 2000). En effet, la plupart des
virus a ARN ne possédent pas de mécanismes de réparation ou de correction de leur génome
suite a la réplication de leur génome. Un tel fonctionnement serait délétere a 1’Homme,
notamment par 1’apparition de mutations impliquées dans le développement de cancers ou de

multiples pathologies génétiques (Friedberg et al., 2002).

C.1. Co-évolution hote/virus et transmission inter-espece

C.1.a) Co-évolution hote/virus

L’hote et le virus exercent des pressions de sélection réciproques, d’ou le principe de co-
évolution, a savoir que I'hote et le parasite évoluent continuellement en suivant les adaptations
de l'autre. La dynamique de ces interactions suit le modele dit de «la reine rouge » qui
implique un avantage reproductif a la présence d’une interaction entre 1’héte et le parasite
(Morran et al., 2011). 11 existe également un compromis évolutif pour le virus entre niveau de
transmission et virulence. En effet, si I’infection par le virus affaiblit ou induit une morbidité
trop élevée et/ou rapide chez son hote, cela compromet les chances de
transmission/propagation du pathogene (Bohannan and Lenski, 2000). Par ailleurs, lorsque les
virus, tels que les arbovirus, infectent plusieurs especes d’hotes génétiquement éloignées, le
phénomene de co-évolution impose une flexibilité génétique du virus pour le passage inter-

espece.
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C.1.b) Influence de la diversité génétique sur la transmission inter-espéce

La compétence de diversification génétique rapide des virus contribue probablement a leur
capacité a se propager en augmentant le nombre d’hotes susceptibles/permissifs a 1’infection,
appelé le « passage de la barricre d’hote ». Par exemple, pour certains virus, notamment
Ebola, le changement d’hdte peut étre possible seulement par 1’adaptation a 1’utilisation des
récepteurs du nouvel hote (Ng er al., 2015). Le développement d’une population virale
génétiquement diverse permet également une perpétuelle adaptabilit¢é a I’environnement
cellulaire dans le but d’en exploiter les fonctions et de contrer les réponses cellulaires de leurs

hotes.

C.1.c) Influence des co-infections et de la structuration des populations

La théorie de I'évolution sociale offre un cadre conceptuel pour I'étude de 1’évolution des
interactions virus-virus, omniprésentes et tres diverses, allant du conflit a la coopération. Par
exemple, certains virus ont besoin d'un autre virus « auxiliaire » pour compléter leur cycle
d'infection (tels que les « adeno-associated virus » (AAV) en association avec le virus de
I’herpes ou les adénovirus). D'autres exemples montrent que les virus peuvent étre activés ou

inhibés par la présence d'infections virales secondaires.

La dispersion du virus ou de 'hote peut également influencer 1'évolution de la virulence. Dans
le cas d’une population structurée dans l'espace avec une dispersion limitée des virus et des
hotes, une souche virale qui se développe rapidement peut « épuiser l'approvisionnement local
d'hotes » (Kerr et al., 2015). Les modeles théoriques prédisent que de telles populations
structurées spatialement influencent I’évolution virale vers une virulence plus faible et donc
une « exploitation plus prudente » de 1'hote, comme cela a été vérifié expérimentalement pour
la premiere fois pour un virus d'insecte (Boots and Mealor, 2007). La coopération, en terme
d'évolution, signifie qu'un trait d’un individu procure un avantage a un autre individu
(bénéfice mutuel ou altruisme, ou qui pourrait s’apparenter a la notion de« gagnant-gagnant »)
et que ce trait a évolué au moins partiellement en raison de ce bénéfice (West et al., 2007).
Les produits viraux et/ou I’induction par les virus de I’expression d’ARNm et de protéines
cellulaires peuvent fournir un avantage collectif aux autres variants présents dans la cellule,
telle que par exemple la synthese de facteurs viraux ou cellulaires bloquant 1'immunité de
I'hdte. Le fait que ces facteurs agissent comme des « biens publics » permet, mais ne garantit

pas, la coopération (Chao and Elena, 2017).
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C.2. Impact de la diversité génétique des virus a ARN sur la propagation virale_

La réplication des virus a ARN, tels que les flavivirus, est assurée par I’ARN polymérase
virale (voir section A.3.). Comme mentionné en introduction de cette section C, le taux
d’erreurs de la polymérase des virus 2 ARN est de ’ordre d’une erreur par 10* a 10°
nucléotides copiés (Sanjuan and Domingo-Calap, 2016). Ainsi, pour les flavivirus, dont la
taille de génome est d’approximativement 10 000 nucléotides, un cycle de réplication du
génome donne lieu a une population de virus ayant incorporé théoriquement une mutation par
génome viral.

Plusieurs travaux ont contribué a élucider ’'impact de la diversité génétique virale sur la
propagation des virus, incluant la modulation de la fidélité de la polymérase et les éveénements
de recombinaison de génomes viraux. La diversité génétique virale peut aussi étre modulée

par des protéines cellulaires.

C.2.a) Influence de la fidélité de la polymérase sur efficacité de la propagation virale

Des traitements par agents mutagenes, tels que des analogues de bases utilis€és comme
thérapeutiques antiviraux, ont conduit a I’apparition de phénotypes « mutator » (perte de
fidélité de la polymérase virale) ou « antimutator » (augmentation de fidélité) dans le contexte
de I’infection par les virus poliovirus (Pfeiffer and Kirkegaard, 2003) et Chikungunya (Coffey
et al.,2011). Pour I’arbovirus Chikungunya, la mutation « antimutator » (mutation ponctuelle
C483Y au niveau de la polymérase virale) a été observée apres 5 passages en lignées
cellulaires traitées a 1’analogue de bases Ribavirine (Figure 7.A-B). Ce mutant, devenu
résistant a 1’action de la Ribavirine et présentant une augmentation de la fidélité de la
polymérase, a une propagation virale in vivo réduite chez ses deux hotes, mammifere et
moustique (Coffey et al., 2011). Un phénotype « mutator », chez le méme arbovirus, est
obtenu par une autre substitution a la méme position (C483A/G/W). La réplication virale de
ce virus muté « mutator » est similaire a la souche sauvage parentale chez 1’hote mammifere.
En revanche, elle est diminuée chez le vecteur moustique, et en conséquence cette mutation
réverse au statut sauvage (Rozen-Gagnon et al., 2014). Les modulations de fidélité ne
conferent pas un avantage réplicatif a ce virus. De plus, I’influence de la fidélité, et donc de la
diversité génétique virale, sur la capacité de réplication virale est différente selon 1’hdte du
virus Chikungunya. Les auteurs écartent les conditions de température et de pH comme étant
les causes de cette différence et proposent I’'implication de facteurs d’hdtes encore inconnus.

Dans le cas d’infection par des alphavirus, a I’inverse des flavivirus ou une large diversité
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virale est conservée, une adaptation plus lente lors de passages inter-hote a été décrite par les

auteurs, pouvant expliquer ces observations.
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Figure 7 : Action d’analogues nucléotidiques sur la mutagéneése des virus a ARN. A.
Représentation de la structure chimique conservée entre la guanosine et son analogue, la
Ribavirine. B. Résumé des implications de la Ribavirine sur la réplication des virus a ARN.

C.2.b) Influence de la recombinaison inter-génome sur l’efficacité de la propagation virale

Les éveénements de recombinaison entre génomes, fréquents chez les virus a ARN,
contribuent a l’évolution de la diversité génomique virale. Lors de la réplication des
poliovirus, le mécanisme suivant a été décrit : i) un arrét précoce de la synthése d’ARN par la
polymérase virale et dissociation de I’ARN matrice, i) suivi par une réassociation du
complexe sur un autre génome et continuité de la réplication a partir d’une matrice différente.
Le résultat final est I’obtention d’un génome viral chimérique (Kirkegaard and Baltimore,
1986). Lors de passages successifs du poliovirus in vitro, une mutation de la polymérase du
virus conduit a une perte de recombinaison entre les virus, sans affecter la fidélité de la
polymérase. L.’apparition du phénotype « perte de recombinaison » entraine une accumulation
de mutations (aussi bien bénéfiques que déléteres) plus importante, en comparaison du virus
sauvage. Une diminution de la propagation virale in vivo indique également que la
recombinaison virale participe grandement a la sélection de variants génétiques parmi la
diversité génétique de la population virale (Xiao et al., 2016). Une autre étude sur I’influence
de la recombinaison sur la diversité génétique et la réplication virale, réalisée sur le virus
Sindbis, démontre que [’augmentation de la capacité de recombinaison est associée a un
phénotype « mutator » (Poirier et al., 2016). Cependant I’augmentation de diversité génétique
du « mutant super-mutagene » est alors délétere a 1’efficacité de propagation virale. Cette
observation est donc en opposition avec 1’étude mentionnée précédemment sur le poliovirus

(Xiao et al., 2016). Les auteurs proposent alors que l’augmentation de production de
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particules défectives bloque la réplication du génome complet du virus Sindbis (Poirier et al.,

2016) (Figure 8).
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Figure 8 : Schématisation de la relation entre la fidélité de la polymérase virale, la
recombinaison de génomes viraux, et la sélection de variants. L'interaction entre le taux de
mutations et la recombinaison permet aux virus de profiter de quelques mutations bénéfiques
sans étre submergés par de nombreuses mutations déléteres (adapté de Xiao et al., 2016).

L’analyse de I'impact de la perte ou du gain de capacité de recombinaison pour des virus
génétiquement éloignés révele donc des disparit€és de phénotypes. Ces divergences
phénotypiques pourraient étre la conséquence de différences i) de cycle de réplication de ces
virus, ii) d’hotes, iii) de types cellulaires infectés, etc..., ainsi que du gain en diversité

génétique conféré par le mutant étudié dans chacun de ces cas.

Des études in vitro et in silico, a partir de séquences issues de patients, de mammiferes et/ou
de vecteurs mettent en évidence I’occurrence d’événements de recombinaison pour différents
virus de la famille des Flaviviridae tels que DENV, ZIKV et VHC (Faye et al., 2014; Twiddy
and Holmes, 2003). La capacité de recombinaison et sa contribution a I’adaptation de la

population virale chez les flavivirus restent encore largement inconnues.
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C.2.c) Modulation de la diversité génétique virale par des facteurs de [’hote et impact sur
Uefficacité de la propagation virale

Plusieurs effecteurs des réponses antivirales de 1’h6te, notamment les ISGs (présentés en
section B), sont des désaminases et peuvent cibler le génome viral en conduisant ainsi a
I’apparition accrue de mutations. Par exemple, les protéines de la famille ADAR (« double-
strand RNA-dependent adenosine deaminases ») modifient les adénosines en guanosines. Les
protéines de la famille APOBEC (« apolipoprotein B mRNA-editing catalytic polypeptide-like
enzymes ») convertissent les cytosines en uraciles (Sanjudn and Domingo-Calap, 2016). Bien
que ces réponses aient été démontrées comme responsables de 1’apparition de souches non-
infectieuses, conséquence de I’hyper-mutation, il est également proposé que des mutations a
faibles fréquences permettent 1’émergence de virus viables et résistants aux traitements
antiviraux. Par exemple, les mutations E138K et M184I dans la transcriptase inverse du virus
de I’'immunodéficience humaine (VIH) de type 1 sont fréquemment détectées en culture
cellulaire (apres seulement 2 passages) et dans les cellules mononuclées du sang périphérique
de patients infectés. Elles résultent de 1’action d’APOBEC3G et conferent une résistance aux
traitements antirétroviraux ayant pour cible la transcriptase inverse du virus (Fourati et al.,
2012).

Les connaissances sur le mode d’action des désaminases est d’intérét majeur puisqu’elles
représentent une cible potentielle pour le développement de traitements antiviraux, aussi bien
pour des infections par des virus a8 ADN qu’ a ARN. Cependant, de par leurs rdles putatifs
dans le développement de cancers (Roberts ef al., 2013), une meilleure compréhension de ces

facteurs d’hote est nécessaire.

C.3. Mécanisme d’échappement viral aux réponses de 1’hote
Comme détaillé en section B de I’introduction, les cellules hotes de virus possedent de
nombreux senseurs et voies de signalisation afin de détecter et répondre aux infections virales.

Les virus ont également des stratégies d’évasion et d’inhibition de ces réponses de défense.

C.3.a) Echappement de la réponse immunitaire humorale

Un des mécanismes de défense de 1’hote est la production d’anticorps neutralisants qui, par
reconnaissance spécifique des particules virales et encombrement stérique, empéchent alors
I’interaction virus-cellule cible et donc 1’entrée virale. Néanmoins, de nombreux virus, au
cours de 1’évolution virale, deviennent résistants aux anticorps neutralisants. Chez les virus

enveloppés, les glycoprotéines de surface du virus, bien qu’essentielles a ’entrée du virus
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dans la cellule, présentent un degré de variabilit¢é de séquence dans certaines
régions/segments. Par exemple, le VHC posséde une région hypervariable et fortement
antigénique correspondant aux 27 premiers acides aminés en N-terminal de la glycoprotéine
E2, appelée « hypervariable region 1 » (HVR1). Cette région est impliquée dans la liaison
aux facteurs d’entrée mais possede néanmoins un degré de diversité génétique qui concoure a
I’échappement aux anticorps neutralisants et agit donc comme un leurre antigénique
(Bartosch et al., 2005; Dreux et al., 2006). Une autre stratégie d’échappement a la réponse
immunitaire humorale est I’incorporation dans la membrane virale de protéines cellulaires,
permettant la liaison des virions a des facteurs/récepteurs en surface cellulaire, facilitant ainsi
leur entrée cellulaire et ne pouvant pas étre la cible de la réponse humorale. La présence de
phosphatidylsérine dans la membrane virale est essentielle a I’attachement et a ’entrée de
nombreux virus enveloppés par association avec les récepteurs TIM/TAM (Jemielity et al.,
2013). De plus I’incorporation des virions dans des vésicules dérivées de 1’hdte pourrait aussi
concourir a I’échappement immunitaire. Par exemple, DENV induit la sécrétion de vésicules
associ€es a la machinerie de I’autophagie (Wu et al., 2016), ce qui pourrait contribuer a sa
protection face aux anticorps neutralisants bien que cela n’ait pas encore ét€¢ formellement

démontré.

C.3.b) Adaptation a la réponse immunitaire innée par inhibition au niveau de la
reconnaissance des produits viraux

Comme mentionné en section B de I’introduction, le génome viral est détecté en
intracellulaire par les réponses immunitaires innées. De nombreux mécanismes d’inhibition
virale de ces réponses sont connus, ciblant notamment les senseurs cytoplasmiques qui
reconnaissent les génomes viraux, et en particulier les intermédiaires de réplication. Par
exemple, les sSfRNAs, pour « subgenomic flavivirus RNA », générés par dégradation partielle
du génome des flavivirus (e.g., DENV et WNV), peuvent inhiber 1’activité de la réponse
d’interférence @ ARN par compétition via des interactions directes avec les protéines
cellulaires Dicer et AGO2, impliquées dans la réponse antivirale chez le vecteur moustique
(Moon et al., 2015; Schnettler et al., 2012). Les sfRNAs, non-codants, correspondent a la
région 3’-UTR du virus et ont une taille de 184 a 423 paires de bases (Filomatori et al., 2017).
Ils sont générés suite a la digestion par XNR1, une exoribonucléase ayant une activité 5°-3’
dont I’action est stopp€e au niveau des parties structurées du génome, présentes dans les
extrémités non-codantes 5°-UTR et 3’UTR (e.g., tige-boucles) (voir section A de

I’introduction).
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De plus, selon de récentes données, les sfRNAs des virus DENV, WNV et ZIKV ont
probablement d’autres mécanismes inhibiteurs de la réponse antivirale chez I’Homme
(Donald et al., 2016; Schnettler et al., 2012) ; les sfRNAs de DENV bloquent notamment la
désubiquitination d’une E3 ligase, TRIM25, empéchant ainsi 1’amplification de la réponse

RIG-I et de la réponse IFN associées (Manokaran et al., 2015).

C.3.c) Adaptation a la réponse immunitaire innée par [’inhibition d’adaptateurs de voies
antivirales

Outre I’inhibition de la reconnaissance d’éléments viraux par les senseurs, les virus possedent
des mécanismes pour bloquer la transmission de la signalisation antivirale par interactions
avec les adaptateurs des voies. En effet, de nombreux mécanismes de dégradation directe ou
indirecte de ces molécules de signalisation par plusieurs virus de la famille des Flaviviridae
ont été démontrés in vitro. Dans le contexte du VHC, le complexe NS3-4A inhibe la réponse
RLR par une interaction avec MAVS, suivi de la dégradation de cette protéine adaptatrice par
clivages protéolytiques (Meylan et al., 2005). Un mécanisme similaire est proposé dans le
contexte de I’infection par DENV : la protéine virale NS2B3 interagit avec le senseur STING
et 'inactive aussi par clivage protéolytique (Aguirre et al., 2012) (Figure 9). Ces différentes
actions des protéases virales limitent I’induction de la production d’IFN de type I (et
probablement type III, bien qu’encore peu décrit) et permettent donc une meilleure
propagation virale.

En outre, une stratégie virale d’inhibition de la réponse innée repose sur I’inhibition de
facteurs de signalisation requis pour un ensemble de voies de la réponse IFN de type I/III, et
présente donc une portée plus large sur la réponse de 1’hote. Ce type d’inhibition virale est
partagé par de nombreux virus de la famille des Flaviviridae. Un des mécanismes, démontré
principalement in vitro, consiste en le blocage de la kinase TBKI, impliquée dans la

phosphorylation de IRF3 (Figure 9-10). Par exemple, 1’étude des protéines NS2A et NS4B de
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Figure 9 : Contréle des réponses immunitaires innées par les virus de la famille des
Flaviviridae. Représentation globale des voies de I’'immunité innée contrdlées, partiellement
ou totalement, par le VHC, DENV, WNV et JEV. La croix rouge représente des éveénements
d’inhibition de voie, de perte de phosphorylation ou de dégradation de protéine en fonction de
la localisation sur la protéine cible.
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Figure 10 : Controle des réponses immunitaires innées par ZIKV. Représentation globale
des voies de I'immunité innée contrdlées, partiellement ou totalement, par ZIKV. La croix
rouge représente des éveénements d’inhibition de voie, de perte de phosphorylation ou de
dégradation d’adaptateurs en fonction de la localisation sur la protéine cible.

DENV (uniquement pour les sérotypes 1/2/4), et également NS4B de WNV, a mis en
évidence une perte d’induction de la production d’IFN-f liée a I’inhibition de phosphorylation
de TBK1 par ces protéines virales (Dalrymple et al., 2015a). Les protéines NS1 et NS4B de
ZIKV sont également impliquées dans la perte d’activité de TBK1 et, en conséquence,
possiblement responsables de la diminution de production d’IFN de type I (Onorati et al.,
2016). Dans le cas d’infections par le VHC, une interaction entre la kinase TBK1 et la

protéine virale NS2 serait responsable de I'inhibition (Kaukinen et al., 2013). De par la
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conservation de mécanismes inhibiteurs entre les virus de cette famille, le controle de
I’activation des voies cellulaires par la modification de la fonction de TBK1 semble donc étre
crucial pour ’efficacité de propagation de ces virus. Outre I’activation de IRF3, TBK1 est
également impliquée dans la régulation de divers processus biologiques tels que 1’autophagie,
le devenir cellulaire ou encore 1’homéostasie cellulaire (Sellier et al., 2016; Wild et al., 2011,
Xie et al., 2011). Ainsi, ’inhibition de TBK1 par des produits viraux pourrait contribuer

indirectement a la propagation virale et/ou a la pathogénese.

Un second niveau d’interaction par les virus cible la réponse a I'IFN de type I/IIl par
inhibition de la cascade de signalisation ou une dégradation des facteurs de transcription de la
famille STAT. La protéine virale NS5 est responsable de cette inhibition de la voie JAK-
STAT via différents mécanismes et avec des cibles cellulaires qui différent selon les virus.
Concernant JEV (Lin et al., 2006), TBEV (Werme et al., 2008), WNV (Laurent-Rolle et al.,
2010) et VHC (Kumthip ef al., 2012), une inhibition de la phosphorylation de STAT]1 correle
avec une diminution de la réponse IFN. En revanche, les infections par DENV (Ashour et al.,
2009) et YFV (Laurent-Rolle et al., 2014) modulent respectivement I’activité de STAT2 par
une dégradation ou une inhibition de cet adaptateur par I’action de la protéine virale NS5
(Figure 9). Par ailleurs, des études in vitro ont mis en évidence la dégradation de la protéine
humaine STAT?2 par la protéine NS5 de ZIKV, alors que 1’orthologue murin est résistant a la
dégradation (Grant et al., 2016) (Figure 10). Le mécanisme d’inhibition est différent de celui
de DENYV et est encore inconnu a ce jour. Bien que les mécanismes divergent, cette voie est

une cible commune pour les virus d’une méme.

II. OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

ZIKV est responsable d’anomalies du développement neuronal chez le feetus, de fausses-
couches, et d’atteintes neurologiques, tel que le syndrome de Guillain Barré chez ’adulte. La
réponse a I’'IFN-I/III et I’activation de senseurs de I’immunité innée (i.e., TLR3) contribuent
au contr6le de D’infection virale in vitro et in vivo, incluant la transmission dans le
compartiment feetal. L’exacerbation de ces réponses immunitaires lors de [’infection
contribuerait aussi a la pathogénese neuronale.

Les virus a ARN présentent une importante capacité a s’adapter a des pressions de sélection
environnementales. Au cours de processus évolutifs les virus acquierent des capacités de

modulation de certaines voies de défenses de 1’hote par 1’adaptation évolutive des interactions
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et inhibitions via les protéines virales. Cependant, les relations génétiques et moléculaires
entre ZIKV et les réponses immunitaires innées, et notamment I’IFN-I/III, restent encore a

définir.

Mon objectif de these a visé, dans un premier temps, a suivre I’apparition de variants viraux
adaptés a I’activation de la voie TLR3, devenant donc résistant a cette inhibition, puis de
définir les mécanismes et les déterminants viraux impliqués dans ce phénomene adaptatif.

Dans ce but, j’ai effectué des passages itératifs de ZIKV dans un environnement cellulaire
contrdlé présentant une activité TLR3 élevée, avec pour référence/comparaison des cellules
déficientes pour la voie TLR3. J’ai démontré que ZIKV acquiert une résistance a 1’activation
de cette voie. De facon intéressante, la résistance est aussi observée dans la condition de
référence (en absence de pression sélective exercée par la voie TLR3). J’ai donc mis en place
une étude plus approfondie des parametres de i) 'infection et de la réplication, et ii)
I’activation et la résistance a la réponse IFN-I/III pour ces populations virales adaptées (en
comparaison avec le virus parental), et iii) 1’analyse génétique des populations virales par
séquencage a haut débit. Ces différents niveaux d’analyses ont été réalisés au cours des

passages itératifs des expérerience d’evolution.
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Abstract

Zika virus (ZIKV) infection causes neurological diseases and birth defects representing an
important threat for human health. Recent studies demonstrated that type I and III interferon
(IFN-I/IIT) response is pivotal for the control of ZIKV spread and in utero transmission and
regulates ZIKV-induced neurological diseases. Here, we conduct a genomic study of the
evolution of the viral quasi-species in response to experimental modulation of the host
antiviral signaling to delineate the genetic interactions with the IFN-I/III response in ZIKV
genome and the viral escape mechanisms. We set up an experimental cell culture system to
exert a selective pressure on ZIKV replication by the Toll-like receptor (TLR)-3-induced
antiviral signaling. We uncovered that serially passaged ZIKV populations adapt to the
antiviral response, as determined by their resistance to TLR3-induced restriction. The adapted
viruses no longer induce IFN response, as assessed by the absence of interferon-stimulated
gene upregulation. Foci size analysis revealed an increased viral spread of adapted viral
populations. Consistently, the specific infectivity of viral population augments in the course
of serial passaging, and is temporally associated to the viral resistance to TLR3-induced
restriction. Next-generation sequencing and bioinformatics analysis of the viral evolution
uncovered a candidate point mutation in E surface protein, as that frequency consistently
increase and temporally correlated to the acquisition of the adapted phenotype. This S-to-L
substitution at position 455 of E — lining at the edge of the amphipathic helix close to the
trans-membrane domain, might likely regulating structural stability. A second candidate is in
an amphipathic helix of NS4B, predicted to span on the lumen side of the ER membrane. The
E mutation is not observed in the ZIKV sequence database, thus implying such viral evolution
might be unheeded in vivo by a trade off with other requisite viral abilities. Altogether our
results uncovered that ZIKV can acquire increased replication ability associated to resistance

to antiviral response, an event likely primed by the loss of sensing by the host cells.
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Introduction :

Zika Virus (ZIKV), is a re-emerging mosquito transmitted flavivirus, related to other globally
relevant arthropod-transmitted human pathogens, including Dengue (DENV), yellow fever
(YFV), West Nile (WNV), Japanese encephalitis (JEV), and tick-borne encephalitis (TBEV)
viruses. ZIKV has recently been associated with fetal demise, microcephaly and other
congenital malformations in fetuses (Brasil et al., 2016) and the Guillain—Barré syndrome in
adults (Cao-Lormeau et al., 2016). Previous epidemics and current spread in the Americas and
the tropical regions reinforces the urgency to better understand ZIKV biology. Recent insight
into ZIK'V biology highlights that the host innate responses, notably the type I and III interferon
(IFN) responses are central for ZIKV control as well as for its in utero transmission (Cugola et
al.,2016; Hamel et al., 2015; Lazear et al., 2016; Miner et al., 2016). These host responses are
also pivotal for ZIKV-induced pathogenesis, including brain defect and fetal demise (Yockey et

al.,2018).

All cells possess signaling pathways designed to trigger production of type I (i.e., IFNa and )
and type III (i.e., IL28A/B and IL29) IFNs (referred herein to as IFN-I/III) and IFN-stimulated
genes (ISGs) upon viral invasion. The effects of IFN-I/III and ISGs are potent and wide-
ranging. Notably, they directly block viral life cycle at multiple levels and they jumpstart the
adaptive immunity. Such responses are induced by the recognition of specific viral motifs,
especially viral nucleic acids by host receptors (e.g., Toll-like receptors, TLRs) that mobilize
the innate immune responses. Global transcriptomic analyses of the whole developing mouse
brain revealed an enrichment for upregulated genes involved in immunity and apoptosis-related
pathways upon ZIKV infection (Li et al., 2016). TLR3 is known to recognize double-stranded

RNA, an intermediate of viral replication. Like other flavivirus, TLR3 controls ZIKV
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replication (Hamel et al., 2015). Moreover, evidence highlights that ZIKV induces TLR3-
signaling, which likely contributes to the regulation of the brain defect via an increased
apoptosis (Dang et al., 2016). Yet, virtually all viruses have evolved variants with the ability to
modulate their interactions with the host proteins and hereby to counteract the IFN signaling
and/or response. The detailed mechanisms by which ZIKV escapes the host antiviral responses

remain to be determined.

ZIKV has a 10.8 kb genome of positive polarity, encoding a polyprotein composed of 3
structural proteins (C, prM and E) and 7 nonstructural (NS) proteins: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, and NS5. By analogy to other flavivirus, the NS proteins are involved in the
steps of RNA synthesis and assembly of viral particles. Importantly, in flaviviruses, several NS
proteins have been shown to interfere with the host immune responses, by interactions that
seem to primarily occur through adaptive mutations modulating the requisite interactions with
the proteins of the host. The mutation rate of the ZIKV has not been determined accurately yet.
Nonetheless, as the catalytic site of NS5 polymerase is well-conserved (Bollati et al., 2010), it
is expected to be similar to other arboviruses, i.e., around 10*° mutation per site per
replication. This high mutation rate ensure that a large number of mutations will occur at every
site of the ZIKV genome, and hereby a rapid genetic diversity and adaptation of viral

populations.

Here, by exploiting the viral property of rapid evolution, we aimed at delineating the genetic
interactions with the host responses in ZIKV genome and the viral escape from these responses
by an in-depth analysis of the evolution of the viral quasi-species (i.e., population of genomes
isolated from infected cell cultures supernatants). Upon serial passages of viral populations

derived from an epidemic ZIKV strains, we uncovered a phenotypic change associated to
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higher viral spread and temporally correlated to the increase in frequency of ZIKV variants
with point mutations, thus representing candidate adaptive mutations. The phenotypes of the
viral adaptation include a loss of ISG induction observed at early times post-infection by the
initial/parental viral inoculum, followed by a gain of specific infectivity concomitant with

resistance to the TLR3-induced antiviral responses.

Results

Acquisition of resistance to TLR3-induced antiviral response during experimental
evolution of ZIKV.

To uncover the genetic interactions of ZIKV with the antiviral IFN-I/III responses, we designed
a cellular model to perform experimental evolution upon selective modulation of the TLR3-
induced signaling. Huh7.5.1 cells were elected as cell system, as they are well-known to be
deficient for RIG-I- (Sumpter et al., 2005) and for TLR3-induced signaling (Wang et al.,
2009). We first validate that Huh7.5.1 cells respond by a robust ISG up-regulation to a TLR3
agonist (i.e., polyl:C) only upon ectopic expression of WT TLR3 (Figure 1A and S1). This is
demonstrated by the quantification of IGS15 and MxA mRNA levels (Figure 1A),
representative, respectively, of early response (i.e., induced directly by transcriptional factors
such as IRF3 downstream of sensor-induced signaling and indirectly by IFN-I/III receptor-
induced signaling) and late response (i.e., IFN-I/III receptor-induced expression) (Nakaya et al.,
2001). The specificity of TLR3-induced ISG response was further assessed in our cell model
by the absence of ISG upregulation upon expression of a TLR3 mutant with deletion of the
Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain of the cytosolic tail (i.e., ATIR), known to recruit the
downstream adaptor, TIR domain-containing adaptor inducing IFNP (TRIF, also known as

TICAM-1) (Alexopoulou et al., 2001), and used herein as reference (i.e., control cells) (Figure

1A).
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Next, experimental evolution was performed by serial passages of ZIKV in these cellular
models (Figure 1B). As illustrated by the measurement of infectious virus production at 3 days
post-infection, the TLR3-mediated signaling induced by polyl:C (3 hour incubation prior to
infection) decreases the replication of parental virus (i.e., infectious virus production levels
indicated to as day 3; mean of 41.1 fold-reduction; standard deviation 14.3) and viral
populations passaged once again in naive modified cells (i.e., referred to as day 6) (Figure
1C). Importantly, the inhibition by activated-TLR3 is lost in the course of serial viral passages
in the 3 independent evolution experiments, as the infectivity levels in the supernatants of the
TLR3-activated cells become comparable to those of the control cells by approximately 15
days of infection (i.e., 5 iterative passages) (Figure 1C). Intriguingly, we observed that levels
of viral production also augment in the control cells during the serial viral passaging until a

plateau. Similar results were obtained using different read-outs of viral spread (Figure 1C-D).

Next, the acquisition of viral resistance to TLR3-induced antiviral response was further
confirmed by comparing the replication levels in activated-TLR3 cells and control cells, using
different inoculum sizes (i.e., multiplicity of infectivity, MOI). As expected, TLR3-induced
signaling prevents the replication of parental virus (Figure 2A) (approximately 10 fold-
inhibition, in keeping with results of Figure 1C). When studying viral populations collected
from activated-TLR3 cells, viral populations harvested at day 6 (i.e., 2 iterative passages) were
inhibited by TLR3 antiviral response to level similar to parental virus, whereas viral
populations harvested at day 51 (i.e., 17 iterative passages) are resistant to this antiviral
response, independently of the viral dose used for infection (Figure 2A). An intermediate
phenotype was observed for viral population contained in supernatants harvested at day 12 (i.e.,

4 iterative passages) (Figure 2A). Intriguingly, viral populations serially passaged in control
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cells were also resistant to TLR3-induced antiviral response, as shown for supernatants

harvested at day 51, and observed by day 12, albeit to a lower extend (Figure 2B).

Altogether our results demonstrated that the serially passaged viral populations resist to TLR3-
induced antiviral response and viral adaptation occurs independently of the increased selective

pressure applied through the induction of this host signaling.

Lost of ISG induction in response to infection by adapted viral populations.

Next we aimed at understanding the event promoting the resistance to the antiviral response of
passaged viral populations, including its occurrence in the absence of the selective pressure by
TLR3-induced response. We hypothesized that viral inhibition and/or escape from the
activation of ISG response might consequently promote their resistance to the antiviral
response. To address this question, we assessed ISG induction upon infections by parental virus
as compared to viral populations serially passaged in activated-TLR3 and control cells. The
parental virus induced a potent ISG response in WT TLR3 expressing Huh7.5.1 cells, in a viral
dose-dependent manner (Figure 3A-C). Importantly, ISG response to parental virus is also
observed, albeit to lower levels, in absence of ectopic expression of WT TLR3 in Huh7.5.1
cells, thus implying that ZIKV likely induces ISG response independently of TLR3-mediated
signaling (Figure 3D-F), yet a contribution of endogenous TLR3 in this context is not formally
ruled out. In sharp contrast to parental virus, viral populations serially passaged in either
activated-TLR3 cells or control cells (i.e., harvested at day 36 and 51) fail to induce an ISG

response at mRNA and protein levels at early time points post-infection (Figure 3A-F and S1).

The ISG response triggered by parental virus is detected as early as 6 hours post-infection with

maximal response detected at 24 hours (Figure 3A-F). This suggested that this response might
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be independent of viral replication, potentially by recognition of incoming viral particles
themselves and/or exposure to activating signal present in the viral inoculum. Alternatively, the
ISG response might vanish very rapidly upon infection by the adapted viral population. To
address these possibilities, we determined the ISG upregulation at earlier time points post-
infection. We showed that ISG response induced by parental virus occurs as early as 3 hours
post-infection and is maintained upon UV-inactivation of viral supernatants (Figure 3G-I and
S1), suggesting that this response is independent of viral replication. Additionally, UV-
inactivated supernatant harvested after serial viral passages do not trigger ISG response (Figure
S2), thus implying that for adapted viral populations the incoming viral particles and/or

attendant-activating signal are likely not immuno-stimulator of the ISG response.

We observed a modest upregulation of ISG expression at 48 hours post-infection upon
infections by the adapted viral populations (Figure 3A-F). The analysis at 72 hours post-
infection confirmed that the serially passaged viral populations induce a moderate ISG
expression at late time point post-infection (Figure S3). This response is higher for high-
passage viral populations (i.e., day 12 and 51) as compared to early-passage (i.e., day 3 and 6)
(Figure S3B-D), in keeping with higher replication levels of the former viral populations
(Figure S3A). The ISG upregulation at late time points post-infection might result, at least in
part, from sensing of viral replication, possibly indirectly by virus-induced cell damage.
Nonetheless, the decrease of the ISG response to parental virus observed by 48 hours post-
infections (Figure 3A-F) suggests a repression of the ISG response, likely by negative
feedback regulations (e.g., upregulation of suppressor of cytokine signaling; SOCS) (Schneider
et al., 2014). The absence, or poor, ISG response at 72 hours post-infection by early-passage
viral populations (i.e., day 3 and 6) might also be a consequence of an ISG induction at earlier

time points by the viral inoculum.
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Next, we thus determined the ISG response at early time points post-infection by viral
populations harvested along the experimental evolution. The early-passage virus (i.e., harvested
at day 3 and 6) still induces an upregulation of ISGs (Figure 3J-L). Importantly, this ISG
response becomes undetectable, or at the level of basal mRNA expression, for viral populations
harvested by day 9 (i.e., by 3 iterative passaging) of the evolution experiments (Figure 3J-L),
suggesting that the loss of rapid ISG induction precedes the acquisition of resistance to TLR3-

induced antiviral response (Figure 1 and 2).

Altogether our results suggested that the ISG response is likely induced by incoming viral
particles and/or attendant activating factor(s). Moreover, we demonstrated that the ISG
response at early times post-infection rapidly vanishes in the course of the viral evolution
experiment, and is temporally inversely correlated to an ISG upregulation observed at later time
post-infection. The observation of a loss of early time ISG response prior to the acquisition of
resistance to TLR3-induced antiviral response might imply that the defect of host sensing of
incoming viral particles and/or attendant activating factor(s) might act as a priming event for

the subsequent escape from control by TLR3-induced ISG response.

Increased viral spread and specific infectivity of adapted viral populations.

Our results indirectly showed that the replication of the viral populations harvested after several
iterative passages is higher as compared to parental virus (Figure 3G), albeit the magnitudes of
the augmentation also likely depend on viral doses, and hereby the possible saturating limit of
the replication levels (Figure 3A and 3D). In conjunction with the results of the ISG responses,
we thus hypothesized that the relief from an ISG response (early response post-infection) might

prime viral adaptation toward increased ability to replicate, and consequently their resistance to
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antiviral response. To assess viral propagation, the size of infectious foci, as represented in
Figure 4A, were thus quantified, with comparison between parental and adapted viral
populations. The size of foci is greatly increased when comparing viral population harvested at
day 51 relative to parental viral (i.e., approximately 4 fold-increase) (Figure 4B). Of note, this
augmented ability for viral propagation acquired during the evolution experiment is observed
when using the same cell type as for the experimental evolution (i.e. Huh7.5.1 cells), but not
when using a distinct cell line, i.e. Vero cells (Figure 4B), known to be deficient for IFN-3
production, leading to a poor ISG response (Mosca and Pitha, 1986). The intracellular ZIKV

levels demonstrate a similar pattern (Figure S4).

As opposed to the potent ISG response detected in Huh7.5.1 cells, the parental virus does not
induce ISG upregulation at early time post-infection in Vero cells (i.e., at 24 hours) (Figure
S4). This observation might be due to a deficiency in Vero cells for signaling induced by
incoming virus and/or attendant-activating signal(s). Alternatively, the absence versus potent
ISG response in either cell type might result from a cell entry pathway qualitatively and/or
quantitatively different between the cell types. Of note, while adapted viral populations show
distinct levels of viral propagation in either cell type, ISG responses are not induced, or within
the basal levels of the analyzed ISG mRNA for both cell types (Figure S4B-C), thus implying
that the increased ability of adapted viral populations to propagate might result from the
acquisition of a improved host-virus interaction(s) for viral replication step(s), possibly cell

entry.

To address this hypothesis we determine the levels of infectious foci relative to quantity of

physical ZIKV particles (i.e., as determined by measurement of the viral genome), referred to

as specific infectivity. We showed that the specific infectivity is greatly higher for adapted viral
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populations (i.e., day 51) as compared to parental virus when determined in Huh7.5.1 cells,
while no augmentation and even a decrease is observed when comparing infections of Vero

cells by adapted viral population versus parental virus (Figure 4C).

Altogether these results suggested that the acquisition of increased ability for viral spread
during the experimental evolution that might be related to change in the viral-host interaction(s)

relative to the cell entry and/or subsequent early step of viral replication.

The apparent resistance to antiviral response temporally coincides with the acquisition of
improved viral spread ability.

Next, we aimed at determining when the acquisition of increased viral infectivity occurs in the
course of the experimental evolution and hereby, how it is temporally related to the loss of ISG
induction (Figure 3) versus the ability to resist to the antiviral response (Figure 1 and 2). To
address this question, the specific infectivity (as in Figure 4C) was used as a measurement of
the acquisition of increased viral spread ability. The specific infectivity of the viral populations
harvested at the early passages in activated-TLR3 diminished as compared to parental virus,
most likely, as expected from the presence of TLR3 agonist (polyl:C) in the former viral
supernatants (Figure 4D). Importantly, the specific infectivity increases between
approximately day 12 (i.e. after 4 iterative passaging) and reaches a plateau by approximately
15-to-18 days of the experimental evolution (i.e. after 5-to-6 iterative passaging, respectively)
for experimental evolutions performed in activated-TLR3 cells and control cells (Figure 4D).

Similar patterns are obtained from the independent experiments of evolution.

Together our results suggested that passaged viral populations adapt via acquisition of higher

ability to propagate, likely by modulation of the host-virus interaction(s) involved at the early
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step of the viral cycle. This event, subsequent to the loss of ISG response at early time post-
infection, temporally coincides with the acquisition of the resistance of TLR3-induced antiviral
response (Figure 1C and 2), thus implying that the resistance might be connected to increased
viral spread possible via modulation of cell processes with dual effect (e.g., ability to exceed
speed of this antiviral restriction) or via the acquisition of distinct genetic adaptation and/or

interactions.

Diversity and evolution of the viral populations by deep-sequencing analysis.

Next, we analyzed the genomic evolution of the viral populations. Conventional sequencing
method provides consensus sequence, thus cannot detect low frequency variants, which can
nevertheless be very important functionally. To bypass this limitation and obtain the viral
diversity in the course of the experimental evolution, we succeeded in setting-up an
experimental design compatible with a high-throughput sequencing protocol adapted from the
previously reported "CirSeq" method (Acevedo et al., 2014). The coverage analysis revealed
that our methodology leads to a read number/depth as high as 2x10ES5 for certain positions,
albeit coverage for some segments the viral genome was lower (Figure 5A). The coverage
patterns across the viral genome of the all analyzed samples are very similar, thus validating
the reproducibility and implying that composition and/or secondary structure of certain
segments of the viral genome might interfere with the sequencing analysis. Of note, the lower
coverage is observed for samples harvested at day 3 of the experimental evolution, in keeping
with the lower yield of viral genome in the supernatant at this time point (Figure SA).
Minimal coverage comprises only 62 positions out of all the analyzed libraries where

numbers of reads were below 1000 (data not shown).
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Next we determined the viral diversity, i.e. the amount of polymorphism over-time during
experimental evolution. As shown in Figure 5B, a bimodal distribution of viral diversity was
observed. The left peak likely corresponds to mutations produced during the two-day
amplification used after sampling and before library preparation, while the right peak
corresponds to mutations that have accumulated during the evolution experiments. Consistent
with this interpretation, the variants of the right peak increase in frequency throughout the

evolution experiments (Figure 5B).

Identification of candidate adaptive mutations in E and NS4B viral protein.

Bioinformatic analyses across the viral genome revealed that some variants demonstrate an
increase in frequency over-time, as exemplified for one experiment of evolution in Figure
6A. Similar analyses were performed for the independent experiments, as shown for the viral
populations harvested at day 9 of the 3 experiments of evolution, where the same variants at
the same positions rose in frequency (Figure 6B). We selected mutations whose frequency
increased over-time with reproducibility across independent experiments. This led to the
identification of 8 positions, which fulfill the criteria, positions 316, 1670, 1785, 2340, 5935,

7172, 8449, 9165, as indicated by orange lines (Figure 6A-B).

The variants at position 316, 1670, 1785, 5935 and 8449 are synonymous mutations within
the coding part of ZIKV polyprotein. The mutation at position 9165 (i.e., substitution of
G3010 into E, in NS5) appears at a very late stage of the experiment, and therefore is unlikely
to be associated to the phenotypic changes we observed. For position 2340, its frequency
increases from day 6 to 12 (Figure 6C-D), thus preceding the acquisition of resistance to
TLR3-induced antiviral response (Figure 1 and 2) and the augmented viral spread (Figure

4D). This corresponds to a substitution of amino acid S455 to L, in the E surface protein.
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Likewise, the change at position 7172 is observed in some experiments at day 9 and becomes
majority by day 24, in the independent experiments (Figure 6C-D). This corresponds to a
substitution of at the amino acid 87 in NS4B protein coding part and leading to a Y into H
substitution. These substitutions are also observed in the viral populations harvested from the
experimental evolutions conducted in the activated-TLR3 cells (Figure 6D, 6F). Nonetheless,
the differential kinetics of the appearance between activated-TLR3 cells versus control cells is

still unclear and would require analysis of additional independent experiments.

Together the bioinformatics analysis of the viral evolution underscored the occurrence of
point mutations in E and NS4B proteins, which are temporally correlated to the phenotypic

change observed in the course of the experimental evolution.

Discussion

By studying viral evolution in a stable and controlled cell environment, we uncovered viral
adaptations leading to the resistance to the antiviral host response, temporally associated with
increased specific infectivity of the viral populations. Importantly, we found point mutations
in E and NS4B viral proteins, those frequencies increase simultaneously and/or prior to the
acquisition of the adapted phenotypes, suggesting that these mutations might, conjointly or
individually, contribute to either or both, the resistance to the antiviral response and/or the
increased specific infectivity of viral population. Our results further suggested that a loss of
ISG induction observed at very early time points post-infection by the parental virus precedes

the acquisition of the increased spread and antiviral response resistance.
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Virus issued from a patient adapt to a stable and simplified cellular environment.

The adapted phenotypes, identified as the resistance to TLR3-induced antiviral response
jointly with increased specific viral infectivity also appears in viral populations serially
passaged in the control cells, in the absence of additional selection pressure i.e., activated-
TLR3 pathway. The inoculum (referred to as parental virus) used in our experimental
evolutions is a clinical isolate isolated from a patient at the time of the epidemics in Brazil
(Donald et al., 2016). By sequencing analysis, we validated that the consensus amino acid
sequence of the inoculum of our experimental evolutions perfectly matches with the clinical
isolate (GeneBank ID KX197192; data not shown). Our cellular study system represents an
environment with reduced complexity as compared to an organism (i.e., unique cell type,
restricted diversity of the innate immunity pathways, lack of adaptive response, absence of
physico-chemical constraints like the blood flow, etc...). It thus implies that adaptive
phenotypes and mutations occurring upon passaging of the clinical isolate into a simplified
cellular environment is likely primarily driven by modulation of virus/host cells interaction(s)
leading to better fitness in this particular cellular environment, without the cost of altering
interactions that are pivotal in the in vivo context (Arai ef al., 2016; Chambers et al., 2014). In
support of this assumption, we showed that i) the replication levels reach a plateau in the
independent experiments of viral evolution, likely consequent to the establishment of steady-
state host-virus interactions in this stable cell environment, and ii) the adapted viral
populations do not demonstrate improved viral replication in a different cellular environment,
as exemplified using cells from a different species (i.e., Vero cells derived from green
monkey Chlorocebus sabaeus). It is thus conceivable that the constraints exerted in the
complex environment of the organism impedes the acquisition of optimized interaction(s)
with the host machineries required for the viral replication, including interactions with

cellular factors involved in e.g., cell entry, viral complex formation and/or egress. The host
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factors regulating viral spread can be genetically distinct between Humans and Monkey, as
previously illustrated (Stabell et al., 2018). Alternatively, it is conceivable that certain host
antiviral response(s) and/or ISG(s) are present in Huh7.5.1 cells, but not in Vero cells (and
vice versa), thus explaining the observed difference of phenotypes (Eberle et al., 2016; Li et
al., 2005; Ma et al., 2009; Prescott et al., 2010; Sumpter et al., 2005; Wang et al., 2014). In
support to the latter hypothesis, a potent ISG upregulation is induced at early time point post-
infection of Huh7.5.1 cells, consistent with previous report (Hoek et al., 2017) but not Vero
cells.

Further in agreement with the hypothesis of viral adaptation(s) to a simplified environment,
one of the candidate adaptive mutations (i.e., in E glycoprotein) is not found, so far, in the

database of ZIKV sequences isolated from patients (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

genomes/VirusVariation/Database/nph-select.cgi?taxid=64320).

ISG response at early time: possible mechanism of induction and loss.

Activation of cytosolic sensors is proposed as a sensing pathway involved in the host
responses against flavivirus (Aguirre et al., 2012, 2017, Fredericksen et al., 2008, 2008; Satoh
et al., 2010). Some of them are preferentially induced by replication intermediates and/or
subsequently to viral replication, especially MDA-5 and STING (Aguirre et al., 2017,
Fredericksen et al., 2008; Satoh et al., 2010). Nonetheless, the hereby-reported activation is
replication-independent, suggesting that it likely involves the recognition of component(s) of
incoming viral particles and/or attendant activating product(s) present in the supernatant of
ZIKV infected cells. The exact nature of the activating signal(s) leading to a robust ISG
response early after ZIKV infection of Huh7.5.1 cells remains to be identified. Nevertheless,
owing to the restricted sensing of Huh7.5.1 cells (deficient for RIG-I-induced response and no

detectable response to TLR3 induction (Sumpter et al., 2005; Wang et al., 2014)) and on
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sensing pathway of ZIKV (and closely related flavivivirus), ZIKV might induce an IRFI1-
dependent pathway via a still unidentified sensor (Carlin et al., 2017) and/or TLR4-mediated
signaling via recognition of the secreted NS1 viral protein (Modhiran et al.,2017).

Alternatively, the ISG response early post-infection can be triggered by inflammatory
cytokines and/or type I/IIl IFNs produced at late stage of the previous viral passage.
Nonetheless, while the ISG response detected early post-infection for parental virus vanished
in the course of the experimental evolution, the induction observed at later stage increases.
Thus the consilience of these opposite observations would imply that the passaged viral
populations evolve an inhibitory mechanism to evade the early ISG response in a replication-

independent manner.

Priming of resistance/increase specific infectivity by the loss of ISG induction

Importantly, kinetic analyses of the experimental evolution revealed that the loss of ISG
response induced early post-infection precedes the increased viral spread. The latter
temporally correlates with the resistance to TLR3-induced antiviral response. It is possible
that the loss of IGS response acts as a priming condition for both, or only one of, these
subsequent events of the viral adaptation. The increased viral spread of adapted viral
population indeed results from an augmented capacity/frequency of viral particle to start
replication (i.e., defined to as specific infectivity). Therefore, one explanation for these
temporally disjoined phenotype changes would be that the relief from inhibitory ISG response
allows viral entry via pathways that are qualitatively different. Along this line, different ISGs
are known to modulate the viral entry mechanisms (e.g. Interferon-induced transmembrane
protein; IFITM, tetherin (Monel et al., 2017; Viswanathan et al., 2011)) or early stage of viral

replication (e.g., Viperin, 25-hydroxycholesterol) (Li ef al., 2017; Vonderstein et al., 2017).
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Alternatively, the loss of the very early antiviral response might quantitatively impact the
early steps of ZIKV infection/replication of the passaged viral population. The chance for
acquisition of adaptive mutation(s) would be increased as a direct consequence of augmented
replication rounds and/or the possible occurrence of co-infections within the same cells
presumably leading to recombination of viral genomes, known to promote viral genome

diversity (Poirier et al., 2016; Xiao et al., 2016).

Simultaneous acquisitions of the increased specific infectivity and resistance to antiviral
response

Our results suggested that the viral acquisitions of the increased specific infectivity and
resistance to antiviral pathways appeared simultaneously in the course of the experimental
evolution. Although one cannot formally exclude that kinetic analysis with more frequent
sampling would reveal some degree of disconnection between the two events, it is
conceivable that these two phenotypes are causally related. In support of this hypothesis,
ZIKV, like other flavivirus, has several inhibitory mechanisms against the host responses,
especially at the level of type I and III IFNs induced responses (Donald et al., 2016; Wu et al.,
2017) (e.g., by NS5 mediated degradation of stat) (Grant et al., 2016). Therefore, a higher
ZIKV spread might increase the chance for the adapted viral population to establish viral
replication more rapidly and/or efficiently, as compared to the speed and/or effectively of the

host antiviral response(s).

Putative molecular regulations by the candidate adaptive mutations.
Our bioinformatics analysis revealed candidate adaptive mutations: the substitution S455L in
E and Y87H in NS4B, all other mutations being synonymous, non-reproductible and/or

transient. The analysis of the E candidate mutations in the putative structures suggested that
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the E mutant lines at the C-terminus of the stem region, next to the transmembrane domain
(Klein et al., 2013). Based on the known regulatory functions of this segment of E and in
silico estimation of the change induced by the substitution of interaction with the apposed
segment, this adaptive mutation can enhanced the stability of the E protein, and as a potential
consequence the processes of membrane fusion, incorporation of the E protein and/or
interaction with specific lipid (Bressanelli ef al., 2004; Klein et al., 2013; Stiasny et al.,
2013). The structure of NS4B is still very incompletely known, but according to putative
model, it is possible that the Y87H interfers with the stability of an alpha-helix lining on the
membrane (Zmurko et al., 2015). The structural properties of these candidates adaptive
mutations would fulfill the change required for the acquisition of the adapted phenotype (i.e.,

increase specific infectivity), nonetheless future analyses are required to test this hypothesis.
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Figure legend

Figure 1. Serial passage of viral populations in cells with activated TLR3 signaling. A.
RT-qPCR quantification of ISG mRNA expressions in Huh7.5.1 cells expressing or not WT
TLR3 and ATIR TLR3, referred as to control (cont) cells, that were treated by polyl:C (100
pg/ml; 3 hours); 3 independent experiments, mean * standard deviation (SD). B. Schematic
representation of the experimental procedure for the serially passages of ZIKV supernatants
(SN) in WT TLR3-expressing Huh7.5.1 cells stimulated by polyI:C (100 pg/ml; 3 hours prior
to infection), referred to as activated TLR3 cells and ATIR TLR3-expressing Huh7.5.1 cells
(cont cells) at an MOI of 0.2. Every 3 days supernatants were harvested, infectivity were
determined and used to infect the naive cells, which were similarly modified. C.
Quantification of infectious titers of viral populations harvested in the course of 3
independent serially passaging in activated-TLR3 cells and control cells, as described in panel
A. Results are expressed as foci forming unit (ffu/ml); determined by parallel analysis for
each independent experimental evolution with 2 independent measurements; mean + SD. D.
Quantification of intracellular ZIKV genome (genome equivalent GE) levels in serial
passaging of viral population by RT-qPCR, performed by parallel analyses for all time points;

mean + SD. Statistical analysis is in preparation.

Figure 2. Validation of the resistance to TLR3-induced antiviral response of the
passaged viral populations. A. Comparison of the replication levels of viral populations
harvested from the serial passaging in activated TLR3 cells (as described in Figure 1) in
activated-TLR3 cells versus control cells at MOI 5E-3 and 5E-2, as indicated. Results
represent the quantification of the intracellular ZIKV genome levels at 3 days post-infection;

3 independent experiments; mean =+ SD. Statistical analysis is in preparation. B.
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Quantification of the replication levels of viral populations harvested from the serial
passaging in control cells presented as in panel A; 3 independent experiments; mean + SD.

Statistical analysis is in preparation.

Figure 3. Passaged viral populations do not induce an ISG response. A-C. Time course
analysis of the levels of intracellular ZIKV RNAs and ISG responses upon infections of
activated-TLR3 cells by parental virus and viral populations harvested at day 36 of the serial
passaging in activated-TLR3 cells and control cells, at the indicated MOI. Quantification of
the intracellular ZIKV RNA (A), MxA mRNA (B) an ISG15 mRNA (C) levels at indicated
times post-infection. Results are expressed as fold-change relative to the levels determined at
3 hours post-infection with MOI 0.01 for each type of viral population; 2 independent
experiments; mean + SD. Statistical analysis is in preparation. D-F. Time course analysis of
the levels of intracellular ZIKV RNAs and ISG responses upon infections Huh7.5.1 cells
using the same viral populations and displayed as in panels A-C; 3 independent experiments;
mean = SD. Statistical analysis is in preparation. G-I. Quantification of the intracellular
ZIKV RNA (G), MxA mRNA (H) an ISG15 mRNA (I) levels at the indicated time post-
infection of Huh7.5.1 cells by parental virus and viral populations harvested at day 51 of the
serial passaging in activated-TLR3 cells and control cells, at MOI 0.1. Parental virus was UV-
inactivated prior to infection, as indicated. Results are expressed as fold-increase relative to
levels at 1 hour post-infections; 3 independents measurements; mean + SD. Statistical
analysis is in preparation. J-L. Quantification of the intracellular ZIKV RNA (J), MxA
mRNA (K) an ISG15 mRNA (L) levels at 24 hours post-infection (MOI 1) of Huh7.5.1 cells
by parental virus and viral populations harvested at day the indicated times of the serial

passaging in control cells and from independent experimental evolution (i.e., replication #1
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and #2). Results of ISG mRNA levels are expressed as fold increase relative to uninfected

(mock) cells; 3 independent experiments; mean + SD. Statistical analysis is in preparation.

Figure 4. Increased viral spread of passaged viral populations. A. Representative imaging
of infectious foci of parental and viral populations harvested at day 51 of serial passage in
control cells at 48 hours post-infection of Vero and Huh7.5.1 cells, as indicated;
immunostaining of the E surface proteins (in red); nucleus stained by Hoechst (in blue). B.
Quantification of the size of foci, immunostained as in panel A; 3 independents
measurements; mean = SD. Statistical analysis is in preparation. C. Quantification of foci
number using MOI 0,001. Results are expressed as foci number per 10E6 genome equivalent
of the viral input. D. Determination of specific infectivity of the indicated viral populations
harvested in the serial passaging; bars and curves represent 2 and 1 independent

measurements, respectively; mean + SD.

Figure 5. Analysis by next-generation sequencing of the viral populations in
experimental evolution. A. Representation of the coverage per position along ZIKV genome
of sequenced libraries of viral populations harvested at the indicated time points in 3
independent evolution experiments in control cells and one example of experimental
evolution in TLR3-activated cells, as indicated. Results are expressed as number of reads per
position. Schematic representation of ZIKV genome at the bottom. B. Quantification of the
genetic diversity of viral population harvested at the indicated time point in experimental
evolution (exemplified by replicate #1 in control cells). Results are presented as a density
(KDE) plot. The distribution is bimodal, with a peak for low-frequency variants and another
peak for high-frequency variants. The low frequency peak remains stable throughout the

sampling time points, whereas the high-frequency peak shifts to the higher frequencies as
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evolution unfolds. This is consistent with the low-frequency peak corresponding to variants
appearing during the two-day expansion phase pre-library preparation, and the high-frequency
peak corresponding to variants appeared during experimental evolution. C. Frequencies of the
second most frequent variants at time point 51, control experiment #1. Variants have been
sorted in 4 categories according to whether they are synonymous or not, and whether they are
in the low frequency peak or the high frequency peak. In the low frequency peak, non-
synonymous variants are significantly more frequent than synonymous changes (T-test p-
value 1.2 10-12), whereas in the high frequency peak, there is no significant difference

between synonymous and non-synonymous variants.

Figure 6. Bioinformatic analysis of the viral quasi-species for the identification of
candidate sites involved in viral escape. A-B. Frequencies of the major variants along the
ZIKV genome. The frequency of the most frequent variant in the viral populations is
represented at each position of ZIKV genome. Results obtained for viral populations
harvested at the indicated time points of the experimental evolution (i.e., replicate #1, control
cells) (A) and at day 9 in independent experiments of evolution (B). Some major variants at
early passages have dropped markedly in frequency in later passages, as can be seen e.g., in
positions 2340 and 7172 (framed in orange). C-F. Frequency of the two major variants at
positions 2340 (C-D) and 7172 (E-F) in the course of the serial passaging of viral populations
and in independent experiments of evolution. The corresponding amino acids have been

indicated.

Material and Methods

Biological materials. Huh7.5.1 cells and derivates were maintained in Dulbecco's modified

Eagle medium (DMEM) (Life Technologies) supplemented with 10% FBS, 100 units (U)/ml
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penicillin, 100 mg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine and non-essential amino acids (Life
Technologies) at 37°C/5% CO, (Décembre et al., 2014).

The retroviral-based vectors expressing TLR3 and mutant TLR3 deleted for the TIR domain
(Wang et al., 2009) were produced in 293T cells as previously described (Dreux et al., 2012)
and used to transduce Huh7.5.1 cells. Transduced cells were selected by Blaticidin

(Invivogen) at 10 pg/ml.

Reagents. The antibodies used for immunostaining were mouse anti-DENV E glycoprotein
(4G2) kindly provided by P. Despres (Pasteur Institut, Paris, France) and Alexa-conjugated
secondary antibodies (Life Technologies). The other reagents were TLR3 agonist polyl:C
(Invivogen), anti-Mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 555 Secondary Antibody (Life
Technologies), Hoescht (Life Technologies), and ¢cDNA synthesis and qPCR kits (Life

Technologies).

Preparation of viral stocks and serial passaging of viral populations. The clinical isolate
of epidemic strains of ZIKV from Brazil (PE243_KX197192) (Donald et al., 2016) were
amplified using Vero cells. Supernatants were harvested and filtrated (0.45um) before
freezing and preservation at -80°C. The serial passaging of viral population were performed
by inoculation in parallel of Huh7.5.1 cells expressing WT TLR3 and stimulated by polyl:C
(100 pg/ml; 3 hours prior to infection), thus cells are referred to as activated TLR3 cells and
Huh7.5.1 cells expressing ATIR TLR3 (mutated TLR3 with deletion of the TIR domain
(REF) used as control (cont) cells. The target cells were seeded with 2E+6 cell in 2 T175 cell
culture flasks (Corning) the day before the infection at an MOI of approx. 0.2. At 3 days post
infection, the supernatants were harvested and their infectivity was determined by foci

counting. Next, harvested supernatant were used to infect the naive cells, which were
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similarly modified. The serial passages of viral populations were repeated up to 18 times (i.e.,

total of 54 days).

Analysis of intracellular and extracellular RNA levels. RNAs were isolated from cells or
supernatants harvested in guanidinium thiocyanate citrate buffer (GTC) by phenol/chloroform
extraction procedure as previously described (Dreux et al., 2012). The efficiency of RNA
extraction and reverse transcription-real-time quantitative PCR (RT-qPCR) was controlled by
the addition of carrier RNAs encoding Xefla (xenopus transcription factor la) in vitro
transcripts in supernatants diluted in GTC buffer. ZIKV RNA, Xefla and intracellular
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA levels were determined by RT-
gPCR using cDNA synthesis and qPCR kits (Life Technologies) and analyzed using
StepOnePlus Real-Time PCR system (Life Technologies), using previously described primers
(Décembre et al., 2014; Dreux et al., 2009). Primers were designed to regions of ZIKV
genome as Forward: 5-ATTGTTGGTGCAACACGACG-3’, and Reverse: 5’-
CCTAGTGGAATGGGAGGGGA-3’. Extracellular and intracellular ZIKV RNA levels were

normalized for Xefla and GAPDH RNA levels, respectively.

Analysis of extracellular infectivity. Infectivity titers in supernatants were determined by
end-point dilution using Huh7.5.1 cells. Foci forming unit (ffu) were detected 48 hours after
infection by anti-E surface protein specific immunofluorescence using 4G2 clone, as
previously described (Décembre et al., 2014; Dreux et al., 2009). Briefly, Huh7.5.1 cells were
fixed with 4% PFA and permeabilized by incubation for 7 minutes in PBS containing 0.1%
Triton. Cells were then blocked in PBS containing 3% BSA for 15 minutes and incubated for
1 hour with mouse anti-E (clone 4G2) hybridoma supernatant diluted at 1:100 in PBS

containing 1% BSA. After 3 washes with PBS, cells were incubated 1 hour with secondary
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Alexa 555-conjugated anti-mouse antibody (1ug/mL) and Hoechst dye (200ng/ml) in PBS
containing 1% BSA. Percentage of E-positive cells was determined using Zeiss Axiovert 135
or Olympus CKX53 microscopes.

Foci size analysis. Foci size was determined by infection using Huh7.5.1 cells with a
carboxycellulose (CMC) overlay in 12-well plate. Forty-eight hours later, cells were washed
with PBS and fixed by 4% PFA solution. Foci were detected by anti-E surface protein
specific immunofluorescence using 4G2 clone, as above previously. Imaging by Olympus
CKX53 microscope of randomly picked foci were processed using Image J solfware. Size
index was determined as the ratio of E staining intensity relative to Hoeschst staining with

normalization of each intensity on the mean intensity of 3 randomly selected cell unit.

Preparation of sequencing libraries and deep sequencing. At the indicated time,
supernatants were harvested from the infected cells (either control cells or activated TLR3
cells). To avoid contamination of the libraries by polyl:C, an additional amplification step
was performed by passaging of the supernatant with the corresponding cells for 2 days, using
MOI of 0.1. Supernatants (SN, 10ml) were concentrated using Vivaspin unit with cut-oof of
100 MWA (Sartorius) by centrifugation at 3 000 x g for 20 minutes at RT. Viral RNA were
extracted from the concentrated SN by phenol-chloroform extraction procedure as previously
(Dreux et al., 2012). Next, the RNAs were fragmented by sonication (peak incident 50 Watts,
dduty factor of 20%, cycle per burst of 200, for 200 seconds at 4°C) using Covaris M220.
Fragmented RNAs were concentrated with isopropanol precipitation, followed by analysis
with Bioanalyzer (Agilent Technology) using Pico Total RNA Chip, the size of the RNA
fragments were approximately 150bp. The steps of circulation of RNA fragments and
retrotranscription are adapted from previously described protocol (Acevedo et al., 2014).

Briefly, circular RNAs were obtained by ligation using T4 RNA ligase (New England
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Biolabs), followed by phenol-chloroform extraction. The retrotranscrption was performed
using Superscript III (Life Technology). Then, libraries were prepared using the Ultra DNA
Library Prep kit for Illumina (New England Biolabs). Additional steps of clean-up were
performed using AMPure XP beads, ratio 1:0.8 (Agencourt) to remove the free adaptor (done
before the step of PCR enrichment of adaptor-ligated DNA) and to remove the free index
adaptor (after the PCR enrichment of adaptor-ligated DNA). The qualities of the libraries
were assessed by Bioanalyzer (Agilent Technology) using High Sensitivity DNA Chip. The
libraries were quantified using NEBNext Libraries Quantification kit for Illumina (New
England Biolabs) and multiplex at equimolarity.

Multiplexed libraries were analyzed using Hiseq 2500XL (Illumina), using a 200-PE run at

the EMBL Genecore Facility (Heidelberg, Germany).

Bioinformatics analysis of the sequencing libraries.
Reads were mapped using PEAR (Zhang et al., 2014) and in-house software (viromapper,

https://github.com/Kobert/viroMapper). PEAR was used to merge the repeats in the forward

and reverse reads, to improve quality scores and minimize sequencing errors. Viromapper
automatically returns a table with statistics per position such as quality quantiles, coverage,
raw numbers of A, C, G, T bases, and quality-weighted counts and proportions of A, C, G, T
bases. These tables were then read and analyzed using Python scripts developed in house. A
Jupyter notebook reproducing the figures of the manuscript will be made available upon

publication.
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Supplementary information

Figure legends

Figure S1. Analysis of ISG mRNA and protein expression. (A-B) Analysis of MxA and
ISG expressions by western blot at 3 hours post-treatment, or not, by polyl:C of TLR3
expressing Huh7.5.1 (A) and 24 hours post-infection of Huh7.5.1 cells by parental and viral
population harvested at day 51 of the experimental evolution performed in control and TLR3-
activated cells (B). The results are representative of 2 independent experiments; actin
detection used as loading control. (C) Analysis of ISG56 mRNA expression at 24 hours post-
infection by parental and viral populations harvested at day 51 of the experimental evolution
performed in control and TLR3-activated cells (samples alse analyzed in Figure 3G-I).
Results are expressed as fold-increase relative to levels at 1 hour post-infections, 3

independents measurements; mean + SD.

Figure S2. Parent virus but not passaged viral population triggered an ISG response at
early time points post-infections and independent of viral replication. Quantification of
the intracellular ZIKV RNA (A), MxA mRNA (B) an ISG15 mRNA (C) levels at the
indicated time points post-infection of Huh7.5.1 cells by parental virus and viral populations
harvested at day 51 of the serial passaging in activated-TLR3 cells and control cells, at MOI
0.1. Viral supernatants were UV-inactivated prior to infections, as indicated. Results are

expressed as copies numbers; 2 independents experiments; mean + SD.

Figure S3. Analysis of the ISG response at 72 hours post-infection by passaged viral

population. Quantification of the intracellular ZIKV RNA (A), MxA mRNA (B) an ISG15

mRNA (C) levels at 72 hours post-infection by viral population harvested at the indicated
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time of the serial passaging in control cells. Infection performed at MOI 5E-3. Results are

expressed as copies numbers; 2 independents experiments; mean + SD.

Figure S4. Analysis of the ISG response at 24 hours post-infection of Huh7.5.1 cells
compared to Vero cells

Quantification of the intracellular ZIKV RNA (A), MxA mRNA (B) an ISG15 mRNA (C)
levels at 24 hours post-infection by parental virus and viral population harvested at Day 51 of
the serial passaging in indicated cells. Infection performed at MOI 0.1. Results are expressed

as copies numbers; 2 independents experiments; mean + SD.

Figure S5. Amino acid sequence alignment of the E and NS4B flavivirus. E (amino acids
420 to 479) (A) and NS4B proteins (amino acids 33 to 92) (B). Sequences include : ZIKAdapt
(consensus sequence of adapted viral population), ZIKV_Brazil (GenBank accession number
KX197192), Dengue virus type 2 (DENV2) (GenBank accession number NC001474),
Dengue virus type 4 (DENV4) (provided by Dr. Stephen Whitehead, NIH, Bethesda, USA),
Japanese encephalitis virus (JEV) (Uniprot accession number QS5SNT72), West Nile virus
(WNV) (Uniprot accession number F1D812), Saint Louis encephalitis virus (SLEV) (Uniprot
accession number DS8L538), YFV_17D (Uniprot accession number P03314),YFV_Asibi
(Uniprot accession number Q6DVS88), Tick-borne encephalitis virus (TBEV) (Uniprot
accession number Q01299). Identical amino acids are highlighted in green; mutated position
of ZIKAdapt in red. Predicted stem helices (H1/H2) and transmembrane domain (TM) of E

are indicated. Alignment performed using ClustalW software.
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IV. DISCUSSION

A. Adaptation virale en systeme cellulaire conduisant a la résistance a une réponse
antivirale de la cellule hote

Les travaux in vitro et in vivo ont démontré I’importance de la réponse IFN de type I et III
dans le contrdle de la propagation virale de ZIKV, sa transmission, ainsi que la pathogénese
conduisant aux défauts de développement neuronal et a des avortements spontanés (Brasil ef
al., 2016b; Yockey et al., 2018). En particulier, la voie TLR3 serait d’importance dans le
controle de I'infection (Hamel ef al., 2015) et la prolifération des précurseurs neuronaux
(Dang et al., 2016) (voir section B).

Ainsi, mon travail de thése a eu pour objectif d’étudier 1’adaptation de ZIKV en systeéme
cellulaire, sous I’influence de la pression de sélection exercée par la réponse ISG induite par
I’activation de TLR3. Nous avons choisi de réaliser ces expériences par passages itératifs dans
des cellules non-infectées et stablement modifi€es afin d’avoir un environnement cellulaire

controlé et constant.

A.1.Rapidité de 1’adaptation virale

Apres passages itératifs, la population virale résiste a ’action antivirale induite par TLR3. La
vitesse d’adaptation virale observée dans nos expériences d’évolution est en accord avec
d’autres études. Par exemple, pour les virus a ARN tels que les poliovirus, Chikungunya et
ZIKV, I’apparition de variants est observé au cours des premiers passages en culture cellulaire
— e.g., moins de dix passages soit 3 jours pour les poliovirus, 10 jours pour ZIKV et 15 jours
pour le virus Chikungunya (Coffey et al., 2011; Donald et al., 2016; Pfeiffer and Kirkegaard,
2003). Cette rapide adaptation virale est en accord avec i) le taux élevé de mutations des virus
a ARN (voir section C) et ii) la courte durée du cycle de réplication virale. Par exemple, pour
le VHC, le brin négatif, attestant de la mise en place de la réplication, est détecté en moins de

4 heures (Shulla and Randall, 2015).

A'2. Adaptation indépendamment de la pression de sélection

De fagon treés intéressante, nous avons observé une résistance a la réponse antivirale induite
par TLR3 dans la condition sans pression de sélection.

Dans le cas de virus obtenus apres passages en cellules exprimant une forme tronquée de

TLR3, et étant donné que 1’expression endogene de TLR3 est extrémement faible en cellules
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Huh7.5.1 (Li et al., 2005), il est difficile d’imaginer une adaptation du virus a un facteur
absent de I’environnement cellulaire. La résistance des virus au traitement polyl:C peut donc
dépendre d’une meilleure propagation virale ou bien d’une adaptation a différentes voies de
I’immunité innée, voire les deux. Si toutefois il y a bien eu adaptation a 1’activation de la voie
TLR3, la résistance partielle des virus obtenus lors des premiers passages peut provenir du
fait qu’ils ne forment pas une population virale homogene. Dans ce test de résistance, les
temps d’infection étant de 3 jours, il est tres fortement probable que la population virale ait
continué a s’adapter a la pression de sélection. La complémentation génétique par laquelle les
défauts génétiques de virus en interaction sont mutuellement compensés, en situation de
coopération, peut €galement étre entrée en jeu (voir section C). La coopération a été décrite
chez de nombreux virus a ARN tel que le VHC dans le cas d’échappement aux défenses
immunitaires (Skums et al., 2015) ou lors des étapes d’entrée et de sécrétion du virus de la
grippe (Xue et al., 2016). Dans le cas de co-infection par divers variants de WNV, la
coopération mene a de hauts niveaux de diversité phénotypique et génétique (Ciota et al.,
2012). Ces observations soulevent également I’hypothése que la population virale a pu
s’adapter, dans un premier temps, a une pression de sélection inconnue (différente de la voie
TLR3) mais vitale pour le virus, amenant a une meilleure propagation virale. L.’adaptation

complete de la population a la voie TLR3 a donc pu s’opérer lors de passages plus tardifs.

B. Perte de ’activation de la réponse ISG induite précocément par I’infection

ZIKV, apreés seulement deux passages successifs (i.e., 6 jours de culture), avec ou sans
pression de sélection par I’activation de la voie TLR3, n’induit plus I’expression d’ISGs a des
temps précoces post-infection comme observé pour le virus parental. La perte totale de
I’activation est détectée apres cinq passages itératifs. La modulation de réponses immunitaires
par les flavivirus, et plus particulierement par ZIKV, a déja pu étre démontrée dans différents
systemes (in vitro et in vivo) et a différents niveaux des voies de signalisation (Donald et al.,
2016; Grant et al., 2016; Xia et al., 2018). Ces systemes possedent en effet de nombreux
mécanismes d’échappement ou d’inhibition de la réponse de I’hdte impliquant les senseurs de
I’infection (Schnettler et al., 2012), les molécules de la voie de transduction en aval des PRRs
(Dalrymple et al., 2015b) ou encore directement la voie de réponse a I'IFN-I (i.e., voie
JAK/STAT) (Grant et al., 2016). Cependant, ces mécanismes nécessitent un cycle viral
réplicatif donnant lieu a la syntheése de protéines virales (ou ARNs viraux) inhibitrices dans la

cellule infectée (voir section C.2.).
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B.1. Induction des ISGs dépendants de PAMPs associés aux particules virales

L’activation de la réponse ISG a des temps précoces par le virus parental (i.e., 3 heures post-
infection) que nous observons est indépendante de la réplication du virus. De plus,
I’augmentation du niveau d’expression d’ISGs « précoces » (i.e., ISG15) et « tardifs » (i.e.,
MxA) apparait durant les premieres heures de I’infection par le virus parental. Cela suggere
que l’induction d’ISGs est indépendante de la production d’IFN, la sécrétion d’IFN étant
observable aprés un minimum de 4 heures post-stimulation par les cellules infectées (Egli et
al., 2014). D’apres ces observations, il est envisageable que cette réponse rapide soit induite
par la détection d’éléments viraux incorporés aux virions (immatures ou infectieux) tels que le
génome viral et/ou les protéines structurales du virus, ou alternativement des protéines
sécrétées. En effet, il a été démontré pour d’autres Flaviviridae que les protéines de capside
du VHC (Dolganiuc et al., 2004) ou encore la protéine NS1 de DENV (Modhiran et al., 2017)
sont reconnues par les TLRs de la membrane plasmique. En revanche, I’implication de RLRs
serait moins probable puisque i) RIG-I est non fonctionnel dans notre modele cellulaire
d’étude (Sumpter et al., 2005) et ii) MDA-5 reconnait préférentiellement la forme réplicative
du génome viral (voir section B.1.b). L’induction d’ISGs dépendants de I'IFN (i.e., MxA)
peut également étre une conséquence de ’activation de voies non-canoniques, notamment
dépendantes du facteur de transcription IRF-1. Le mécanisme sous-jacent a I’induction de
IRF-1, impliqué dans la réponse antivirale et indépendant de 1’action de I'IFN, est, a ce jour,

toujours inconnu (Schoggins et al., 2011).

B.2. Implications de facteurs solubles présents dans le surnageant de ZIKV

Alternativement, il est possible que des facteurs cellulaires solubles, présents dans le
surnageant viral lors de I’infection, telles que des cytokines dont I'IFN (type I ou III),
induisent la réponse précoce détectée pour le virus parental et lors du premier passage. En
accord avec cette seconde hypothese, I’induction de MxA, une ISG préférentiellement induite
par I’action paracrine et autocrine de I'IFN-I/III, est détectée a des temps précoces. Nous
avons pu observer que l’induction des ISGs dans la lignée cellulaire Huh7.5.1, suite a
I’infection par le virus parental, n’avait pas lieu dans la lignée cellulaire Vero. Pourtant, ces
cellules, isolées du singe vert (Chlorocebus sabaeus), réagissent a différents stimuli, incluant
I’'IFN de type I (données non publiées). Il est donc peu probable que 1’activation précoce des
ISGs par le virus parental soit liée a I'IFN-I. Cependant, la présence et la réactivité inter-

espece de cytokines ou de I'IFN-III restent des pistes a analyser. En effet, il a ét€ observé que

89



les cellules humaines (Ma et al., 2009; Wang et al., 2014) et simiennes (Eberle et al., 2016;

Prescott et al., 2010) peuvent produire et répondre a de telles molécules.

C. L’adaptation des populations virales entraine une hausse du pouvoir infectieux de
ZIKYV en lignée cellulaire humaine

Le passage des populations virales en cellules présentant ou non une activité TLR3 élevée a
également permis de décrire une meilleure propagation de ces virus dans des lignées
cellulaires humaines. Nous avons pu constater que les foyers d’infection sont plus importants
pour les virus adaptés, de méme qu’une meilleure amplification du niveau de réplication de
ZIKV et une augmentation de I’infection spécifique au cours des passages ont été observées.
Outre I’'impact de facteurs impliqués dans 1’attachement ou I’entrée des particules virales dans
les cellules humaines, le role de I'immunité innée est ici aussi a considérer. La perte
d’activation des ISGs peut également favoriser la propagation virale par une levée de
I’inhibition de réplication virale, comme décrit dans le cas de I’expression de Vipérine
(Panayiotou et al., 2018). De récentes €tudes ont également pu démontrer 1’action antivirale
de certains ISGs, tels que la cholestérol-25-hydroxylase (Li et al., 2017) ou IFITM3 (Monel et
al.,2017; Savidis et al., 2016), dans I’inhibition de 1’entrée de ZIKV. Cependant, il n’y a pas
de variation en taille des foyers d’infection lors de I’infection de cellules Vero ou seuls des
foyers d’infection de petites tailles sont visibles, malgré 1’absence d’induction d’ISGs, aussi
bien par le virus parental que par les virus adaptés. Ainsi, méme si les réponses immunitaires
peuvent jouer un réle crucial dans le contrdle de la propagation de ZIKV en cellules

humaines, il semble qu’un second mécanisme soit également responsable de ce phénotype.

D. Le changement d’hétes est possiblement impliqué dans I’adaptation de ZIKV

Le virus parental, produit et amplifié en cellules Vero, a subi une pression de sélection forte
lors des passages en lignée cellulaire humaine, comme le montre I’adaptation similaire de la
population virale en cellules contrdles ou activées pour la réponse TLR3. De plus, les virus
passés dans les deux environnements cellulaires présentent une forte diminution du nombre de
particules infectieuses lors des derniers passages par rapport au nombre total de particules
physiques présentes lors des premiers passages. Il est donc possible que les populations
virales se soient adaptées en premier lieu au changement d’hotes. Différents facteurs, présents
dans les cellules humaines, sont absents ou inactifs dans les cellules simiennes. Ils peuvent
étre notamment impliqués dans des processus liés a I’immunité innée, dont 1’attachement ou

I’entrée de la particule virale, et donc étre a I’origine de la pression de sélection a laquelle
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s’est adaptée la population virale lors des passages. Parmi les différences connues entre les
cellules humaines et simiennes utilisées, il est admis que la réponse TLR4 des primates de
I’Ancien Monde est diminuée de fagon importante en comparaison des réponses humaines
(Vaure and Liu, 2014). I semble également que 1’expression de TLR4 soit absente dans les
cellules Vero (Paladino et al., 2006). Cependant, le role de cette voie dans la réponse
antivirale chez les cellules Vero, et plus précisément contre ZIKV, n’a, a notre connaissance,
Jjamais été étudié.

Il semble également que les cellules Vero possedent une composition différente en
glycoaminoglycanes de surface, ceux-ci étant impliqués dans I’attachement des particules
virales et dans l'infection des cellules hotes par DENV (Lee et al., 2006). Cependant, la
composition en facteurs d’attachement entre ces deux lignées cellulaires n’est, a I’heure
actuelle, pas encore connue, et les mécanismes glycoaminoglycanes-dépendants impactant
I'infectivité de ZIKV sont encore pratiquement inexistants jusqu'a présent (Kim ez al., 2017).
Par ailleurs, les cellules Vero fournissent 2 DENV une méthode d’entrée différente de celle
observée en cellule humaine, indépendante de la présence de radeaux lipidiques (Acosta et al.,
2009). Des expériences biochimiques et cellulaires ont identifié le cholestérol comme un
composant important des radeaux lipidiques et des structures apparentées (les cavéoles, par
exemple) dans les membranes cellulaires des mammiferes ; en effet, le taux de cholestérol
membranaire est un facteur déterminant pour la stabilité et 1'organisation des radeaux
lipidiques (Crane and Tamm, 2004). Une conséquence de l'infection par DENV est
I’augmentation des taux de cholestérol en début d'infection dans les cellules Huh7 mais pas
dans les cellules Vero (Soto-Acosta et al., 2013). La présence de cholestérol pendant
'adsorption virale bloque grandement 1’infectivit¢é de JEV et de DENV dans des cellules
issues de neuroblastomes de souris (cellules N18) ou de reins de hamsters (cellules BHK-21),
intervenant probablement lors des étapes de fusion et de décapsidation de I'ARN (Lee et al.,
2008). Ainsi, la dépendance au cholestérol dans l’infectivit¢é de DENV, mais également
d’autres arbovirus, semble étre spécifique du type cellulaire (Sousa et al., 2011). Ces
différentes hypothéses nous amenent donc a dresser une liste de pressions de sélection
putatives, mais ne permettent cependant pas d’expliquer les mécanismes d’adaptation dans la

population virale, qu’ils soient directs ou indirects, suite a ces pressions.

E. Identification de mutations candidates responsables de I’adaptation virale
L’analyse bioinformatique des données de séquencage des populations virales a permis

d’étudier 7) la présence de variants dans différentes expériences indépendantes et ii) leur
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augmentation en fréquence au cours des expériences d’évolution. Parmi les substitutions qui
présentaient une augmentation en fréquence au cours des passages, deux substitutions
nucléotidiques codants pour des mutations non-synonymes coincidaient temporellement avec
I’apparition des phénotypes décrits précédemment. Un variant situé au niveau de la
glycoprotéine E (en position 2 340) a été détecté a partir du troisieme passage itératif, sous
forme d’une mutation non-synonyme S455L. Le second variant apparait majoritairement a
partir du quatrieme passage ; la position mutée, 7 172, correspond a une modification Y87H
de la protéine NS4B. Toutes les autres substitutions nucléotidiques étaient i) synonymes, ii)
instables au cours des passages ou iii) n’étaient pas reproductibles entre les réplicats de

passage.

E.1. Mutation dans la glycoprotéine d’enveloppe E de ZIKV

La substitution S455L dans la protéine E est caractéristique d’une mutation sévere (Figure
11.A). L’acide aminé concerné passe d’une caractéristique hydrophile & hydrophobe. II est
donc fortement probable que ce changement impacte grandement la structure et la fonction de
la protéine concernée. La substitution se situe au niveau C-terminal de la région « tige » de la
glycoprotéine d’enveloppe de ZIKV, a l’interface du domaine III (impliqué dans la
reconnaissance de co/récepteurs) et de la région d’ancrage transmembranaire (permettant a la
glycoprotéine d’étre incorporée a 1’enveloppe du virus) (Figure 11.A-B). La tige est
composée de deux hélices amphipathiques, prédites d’interagir avec la membrane virale
externe, la moitié supérieure contenant des résidus hydrophiles faisant face a une moitié
inférieure constituée de résidus hydrophobes interagissant avec les groupes alkyles de la
membrane. Pour que la fusion entre la membrane du virus et celle de I’endosome ait lieu, la
tige change de conformation et doit couvrir la longueur du domaine II de E (Figure 11.B).
Lors de I’entrée de DENV, une interaction forte de la partie C-terminale de la tige avec le
peptide de fusion lors de la conformation post-fusion de E a été observée (Klein et al., 2013).
Un modele probable pour DENV est le maintien par la tige des espaces entre les oligomeres
de E groupés, réunissant l'ancre transmembranaire et les boucles des peptides de fusion
(Figure 11.B). Dans ce processus, la tige induit également la courbure opposée sur la
membrane virale tout en la forcant contre la compression formée dans la membrane cible,
amenant les feuillets externes des deux membranes a fusionner (Figure 11.B). Le changement
conformationnel de la protéine E jusqu’a sa forme finale de plus basse énergie, dans laquelle
le trimere est entierement symétrique, ne peut donc étre obtenu qu'en forgant la formation d'un

pore (Klein et al., 2013). Des observations similaires ont été faites au travers d’études
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structurale sur un autre flavivirus, le virus de 1’encéphalite de la tique (TBEV) (Bressanelli et
al., 2004; Stiasny et al., 2013), et sur un alphavirus possédant, comme les flavivirus, un

peptide de fusion de classe II associé a la glycoprotéine d’enveloppe (Gibbons et al., 2004).

B.

membrane cellulaire

enveloppe virale

Figure 11 : Représentation de la mutation S455L de la glycoprotéine d’enveloppe E de
ZIKV. A. Localisation de I’acide aminé d’intérét (boules jaunes) sur la structure d’un
homodimere E (séquence jaune et rouge) en association avec un homodimere de prM
(séquence verte et orange). L’encadré correspond a un agrandissement de la région mutée. B.
Schématisation du processus de fusion. Le processus de fusion schématisé. (I) Le dimere se
trouve a plat sur la membrane virale a 1'état de préfusion mature, avec les boucles de fusion
enterrées dans les contacts du dimere. Les deux hélices amphipathiques prédites de la tige
(vert) reposent contre la membrane. (II) Un pH bas provoque la dissociation du dimere et les
monomeres se projettent vers la membrane cellulaire cible ou les boucles de fusion sont
représentées enfouies. Le domaine III (bleu) se replie et se reconnecte du c6té du domaine I
(rouge), stabilisant un trimére de ce domaine. Les fleches indiquent que l'angle entre les
domaines I et II (jaune) change, permettant aux boucles de fusion des trois copies du domaine
IT de se rejoindre. (III) La tige s'étend le long de I’espace entre deux domaines II, mais la tige
distale et l'ancre de la membrane (orange) ne sont pas encore en contact avec la boucle de
fusion. (IV) Les trois tiges traversent toute la longueur du domaine II, réunissant l'ancre
transmembranaire et la boucle de fusion, complétant la fusion des membranes et la formation
de pores. La mutation candidate S455L est représentée par un astérisque noir. (adapté de
Klein et al., 2013).
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Notre substitution d’intérét, située juste avant I’ancre transmembranaire et apportant un acide
aminé hydrophobe, il est attendu que la partie C-terminale de la région tige soit plus fortement
incorporée dans 1’enveloppe du virus. Il se pourrait que ce changement permette une fusion
plus efficace et moins énergétique entre 1’enveloppe du virus et la membrane de I’endosome.
De maniére intéressante, une comparaison entre les séquences des différents flavivirus connus
pour infecter ’'Homme indique que WNV possede également cette substitution. Un tel
changement dans 1’étape de fusion de ZIKV, si toutefois il est prouvé, pourrait expliquer la
meilleure propagation de la population virale adaptée en cellules humaines. De plus, la fusion
de la particule virale est, non seulement nécessaire au relargage du matériel génétique viral
dans le cytoplasme, mais est considérée comme un mécanisme d’échappement aux voies de
I’immunité innée, notamment aux voies TLRs, connues pour avoir une localisation

endolysosomale (voir section B.1.a).

E.2. Mutation dans la protéine NS4B de ZIKV

La substitution Y87H au sein de la protéine NS4B est plus délicate a étudier, la structure de
cette protéine virale n’ayant toujours pas pu étre résolue. Le changement d’un acide aminé
polaire a polaire ne permet pas non plus de prédire avec certitude sur le(s) changement(s) de
conformation apporté(s). Toutefois, sachant que la position de la substitution se situe au
niveau de deux hélices amphipathiques prédites d’interagir avec la membrane de la lumiere
du réticulum endoplasmique, 1’hypothese que la substitution en position 87 en faveur d’une
histidine permette une interaction de meilleure affinité entre la protéine et la membrane du
réticulum endoplasmique semble plausible. Cette région de la protéine de DENV (i.e., les 125
premiers acides aminés de NS4B) a été démontrée in vitro comme suffisante pour bloquer
partiellement l'activation de STATI1 et des promoteurs de 1'élément de réponse stimulé par
l'interféron (ISRE) dans des cellules stimulées par I'IFN-1 (Mufioz-Jordén et al., 2005).
Cependant, NS4B doit obligatoirement interagir avec la protéine mature NS4A pour que
I’inhibition soit fonctionnelle, plus précisément entre les positions 84 a 146 de NS4B (Zou et
al.,2015). Dans le contexte d’infection par ZIKV, NS4B inhibe la phosphorylation de TBK1
et empéche I’activation de IRF3 (voir section C.2.c) (Wu et al., 2017). De plus,
I’hétérodimere NS4A/NS4B est impliqué dans la modulation de la voie Akt-mTOR,
participant ainsi a I’inhibition de la neurogénese (Liang et al., 2016). L’implication de NS4B,
et plus particulierement la partie N-terminale ou se situe notre mutation, dans le controle des
réponses antivirales permet de faire I’hypothése que cette protéine ait un rdle dans la perte

d’induction des ISGs, notamment a la suite de 1’activation de la voie TLR3. La protéine
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NS4B n’est pas associée a la particule virale ; son action est donc dépendante de la réplication
du virus. Or, nous avons pu observer que la perte de réponse des ISGs pouvait Etre
indépendante de la réplication du virus. Il est donc probable que le mécanisme sous-jacent

fasse intervenir plusieurs éléments viraux.
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Figure 12: Représentation de la mutation Y87H de la protéine NS4B de ZIKYV.
Topologie structurelle et fonctionnelle de la protéine transmembranaire NS4B. Le peptide
signal 2K (N-terminal, en noir) est clivé dans la membrane du réticulum endoplasmique par la
protéase cellulaire (ciseaux). La protéine NS4B mature contient cinq domaines hélicoidaux
majeurs, dont trois sont expérimentalement prouvés comme étant des hélices
transmembranaires (TM3-5) et deux sont prédits (pTM1 et pTM2) mais susceptibles de
résider dans la lumiere du réticulum endoplasmique. La mutation candidate Y87H est
représentée par un rond rouge (adapté de Zmurko et al., 2015).

La protéine NS1 des flavivirus est une protéine non structurale glycosylée, oligomérisée dans
la lumiere du réticulum endoplasmique. Elle est localisée dans la membrane plasmique des
cellules infectées et est sécrétée dans l'espace extracellulaire. Le mécanisme d'expression de
NS1 a la surface des cellules infectées reste incertain, bien qu’il y ait des évidences
d’ancrages atypiques a des glycosyl-phosphatidylinositols ou encore a des radeaux lipidiques
(Noisakran et al., 2008). NS1 se lie également aux cellules non infectées et antagonise
plusieurs réponses immunitaires (Chung et al., 2006; Wilson et al., 2008; Xia et al., 2018).
Méme si NS1 est localisée a la lumiere du réticulum endoplasmique et que la réplication
virale se produit sur la face cytosolique du réticulum endoplasmique, NS1 est une protéine
essentielle régulant la réplication de I'ARN viral de maniere précoce (Alcon-LePoder et al.,
2005; Lindenbach and Rice, 1997, 1999). Dans le cas de WNV, I’instabilité de NS1 peut €tre

induite par la double substitutions RQI10NK, et se traduit par des changements de son
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oligomérisation, de sa sécrétion et d’une infectivité du virus atténuée (Youn et al., 2012).
Cette mutation, tres instable en culture cellulaire, est rapidement compensée apres deux
passages soit par un retour spontané a la séquence sauvage ou soit par I’apparition d’une
mutation F86C de la protéine NS4B. Alors que la substitution seule de NS4B n’apporte pas de
phénotype particulier au virus, la double présence des mutations de NS1 et NS4B restaure
completement la réplication de I’ARN viral par une interaction directe des deux protéines
(Youn et al., 2012). L’analyse des séquences de différents isolats de ZIKV a indiqué la
présence d’une substitution R98G dans NS1 dans I’isolat que nous avons utilisé. Une analyse
structurale de la conséquence de cette mutation a mis en avant une instabilité de la structure
de la protéine par la perte de nombreux ponts hydrogénes, maintenus originalement par
I’arginine. Il est tentant de spéculer que la mutation détectée dans NS4B, tres semblable a
celle décrite par Youn et al., pourrait impacter la stabilisation de NS1 et ainsi permettre une
meilleure réplication virale, ainsi qu’une sécrétion d’hexameres de NS1 conduisant des lors
au contrdle des réponses immunitaires des cellules. Ce mécanisme inhibiteur et indépendant
de la réplication ferait alors le lien avec nos observations phénotypiques sur les populations
virales de ZIKV adaptées. De plus, le possible impact de la différence de composition des
radeaux lipidiques entre les cellules Vero et les cellules Huh7.5.1, ainsi que la potentielle
interaction de NS1 avec ces lipides, permettrait de mettre en avant une probable origine de la

pression de sélection qu’a subie le virus.

F. Le passage de ZIKV en cellules humaines permet la diversification génétique de la

population virale

F.1. Stabilisation de la diversité virale au cours des premiers passages

Une population de virus a ARN se stabilise génétiquement lorsque qu’elle est maintenue dans
un hote ; un changement de la diversité génétique est du a une modification des relations hote-
virus ou a un changement d’hote (Schneider and Roossinck, 2001). L'hdte apporte des
composants essentiels a la réplication du virus, en plus de contrdler ’apport en nucléotides, le
pH et d'autres propriétés d’éléments solubles tels que les cations divalents, tous pouvant
affecter la fidélité de la polymérase virale. Notre systeme de passages de virus en culture
cellulaire s’affranchit de nombreuses contraintes adaptatives présentes in vivo (i.e., réponse
humorale, température notamment). La stabilité génétique est ici rendue possible en 1’absence
de pression de sélection (i.e., cellules contrdle). Inversement, les virus peuvent étre capables

de générer des niveaux équivalents de diversité dans différents hotes, bien qu’une pression de
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sélection spécifique a un hote particulier agit comme un cap, limitant 1'accumulation de
diversité. En effet, les analyses bioinformatiques des différentes populations sécrétées de
ZIKV obtenues au cours des passages ont indiqué que la diversité virale est stable lors des
premiers passages en cellules controle, malgré 1’augmentation en fréquence de variants, ou
notre analyse a été principalement ciblée sur 1I’évolution de séquences consensus. De plus, la
couverture de séquencgage pour les virus issus de passages précoces est plus faible (environ 4
fois) que pour les virus adaptés. Il est donc possible que de nombreux variants a faibles
fréquences se situent a la limite de détection, ce qui pourrait biaiser la visualisation de la

diversité génétique aux temps précoces (Acevedo et al.,2014).

F.2. Augmentation de la diversification génétique apres fixation des mutations

Etant donné que nos séquencages ont porté sur les virus sécrétés, il est envisageable qu’une
sélection s’opere lors de 1’assemblage de virions. Nous n’observons donc pas les virus portant
des mutations létales (i.e., codon STOP prématuré, perte d’activité catalytique). La diversité
génétique doit étre donc moins importante en comparaison d’études portant sur des
populations virales présentes au niveau intracellulaire. On peut corréler temporellement la
fixation des mutations dans la population virale avec une augmentation de la diversité
génétique dans les passages plus tardifs. La perte de diversification génétique de la population
virale sécrétée lors des premiers passages semble indiquer que ZIKV a subi une pression de
sélection a ces instants précis. L’augmentation tardive de la diversité peut étre due au
changement d’hote, le virus ayant été amplifié en cellules de singe avant passages en cellules
humaines. Une multiplicité d’infections basse sur une large population cellulaire a été utilisée
dans cette étude. L’impact du nombre de particules utilisées pour le passage de ZIKV est
inconnu ; néanmoins, ce parametre pourrait théoriquement promouvoir la diversification

génétique et favoriser I’apparition précoce de variants.

F.3. Relation entre diversification génétique et changement d’hotes

ZIKV, comme beaucoup d’arbovirus, est transmis majoritairement a I’Homme par les
moustiques et possede un réservoir naturel qu’est le singe. Il est donc possible que cette
adaptation arrive naturellement lors de la transition du cycle sylvatique au cycle urbain. Il
serait alors intéressant d’étudier la diversité de séquences pour une souche donnée de ZIKV
dans une population de singes et de patients d’une méme zone géographique afin de détecter
des régions génétiques impliquées dans la diversité virale liée a 1’hote. Malheureusement,

bien que les banques de données soient en pleine expansion, le nombre de séquences virales
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disponibles issues directement de singes ou de patients reste réduit. De plus, 1’étude du
passage naturel de I’hote simien a ’Homme doit prendre en compte le troisieme facteur
essentiel au phénomene d’adaptation: le moustique. La transition du virus par 1’hote
arthropode semble étre une étape importante a 1’adaptation de ZIKV, de par une population
virale ayant une plus grande hétérogénéité de séquences chez les singes infectés par des

moustiques que chez les animaux inoculés par injection (Dudley et al., 2017).
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V.CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le passage de populations virales de ZIKV en cellules humaines nous a menés a 1’observation
d’une adaptation rapide. Elle se traduit par la perte de la réponse ISG précoce suivie d’une
augmentation de la propagation virale en association temporelle avec une résistance a la
réponse antivirale induite par la voie TLR3. Cette adaptation virale est aussi apparue en
I’absence de la pression de sélection par I’activation de la voie TLR3. Ces observations
laissent donc présumer que le passage de virus issus d’un isolat clinique dans un
environnement cellulaire potentiellement plus homogene (i.e., dans le contexte de lignée
cellulaire : type cellulaire unique, voie de I'immunité innée fonctionnelle limitée, absence de
réponse adaptative, absence de contrainte physico-chimique comme dans le sang etc..) a
constitué un environnement sélectif ayant visiblement guidé 1’acquisition de mutations
adaptatives.

L’analyse bioinformatique des populations virales nous a permis de sélectionner deux
mutations candidates : la mutation S455L dans la glycoprotéine d’enveloppe E et la mutation
Y87H dans la protéine NS4B. Afin de valider ces candidats, la réintroduction de ces
différentes mutations dans un clone moléculaire apparenté a 1’isolat clinique utilisé est
actuellement en cours. L’impact de chaque mutation sur le phénotype du virus pourra donc

étre étudié, ainsi que la présence simultanée des deux candidats dans le clone infectieux.

A. Caractérisation des voies immunitaires impliquées dans D’activation précoce des
réponses ISGs

Comme développées précédemment, deux hypotheses sont envisagées pour expliquer
I’expression d’ISGs induites initialement par le virus parental : via une activation directe par
le virus ou via la présence de facteurs solubles.

Dans le cas ou une réponse immunitaire serait en jeu, il est judicieux de s’intéresser a

plusieurs voies candidates.

A.1. Activation indirecte

La présence de facteurs cellulaires solubles dans le surnageant utilisé pour infecter les cellules
est probable. Une analyse poussée de la composition du surnageant du virus parental inactivé
aux UV, comparée a la composition du surnageant de virus adapté, pourrait mettre a jour des

différences (i.e., cytokine pro-inflammatoire ou IFN-III). Pour vérifier cette hypothese, le
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caractere immunostimulant du surnageant pourrait €tre testé sur d’autres lignées cellulaires
déficientes pour différents senseurs de protéines solubles. Ainsi, le suivi de la réponse ISG a
la suite de I’infection de cellules dépourvues de récepteurs aux cytokines pro-inflammatoires
ou a I’IFN-III devrait indiquer la présence, ou non, de ces molécules dans le surnageant. De
méme, la caractérisation des réponses fonctionnelles dans les cellules Huh7.5.1 et Vero
pourrait également apporter des informations quant a leur capacité a sécréter différentes
cytokines. Pour cela, de nombreux agonistes pour !’induction d’une réponse pro-
inflammatoire existent (i.e., prostratine ou PMA). Le PRR, impliqué dans I’activation de IRF-
1, n’est toujours pas connu, bien que son rdle antiviral soit cependant prouvé a ’encontre de
DENYV (Carlin et al., 2017). L’implication de IRF-1 dans la réponse antivirale déclenchée par
ZIKV reste une possibilité. De plus, la signature d’ISGs induits par IRF-1 est semblable aux
niveaux d’induction détectés lors d’infection avec le virus parental (i.e., forte expression IFN-
indépendante de MxA) (Schoggins et al., 2011). L’utilisation de lignées cellulaires déficientes

pour IRF-1 lors d’infection par le virus parental permettrait de lever le voile sur une possible

implication de ce facteur dans une voie encore peu détaillée.

A.2. Activation par des protéines virales

Il existe plusieurs exemples d’activation de la réponse ISG précoce suite a la détection de
protéines virales par divers PRRs et notamment la protéine NS1 de DENV qui semble étre
détectée par TLR4 (Modhiran et al., 2017) ou par TLR2 et TLR6 (Chen et al., 2015) en
fonction des études. Bien que cela n’ait jamais été étudié pour ZIKV, il serait d’intérét de
vérifier I’impact d’une surexpression de TLR4 sur I’expression d’ISGs (i.e., ISG15 et MxA)
dans le cas d’une infection par la souche parentale et adaptée de ZIKV. A la suite de récentes
controverses, une méme étude devrait également €tre effectuée sur des lignées cellulaires
exprimant TLR2 et TLR6. De maniere concomitante, la détection par Western blot de la
forme sécrétée de NS1 dans les surnageants infectieux des virus parental et adapté permettrait
de savoir si cette protéine peut étre responsable de 1’induction d’ISGs ou si cette réponse est

liée directement a la reconnaissance de la particule virale (i.e., glycoprotéine d’enveloppe E).

B. Augmentation de I’infectivité de ZIKV dépendant du type cellulaire

L’apparition d’un pouvoir infectieux augmenté chez les virus adaptés est également une
notion a prendre en compte afin de comprendre 1’histoire évolutive du virus. Le fait que ZIKV
présente une meilleure propagation exclusivement en cellules Huh7.5.1, et non pas en cellules

Vero, souleve de nombreuses questions.
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B.1. Mécanisme d’entrée du virus adapté

Il semble que ce mécanisme soit hote-dépendant du fait que les cellules Huh7.5.1 et Vero
soient respectivement d’origine humaine et simienne. Un mode d’entrée particulier,
indépendant de la présence de radeaux lipidique, a été décrit dans le cas d’infection de
cellules Vero par des flavivirus (Acosta et al., 2009). 11 se peut que le virus adapté ait
développé de nouvelles stratégies d’entrée en cellules humaines. La participation des
différents compartiments endosomaux a ’entrée du virus peut facilement étre observé par
imagerie. L’analyse pourrait également €tre couplée a un traitement par différentes drogues
connues pour déréguler le trafic vésiculaire (e.g., Bafilomycine). L’entrée de certains virus
met également en jeu des mécanismes de captation, comme la macropinocytose, dont le role
peut étre évalué par une inhibition des principaux régulateurs de la macropinocytose, y
compris Pakl et CtBP / BARS, ainsi que par un traitement des cellules a I’EIPA
(Aleksandrowicz et al., 2011).

Un effet synergique entre la méthode d’entrée et I'induction de la réponse ISG est
envisageable et peut également expliquer les différences hote-dépendantes observées. En
effet, des perturbations membranaires peuvent induire 1’activation de réponses innées non-
canoniques (Hare et al., 2016; Noyce et al., 2011). De plus, nous avons précédemment discuté
de la possible importance du cholestérol, et plus précisément des radeaux lipidiques, dans
I’infectivité des flavivirus. Pour tester cette hypothese, il serait intéressant d’infecter des
cellules traitées au methyl-f-cyclodextrin (MPBCD), un composé connu pour appauvrir le
cholestérol membranaire et perturber les radeaux lipidiques. Afin de mieux détailler I’effet
hote-dépendant, des cellules Huh7.5.1 et Vero pourraient étre utilisées en parallele. Si les
précédentes observations sont validées (Lee et al., 2008; Soto-Acosta et al., 2013),
I’infectivité de ZIKV en cellules Huh7.5.1 devrait augmenter mais rester identique en cellules

Vero.

B.2. Optimisation de la particule virale

Il est également possible que I’étape conventionnelle d’entrée de ZIKV ait été optimisée par
les passages successifs. En effet, la voie d’entrée canonique de ZIKV est probablement
utilisée, mais certains parametres, telles que la fusion ou la stabilité de la particule virale, ont
pu évoluer. Il serait donc d’intérét de définir les interactions qu’il existe entre la particule
virale et les membranes cellulaires, notamment au niveau du processus de fusion de la

particule virale. Pour cela, un test de fusion des différentes particules virales obtenues lors des
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passages sur des liposomes est envisageable (Dreux et al., 2007). Etant donné que ZIKV est
considéré comme étant plus résistant que d’autres flavivirus aux changements de température,
il serait également intéressant de comparer la stabilité de virions issus du surnageant parental
a celle de virions issus du surnageant adapté a différentes températures (i.e., 37°C et 50°C).
Bien que notre mutation candidate S455L de la protéine E n’est pas, a notre connaissance,
impliquée dans la stabilisation de la structure virale, il semble y avoir des évidences que la
région mutée a un role essentiel dans la conformation de E lors des étapes de fusion de DENV

(Klein et al., 2013).

Figure 13 : Modele de I’adaptation virale de ZIKV observée apres de multiples passages
en lignée cellulaire humaine. A. Lors d’une infection par le virus parental, une induction
forte et précoce de la réponse ISG, indépendante de la réplication du virus, est observée. Le
mécanisme activateur de la réponse immunitaire innée est donc soit i) dépendant de la
reconnaissance de la particule virale par la cellule, soit ii) une conséquence de la présence de
facteurs solubles dans le surnageant du virus. B. Dans le cas d’une infection par le virus
adapté, il n’y a plus d’augmentation précoce de I’expression d’ISGs. De plus, comparé a
I’infection par le virus parental, le pouvoir infectieux du virus adapté est augmenté. Les
mutations candidates associées a ces phénotypes impactent les protéines E et NS4B de ZIKV.
Il est donc possible que ces mutations jouent un role dans les étapes d’entrée (i.e., fusion de la
particule virale) ou de réplication du virus (i.e, possible interaction de NS4B avec les
protéines virales NS1 et/ou NS4A).
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