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RESUME

Le genre Enterovirus comporte de nombreux virus @ ARN non enveloppés regroupés en especes
EV-A-J et Rhinovirus A-C. Les coxsackievirus B (CV-B) appartiennent a 1'espece EV-B. Le role
des CV-B et notamment de CV-B4 dans la pathogenese du diabéte de type 1 (DT1) est fortement
suspecté. Coxsackievirus-B4 E2 (CV-B4 E2) isolé a partir du pancréas d'un patient souffrant de
DTT1 est capable d'induire une hyperglycémie chez des souris. Les mécanismes de la pathogenése
entérovirale du diabéte ne sont pas encore bien connus. Il a été montré que les monocytes humains
sont infectés par CV-B4 in vitro grace a des anticorps anti-VP4 formant des complexes avec le
virus, et que les macrophages humains également sont infectés par CV-B4 in vitro. Les études
réalisées in vitro sont riches d'informations mais des modeles d'infection in vivo sont nécessaires
pour explorer davantage les mécanismes des infections a entérovirus. Malgré l'impact des

entérovirus en pathologie les moyens de lutte contre ces virus sont limités.

Nos principaux objectifs étaient 1) d'étudier 'infection a CV-B4 E2 chez la souris et de déterminer
si les monocytes/macrophages sont des cibles du virus in vivo ii) de mettre en oeuvre un modele
de diabete induit par CV-B4 E2 chez la souris iii) d'é¢tudier l'activité anti-CV-B4 de diverses
molécules in vitro iiii) de mettre en évidence la survenue d'infections entérovirales naturelles chez

des animaux.

L'ARN viral est présent in vivo dans les monocytes (CD14+) et macrophages (F4/80+) de la rate et
dans les cellules de la moelle osseuse de souris ICR-CD1 inoculées avec CV-B4 E2. In vitro, CV-
B4 E2 infecte les cellules CD14+ et les cellules F4/80+ de la rate. Les macrophages dérivés de la
moelle osseuse cultivés en présence de M-CSF sont infectés par CV-B4 in vitro. Le sérum de
souris infectée par CV-B4 E2 facilite l'infection in vitro des cellules spléniques par CV-B4 E2,
mais pas celle des macrophages dérivés de la moelle osseuse. Chez des souris ICR-CDI
préalablement traitées par des doses sub-diabétogeénes de streptozotocine § (STZ), l'inoculation de
CV-B4 E2 provoque une hyperglycémie associée a une hypo-insulinémie. La charge virale du
pancréas évaluée par RT-PCR quantitative n'est pas différente chez les animaux diabétiques
(STZ/CV-B4 E2) par rapport aux animaux inoculés avec le virus mais non diabétiques. L'analyse
histologique du pancréas d'animaux diabétiques (STZ/CV-B4 E2) met en évidence des foyers
d'inflammation au niveau des ilots de Langerhans. Des dérivés de pirodavir et de pléconaril,
molécules qui se fixent a la capside des entérovirus, inhibent l'infection a echovirus 7 et 11 mais

pas l’infection & CV-B4 E2 in vitro. Par contre la fluoxétine a fait preuve d'un effet anti-CV-B4
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E2 dans un modele de culture de fragments de pancréas et de cellules béta pancréatiques murins.
La détection d'anticorps sériques anti-VP4 par ELISA, a l'aide d'un peptide de 50 acides-aminés
de la protéine VP4 d'EV-GI1 (un entérovirus porcin), a été appliquée a la mise en évidence de
l'infection de jeunes porcs par des entérovirus. Une homologie de 88% de la séquence du peptide
VP4 d'EV-GI avec celle des protéines VP4 d' autres EV-G suggére que des anticorps dirigés

contre ces virus distincts d'EV-G1 puissent étre détectés.

En conclusion, CV-B4 E2 peut infecter les monocytes et les macrophages in vitro et in vivo dans
un systéme murin, et le virus peut provoquer un diabéte chez des souris préalablement exposées a
de faibles doses de STZ. La fluoxétine inhibe l'infection & CV-B4 E2 de cellules pancréatiques in
vitro. La détection d'anticorps anti-VP4 d'EV-G1 a permis de mettre en évidence des infections
naturelles a entérovirus chez des jeunes porcs. Ce modéle porcin peut étre mis a profit pour étudier

la physiopathologie des infections a entérovirus et tester des moyens de lutte contre ces virus.



ABSTRACT

Enterovirus genus encompasses a number of non-enveloped RNA viruses grouped into 12 species,
EV-A-J and Rhinovirus A-C. Group B coxsackieviruses (CV-B) belong to the EV-B species. CV-
B and particularly CV-B4 are thought to be involved in the development of chronic diseases like
type 1 diabetes (T1D). A strain of CV-B4 (CV-B4 E2) was isolated from the pancreas of a patient
with T1D, and was able to induce a hyperglycemia in mouse. The mechanisms of the enteroviral
pathogenesis of T1D are not well known yet. It has been observed that the infection of human
monocytes with CV-B4 E2 in vitro can be enhanced by anti-VP4 antibodies bound to the virus,
and human macrophages are also infected by CV-B4 in vitro. The in vitro studies are rich with
information but in vivo infection models are needed to better understand the mechanisms of
enterovirus infections. Despite the effect of enteroviruses on health, the available means to fight

these viruses are limited.

Our main objectives were 1) to investigate CV-B4 E2-infection in mice and to determine whether
monocytes / macrophages are targets of the virus in vivo ii) to implement a CV-B4 E2-induced
diabetes model in mice iii) to study the anti-CV-B4 E2 activity of various molecules in vitro iiii)

To display the natural occurrence of enterovirus infection in animals.

Viral RNA was found in vivo in monocytes (CD14+) and macrophages (F4/80+) of the spleen and
in bone marrow cells of ICR-CD1 mice inoculated with CV-B4 E2. In vitro, CV-B4 E2 infected
the CD14+ and the F4/80+ cells of the spleen. Bone marrow-derived macrophages (BMDM) were
infected by CV-B4 in vitro. The serum of CV-B4 E2- infected mice enhanced in vitro the
infection of spleen cells by CV-B4 E2 but not the infection of BMDM. ICR-CD1 mice, treated
with a sub-diabetogenic dose of Streptozotocin B (STZ), and afterwards inoculated with CV-B4
E2 developped hyperglycaemia and hypoinsulinemia. The viral load of pancreas assessed by
quantitative RT-PCR was not different in diabetic animals (STZ/CV-B4 E2) compared to non-
diabetic animals inoculated with CV-B4 E2. Histological analysis of diabetic animals highlighted

an inflammation of pancreas islets.

Pirodavir-derived molecules, which bind to enteroviruses capsid, inhibited the infection with
echovirus 7 and 11 but not the infection with CV-B4 E2 in vitro. On the other hand, an anti-CV-
B4 E2 effect of fluoxetine in cultures of mouse pancreas fragments and mouse beta cells was

displayed. The detection of anti-VP4 antibodies in serum by ELISA based on a 50 amino acids



peptide of VP4 from EV-G1 (a porcine enterovirus) was used to display enterovirus infections in
piglets. A strong sequence homology (88%) between the VP4 of EV-GI1 and of other EV-G

suggests that antibodies directed against viruses other than EV-G1 can be detected.

In conclusion, CV-B4 E2 can infect monocytes and macrophages in vitro and in vivo in a murine
system, and the virus can cause diabetes in mice previously exposed to low doses of STZ.
Fluoxetine inhibits the infection of pancreatic cells with CV-B4 E2 in vitro. The detection of anti-
EV-G1 VP4 antibodies displayed natural enterovirus infections in young pigs. This porcine model
can be used to study the pathophysiology of enterovirus infections and to evaluate approaches

aimed to fight these viruses.
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iNOS: Inducible nitric oxide synthase
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VP1-4 : Protéine virale 1-4
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I. Coxsackievirus B

Les Coxsackievirus du groupe B (CV-B) appartiennent a I’espece Entérovirus B (EV-
B), du genre Enterovirus de la famille des Picornaviridae. Les CV-B regroupent 6 sérotypes,
CV-B1 a 6, des virus ubiquitaires connus depuis plus d’une cinquantaine d’années. Ce sont
des agents causant diverses maladies humaines généralement aigués dont certaines bégnines
(asymptomatiques) et d’autres plus graves telles que les pancréatites, myocardites, méningites
aseptiques, ainsi que des maladies chroniques telles que la cardiomyopathie dilatée et seraient
impliqués dans le développement du diabete de type 1 (DT1) (Hober D. & Sauter P. 2010 ;
Hober D. et al,, 2012 ; Tapparel C. et al., 2013).

Le genre Enterovirus contenait auparavant 5 espéces, Entérovirus Humains (HEV) A a
D et les Poliovirus (PV). Le comité international sur la taxonomie des virus (ICTV) a
répertorié au moins 316 sérotypes répartis dans 12 espéces. L’espéce Poliovirus n’existe plus

et les PV ont été intégrés dans 1’espéce EV-C (King et al., 2012).

Tableau 1: Classification des Entérovirus.

Genus Espeéce Sérotypes

Enterovirus A CV-A,EV-A, SV et BA13

Enterovirus B CV-B, CV-A9, EV-B et SAS

Enterovirus C PV, CV-A, EV-C

Enterovirus D EV-D68, EV-D70, EV-D94, EV-D111,
EV-D120
Enterovirus E EV-E 1-4
Enterovirus F EV-F 1-6
Enterovirus G EV-G 1-16
Enterovirus Enterovirus H EV-HI

Enterovirus J

SVe6, EV-J103, EV-J108, EV-J112, EV-
J115 et EV-J121

Rhinovirus A

RV-A (80 sérotypes)

Rhinovirus B

RV-B (32 sérotypes)

Rhinovirus C

RV-C (55 sérotypes)
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1. Morphologie et structure

Les CV-B, comme tous les Picornaviridae, sont de petits virus sphériques (environ 30
nm de diamétre), non enveloppés, a symétrie cubique (capside icosaédrique) et 8 ARN positif,
monocaténaire, linéaire et non segmenté (Pallansh et al., 2007 ; Oberst M.S. 2008).

Les CV-B ont pour génome une molécule d’ARN simple brin, positive. L’ARN viral est
infectieux car des I’entrée dans la cellule, il est traduit pour produire les protéines virales
nécessaires a la réplication virale. Le génome viral est de petite taille, approximativement
7500 nt (7396 pour CV-B4 E2) contenant un seul ORF (Open Reading Frame) flanqué de
deux régions non codantes en 5’ et en 3’ (voir figure 1). A la partie 5° est associée une
protéine, la VPg (protéine virale génomique) et a la partie 3’ une queue polyA. La région non
codante 5’ est impliquée dans la synthése protéique et la partie 3’ est impliquée dans la
synthese du brin d’ARN négatif.

L’ORF est divisé en 3 régions : P1, P2 et P3. Sa traduction aboutit a une polyprotéine
d’environ 2200 aa. La région P1 code pour les protéines structurales du virion, tandis que les
autres protéines fonctionnelles (réplication, interactions hotes-cellules, etc.) sont codées par
les régions P2 et P3. Aprés une succession d’autoclivages (par des protéases virales), on
aboutit a 11 protéines matures, 7 protéines non structurales et 4 protéines structurales VP1-
VP4 répétées 60 fois constituant la capside icosaédrique du virus (Marjoméki V. et al., 2015)

(voir figure 1).

IRES P P1 P2 P3

. e 4 i -
Ll 1 N Lal

VP4|v2 | VP3| WP | 24 28] ac FA]*J?; 3% | mdmp

‘ aanaMAAAY 37

Figure 1: Génome des entérovirus et produits de la polyprotéine. (D’apres Swiss Institute
of Bioinformatics).

La diffraction des rayons X a montré que les protéines VP1, VP2 et VP3 se situent a
I’extérieur de la capside tandis que la VP4 se situe a I’intérieur de la capside, en contact étroit
avec le génome viral (Muckelbauer et al., 1995) (voir figure 2). Le site de fixation au

récepteur se situe sur la VP1, ¢’est une dépression appelée canyon (Rossman et al., 2002).
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Figure 2: Structure de la capside et localisation du canyon (Gonzalez-Mariscal et al.,
2009)

La capside est formée par les 4 protéines virales, VP1, VP2, VP3 et VP4. Ces quatre
molécules VP1, VP2, VP3 et VP4 forment un protomere, 5 protomeres forment un pentamere

et 12 pentameres composent la capside.

2. Réplication et cycle viral

Les différentes étapes du cycle des CV-B sont illustrées par la Figure 3.
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Figure 3: Cycle de réplication d'un entérovirus (Wu et al., 2010)

La premicre étape du cycle viral est I’adsorption du virus a sa cellule hote. Pour ce faire,
le virus a besoin d’un récepteur, molécule se trouvant naturellement a la surface de la cellule
hote et a laquelle le virus a su s’adapter pour s’introduire a I’intérieur.

Ce sont les récepteurs qui déterminent le tropisme viral. Sept récepteurs fixant les
entérovirus ont ¢té identifiés chez les étres humains : le récepteur des PV (PVR ou CD155),
trois intégrines (021, avp3 et avPp6), Decay-Accelerating Factor (DAF ou CDS55), la
molécule d’adhésion intracellulaire 1 (ICAM-1) et CAR (Coxsackievirus-Adenovirus
Receptor) utilisé par les CV-B 1 a 6 (Hafenstein et al., 2007).

CAR est un récepteur commun aux CVB 1-6 et aux adénovirus 2 et 5. Il est composé de
3 régions (Figure 4): une partie extracellulaire (216 aa) composée de deux boucles, une boucle
D1 (région variable) et une autre D2 (région constante), une partie transmembranaire (23 aa)
et une partie cytoplasmique (107 aa) (Freimuth et al., 2008).

L’interaction cellule-virus se fait entre le récepteur CAR et son site de fixation, le

canyon, sur la protéine VP1 (Figure 4). Cette interaction aboutit a I’entrée du virus par
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endocytose, suivie de la décapsidation, résultat d’une série de changements de conformation
de la capside, qui se solde par une injection du génome viral dans le cytoplasme (Freimuth et

al., 2008).

Capside

embrane cellulaire

:M

Figure 4: Interaction CAR-canyon (Gonzalez-Mariscal et a/., 2009)

Le génome est un ARN de polarité positive directement traduit par les ribosomes de la
cellule hote qui se fixent au niveau de I'IRES a I'extrémité 5’ NC, et ceci apres clivage de la
VPg par une protéase d’origine cellulaire. La traduction aboutit a une polyprotéine de 247
kDa qui subit des clivages successifs par les protéases virales pour donner les différentes
protéines matures (Figures 1 et 3) (Wu et al, 2010).

La réplication du génome viral se déroule dans le cytoplasme a la surface de complexes
membranaires de réplication, et est assurée par I’ARN-polymérase ARN dépendante (3D)
avec I’aide des autres protéines qui participent au complexe de réplication (2B, 2C, 3A, 3B,
3C et des précurseurs comme 3AB ou 3CD). La réplication se fait en deux étapes : la synthése
d’ ARN- a partir de la matrice d’ARN+, puis la synthese de plusieurs brins d’ARN+ a partir de
chaque matrice d’ARN- (Figures 3 et 5) (Lin et al., 2009).

Les molécules d’ARN synthétisées sont alors encapsidées et le virus est libéré par lyse de la

cellule infectée.
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Figure 5: Réplication du génome des entérovirus (Cours de Virologie de I’Université
catholique de Louvain http://www.afd-Id.org/~fdp_viro/content.php?page=picorna)

II. Diabete

Le terme diabete du grec ancien diabaino qui signifie « passer a travers » a été utilisé
pour décrire 1’état d’une personne qui urine beaucoup. Quelque temps apres, deux médecins
indiens avaient notés que ces personnes avaient une urine qui attirait beaucoup les fourmis et
les mouches. Au 17°™ siécle a Liverpool (Angleterre), Matthew Dobson publia une série
d’expériences montrant que le sérum des patients diabétiques ainsi que leurs urines
contenaient une substance a gott sucré (Ekoé et al., 2008).

En 1980, I’Organisation Mondiale de la Santé a défini I’état diabétique comme étant un
état d’hyperglycémie (haute concentration du glucose sanguin) chronique en cause des
facteurs environnementaux et génétiques. L hyperglycémie est due a un défaut de sécrétion ou
d’action de I’insuline, ou bien des deux. Ce déséquilibre peut engendrer des perturbations

dans le métabolisme des hydrates de carbone, des lipides et des protéines.
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Le diabéte sucré présente plusieurs symptomes : polyurie, polydipsie, troubles de la
vision, perte de poids malgré la polyphagie et dans les cas les plus séveres, acidocétose ou
bien un état hyperosmolaire non cétonique qui peut engendrer coma et mort. Le diabéte est la
cause de plusieurs complications parmi lesquelles, athérosclérose, néphropathie, rétinopathie,
neuropathie, dysfonction sexuelle et risque de maladie cardiovasculaire et cérébrovasculaire
(Ekoé et al., 2008).

Il y a deux grandes classes de diabéte appelées diabete insulino-dépendant (IDDM) ou
DT1 et diabéte non insulino-dépendant (NIDDM) ou DT2. Il existe une troisiéme classe de
diabete spécifique.

L’IDDM ou DT1 est caractérisé par une altération de fonction ou une destruction des

cellules B qui finit par causer une déficience en insuline. Il y a deux types de DT1 :

1. Diabete de type 1 fulminant

Ce type de diabéte n’a aucune cause connue, et touche généralement les personnes
d’origine africaine et asiatique (Ekoé¢ et al., 2008). C’est une maladie extrémement agressive
caractéris¢ par une soudaine apparition d’une hyperglycémie, une acidocétose et la
destruction totale des cellules p (Imagawa et al., 2000). Le diabete de type 1 fulminant
(DT1F) est caractérisé par 1’absence d’auto-anticorps mais une étude menée au Japon a
montré que 5% des patients avec un DTIF avaient des anticorps anti-GAD (glutamate acide
décarboxylase) (Imagawa et al., 2003). Il a été¢ montré que I’'IP-10 sécrété par les cellules 8
active et attire dans les ilots des cellules T autoréactives et des macrophages via le CXCR3
(C-X-C chemokine receptor 3), Les macrophages et les cellules T autoréactives sécrétent des
cytokines inflammatoires activant I’autoimmunité et accélérant la destruction des cellules 8

(Tanaka et al., 2009).

2. Diabéte de type 1 auto-immun

Le DT1 auto-immun est la conséquence d’une destruction auto-immune des cellules 3
du pancréas médiée par les lymphocytes T cytotoxiques. Le taux de destruction est assez
variable, il peut étre rapide chez les enfants et avec une progression assez lente chez les
adultes, tel qu’elle s’observe au cours du diabéte auto-immun latent chez les adultes (LADA)
(Brahmkshatriya et al., 2012). Au cours de cette destruction, des auto-Acs sont produits
contre des antigénes pancréatiques. Ces Acs sont essentiellement dirigés contre les ilots (islet
cell antibodies, ICA), la glutamate décarboxylase (glutamic acid decarboxylase antibodies,

GADA), I’insuline (insulin autoantibodies, IAA) et la phosphatase membranaire des cellules
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B, IA2 (IA2A) (Verge et al., 1996). La réaction auto-immune se développe pendant plusieurs
années. Lorsque 80 a 90% des cellules 3 sont détruites, la glycémie augmente et les
symptomes apparaissent. Cette destruction peut étre déclenchée par des facteurs
environnementaux si le terrain génétique est favorable.

En effet, il existe une susceptibilit¢ multigénique au DT1 avec au moins 10 geénes en
cause. Le locus le plus important dans la susceptibilité au DT1 est celui du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) qui code pour les glycoprotéines HLA (Human Leukocyte
Antigen) de classe I et II avec un risque de 3 a 5% de développer la maladie chez les sujets
avec ’alléle HLA-DR3 ou DR4 (classe II). Ce risque atteint 20 a 40% chez les individus DR3
et DR4. D’autres alléles sont aussi associés a un risque plus élevé d’avoir la maladie,
DQA1*03-DQB1*0302 et DQAI1*05-DQBI1*0201 (Chan et al., 2008). Un deuxi¢me geéne de
susceptibilité est celui de I’insuline, la présence de I’allele VNTR-INS augmente le risque de
DT1 (revu par Jaidane & Hober, 2008).

L’age moyen d’apparition du DT1 se situe entre 8 et 16 ans avec un pic autour de la
puberté (10-15 ans). Il touche autant les males que les femelles mais avec une légere
prédominance masculine.

Il existe une grande variation géographique de I’incidence du DT1. En Europe par
exemple, elle est de 3,2 nouveaux cas/100000 habitants/an en Macédoine contre 41 nouveaux
cas/100000 habitants/an en Finlande. Un gradient Nord-Sud a été décrit ; la Sardaigne fait
I’exception car elle présente une incidence proche de celles des pays scandinaves (Karvonen

et al., 2000).

Le diabete de type 1 est la conséquence de la destruction des cellules 3 due a un stress
métabolique ou a une infection virale. Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA),
particulierement les cellules dendritiques et les macrophages ont pour réle d’éliminer les
corps apoptotiques par phagocytose. L’apoptose n’est pas immunogéne mais I’inefficacité des
cellules immunitaires a éliminer les corps apoptotiques ou une infection virale induit le
développement d’un environnement inflammatoire dans les ilots de Langerhans qui activerait
les CPA. Aprés migration vers les ganglions lymphatiques du pancréas et la rate, les CPA
présentent les antigénes des ilots aux cellules T autoréactives et les activent. Les cellules T
autoréactives vont par la suite infiltrer les ilots et détruire les cellules B induisant le DT1

(Hanafusa & Imagawa, 2008).

Une grande partie des connaissances sur le DT1 provient de modeles animaux, car les

tissus pancréatiques humains ne sont pas facilement accessibles.
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III. Modeles animaux de diabéte de type 1

Face aux difficultés d’étudier le DT1 chez les humains, les chercheurs ont développé
des modeles animaux de diabéte plus particulierement chez la souris et le rat, animaux dont la
physiologie est proche de celle de I’'Homme, faciles a élever et a entretenir, avec un colit
relativement faible.

Des modeles animaux de diabete spontané et induit par différents moyens : chimiques,

génétiques et immunologiques (revu par Jaidane et al., 2009).

1. Modeles animaux de diabéte spontané

1.1. La souris NOD (Non Obese Diabetic)

La souris NOD est issue d’une lignée consanguine, c’est le modele de DT1 le plus
¢tudié jusqu’a présent. A 1’age de 5-7 semaines toutes les souris présentent une insulite
(infiltration lymphocytaire dans les ilots pancréatiques) généralement suivie par I’apparition
d’auto-Acs, puis a I’age de 30 semaines, le développement spontané d’un DT1 chez 70% des
femelles et 40% des males est observé (Bresson & von Herrath, 2011). Une fois le diabéte
installé, les conséquences pathologiques chez la souris NOD sont semblables a celles

observées chez ’Homme.

1.2. Le rat BBDP (Bio-Breeding Diabetes Prone)
C’est le premier mod¢le animal de DT1 spontané, issu d’une lignée non consanguine de
rats Wistar du Canada. La maladie est plus sévere chez les rats BBDP que chez les souris
NOD. En effet, 2 a 4 semaines apres ’insulite, plus de 90% des animaux, qu’ils soient males

ou femelles, développent un diabéte (Etuk, 2010).

2. Les modéles animaux de diabete induit chimiquement

Pour induire le diabéte chez les animaux, les expérimentateurs utilisent des produits
chimiques toxiques pour la cellule , par exemple I’alloxane, dont la toxicité est due a la
production de radicaux libres de I’oxygene.

La streptozotocine (STZ) est un dérivé monofonctionnel de la nitrosourée, isolé la
premi¢re fois a partir de la bactérie Streptomyces achromogenes. Elle peut aussi étre
synthétisée chimiquement selon trois procédures différentes a partir : 1) du tétra-O-acétyle
glucosamine hydrochloride, 2) de D-glucosamine + N-nitrosométhylecarbamyle-azide 3) de

D-glucosamine N-méthyle-urée (Bolzan & Bianchi, 2002). Sa structure moléculaire, décrite
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par Herr et al, (1967), est montrée dans la figure 6. Il s’agit d’une molécule de 2-déoxy-D-

glucose substituée par un groupe N-méthyle-N-nitroso-urée au niveau du carbone C,.

N
n

OH

Figure 6: Structure de la Streptozotocine (Herr et al., 1967)

La STZ agit en détruisant spécifiquement les cellules f§ des ilots de Langerhans. La
toxicité sélective vis-a-vis des cellules  pancréatiques est liée a la fraction glucose dans sa
structure chimique qui permet a la STZ d’entrer dans la cellule § via le transporteur de
glucose 2 a faible affinité car les cellules 3 sont plus actives que les autres cellules pour
incorporer du glucose et sont donc plus sensibles a la STZ (Elsner et al., 2000). Les cellules
productrices d’insuline qui n’expriment pas le Glut2 sont résistantes a la toxicité de la STZ
(Elsner et al., 2000). Une fois a I’intérieur, elle est rapidement métabolisée et agit
particulierement sur la mitochondrie et sur I’ADN. Dans la mitochondrie, la STZ agit en
inhibant la production d’ATP et ainsi par la méme occasion celle du NAD (Nicotinamide
Adenine Dinucleotide) (Okamoto & Takasawa, 2003). Par ailleurs, la STZ se lie a ’ADN
pour former des dimeres (DNA adducts), activant le processus de réparation de I’ADN qui
utilise une poly(ADP-ribose) polymérase convertissant le NAD en ADP-ribose (Junod et al.,
1969). Etant donné que la production de NAD est perturbée, I’enzyme ne peut assurer sa
fonction, ce qui conduit a la mort des cellules insulino-sécrétrices par apoptose ou nécrose ce

qui participe au développement du diabete (figure 7).
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Figure 7: Mécanisme d'action des agents diabétogénes, la streptozotocine et 1'alloxane
(Okamoto & Takasawa, 2003)

IV. Entérovirus, coxsackievirus B4 et diabete de type 1

Durant ces derni¢res années, 1’incidence du DT1 n’a cess¢ d’augmenter de facon
impressionnante. La composante génétique est certes importante dans le développement du
DT1, mais ne peut expliquer une augmentation annuelle de I’incidence de I’ordre de 3 a 5%
touchant spécifiquement les jeunes enfants agés de moins de cinq ans. Cette augmentation est
trop rapide pour n’étre expliquée que par la composante génétique. De plus, il a été noté que
seulement 5% des sujets génétiquement prédisposés développent la maladie. Par ailleurs, la
concordance est seulement de 30 a 50% chez les jumeaux monozygotiques. Nous pouvons en
déduire que la composante environnementale joue un réle crucial dans 1I’étiologie du DT1
chez les personnes génétiquement prédisposées (revu par Jaidane et al., 2008b) .

Ces facteurs environnementaux peuvent étre des drogues, des toxines ou bien des agents
infectieux tels que les virus: rotavirus, adénovirus, rétrovirus, cytomégalovirus, virus
Epstein-Barr, virus ourléen, virus de la rubéole, et surtout les entérovirus (Knip, 2003).
L’hypothese de I’implication des virus est confortée par le fait que I’incidence du DT1 est
variable d’un pays a ’autre et au fil des saisons.

Gamble et al, (1969) ont été les premiers a découvrir une possible relation entre le DT1
et les infections a coxsackievirus B. Ils ont montré que des anticorps anti-coxsackievirus B
sont plus fréquents chez les patients atteints de DT1 que chez les contrdles. Peu de temps

apres, en 1979, Yoon et al., ont isolé un virus a partir du pancréas d’un jeune garcon de dix

21



ans mort de céto-acidose diabétique. La neutralisation de ce virus par un antisérum dirigé
contre un variant diabétogéne dérivé de la souche prototype CV-B4 Van Barscholten (CV-B4
JVB), adaptée a la souris par passages successifs sur cellules [, suggérait que cet isolat
humain était un CV-B4. En fait cet isolat était apparenté a la souche CV-B4 E2, I’'un des trois
variants E1, E2 et E3, purifiés par Hartig et al, (1983). Ces variants ont ét¢ obtenus par
clonages successifs de la souche Edwards isolée en 1956 par Kibrick et Benirschke (1958) du
tissu myocardique d’un nouveau-né décédé suite a une infection généralisée
(encéphalomyocardite) avec nécrose focalisée et inflammation du pancréas. Cet isolat inoculé
a des souris susceptibles, telles que les souris SJL/J, induit une hyperglycémie avec
inflammation au niveau des ilots de Langerhans et nécrose des cellules . Il en est de méme
pour un isolat de CV-B5 également isolé d’un patient avec un diabéte récent (Ramsingh et al.,
1997 ; Yoon et al., 1986).

L’incidence du diabéte n’a cess¢ d’augmenter ces dernieres années dans les pays
industrialisés. En plus du gradient nord-sud il faut rajouter le gradient riche-pauvre. En effet,
les pays les plus riches et les plus développés présentent la plus forte incidence de DT1 (Van
Belle et al,, 2011). La différence entre ces pays dits « riches » et ceux dits « pauvres » est le
niveau d’hygiéne et le controle des infections, grace a la propreté des cités, le systeme gérant
les égouts, la multitude d’hopitaux et les campagnes de vaccination.

Les pays développés jouissent d’un milieu plus sain appauvri en agents pathogeénes d’ou
la diminution des infections bactériennes et virales. Les habitants de ces pays sont ainsi moins
exposés aux pathogenes, 1’dge de la primo-infection est plus avancé, et les enfants ne sont
donc plus protégés par les anticorps de leurs meéres ce qui augmente le risque de
complications de ces infections, telle que la destruction des cellules 3 (Viskari et a/., 2000).

A T’inverse, dans les pays moins développés ou les infections sont plus fréquentes et
surviennent a un age beaucoup plus précoce, les enfants sont encore protégés par les anticorps
a haut titre de leurs meéres et dirigés contre divers sérotypes. Ainsi, les enfants dans ce
contexte, ne risquent généralement qu’une infection localisée sans autres complications

(Viskari et al., 2000).

1. Approche expérimentale dans IP’étude des mécanismes

pathogéniques de I'infection 2 CV-B menant au diabéte de type 1
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1.1. CV-B et pancréas

La souche diabétogéne CV-B4 E2 et la souche CV-B4 VD2921 ainsi que les souches
prototypes des sérotypes CV-B2, B3, B4 et B5 sont capables d’infecter les cellules § in vitro
(Ylipaasto et al., 2004). Les CVB semblent avoir un tropisme pour le pancréas et plus
particulierement pour les cellules 3. En effet, CV-B4 est capable d’infecter et de se répliquer
dans les ilots de pancréas humains in vitro (Frisk & diderholm, 2000). Une autre étude a
montré que CV-B4 est capable d’infecter les cellules § chez les patients avec un DT1 et que
cette infection est associée a une inflammation et une altération des fonctions des cellules 3
(Dotta et al., 2007).

L’infection persistante in vitro d’ilots pancréatiques humains par CV-B4 active
I’expression de ’IFNa par les cellules B ce qui augmenterait l'activité auto-immune dirigée
contre ces cellules (Chehadeh et al., 2000a). D’aprées Ylipaasto et al., (2004), les cytokines
(IL1-B et I'IFNy) induites par I'infection a CV-B5 augmentent 1’expression de diverses
chemokines, notamment II-15, ce qui peut contribuer a 1’activation des cellules mononuclées

dans les ilots durant I’infection et ainsi participer a la réponse auto-immune précoce.

Divers mécanismes peuvent étre impliqués dans la destruction des cellules §§ (Figure 8) :

Infection de la cellule
La perte des cellules f et le déclenchement de I’insulite apres une infection virale peut
étre due a plusieurs mécanismes. Lors de la phase aigue de I’infection, la destruction des
cellules infectées peut étre provoquée par la réplication virale et une réponse immune
excessive. Cette destruction cellulaire est particulierement délétére a cause de la capacité de

prolifération limitée des cellules B (Cnop et al., 2010) (Figure 8A)

Destruction auto-immune de la cellule  par mimétisme moléculaire

L’hypotheése du mimétisme moléculaire, c’est la réactivité croisée entre un antigene
virale et des protéines des ilots de Langerhans. La réponse immune dirigée contre 1’antigéne
peut induire une réactivité croisée des lymphocytes T contre les auto-antigénes (Hiemstra et
al., 2001). Dans le contexte des infections virales répétées dans un modéle de souris
transgénique qui exprime un antigene viral dans les cellules 3 pancréatiques et le thymus, la
réactivité croisée entre les épitopes viraux et des antigénes du soi peut augmenter la maladie
auto-immune mais pas ’initier (Christen et al., 2004) (Figure 8B). L'hypothéese selon laquelle

une homologie de séquence protéique entre la protéine virale 2C et la GAD 65 du pancréas a
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un role dans la pathogenése du DT1 a été remise en question (Schoolt et al., 2001). Le role
d’homologies de conformation entre la protéine de capside VP1 et le précurseur de protéine
de capside VPO avec la tyrosine phosphatase IAR/IA-2 et la protéine de choc thermique 60
(HSP-60) a été suggéré ( Harkonen et al., 2003).

« Bystander activation »

L’infection induit une inflammation du pancréas endocrine avec production de radicaux
libres (oxyde nitrique) et cytokines provoquant la destruction des cellules 3 (Haverkos et al.,
2003). « Bystander activiation » est caractérisé par 1’activation des cellules T qui n’implique
pas une reconnaissance spécifique d’un peptide présenté au récepteur des cellules T. Lors de
I’infection des cellules adjacentes aux cellules 3, la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
par les cellules dendritiques et les macrophages peut initier une « bystander activation » parmi
les cellules T naives dans le pancréas ou dans les ganglions lymphatiques et accélérer ainsi la

destruction des cellules 3 (Horwitz et al., 1998 ; Pane et al., 2015) (Figure 8C).

Persistance de Dinfection pouvant entrainer la destruction des cellules
CV-B induit une réponse inflammatoire dans les cellules endocrines pancréatiques.
L'inflammation locale pourrait conduire a une présentation de I'antigene des cellules § qui est
renforcée par 1'hyperexpression du complexe majeur d'histocompatibilité de classe I (CMH)
par les cellules endocrines (Alidjinou et al., 2014). Le résultat de cette présentation

antigénique est une destruction de cellules 3 par des lymphocytes T cytotoxiques.

La réinfection par le méme virus ou bien un sérotype proche conduit a ’activation des

LT, et la destruction auto-immune des cellules p (Hyoty, 2002).
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1.2. Infection a coxsackievirus B4 dépendante d’anticorps
Tous les virus infectent les cellules en s’y attachant via ’interaction protéines de surface
virales et récepteur/corécepteur spécifique. Les anticorps neutralisants spécifiques de ces
protéines de surface du virus inhibent cette étape du cycle viral. En revanche, dans certaines
conditions les anticorps peuvent jouer un tout autre role, celui d’augmenter ’infectivité du

virus.

Le phénomene d’activation ou d’augmentation de I’infection dépendante d’anticorps
(AIDA) été décrit pour la premicre fois par Hawkes en 1964. 11 a été mis en évidence dans les
infections a virus de la Dengue, virus respiratoire syncitial, HIV et virus Ebola. L’AIDA a été
aussi observée dans les infections a virus de la famille des Picornaviridae, notamment
poliovirus et coxsackievirus B.

La détection d’ARN entéroviral ayant une forte homologie avec CV-B3 et CV-B4 et
d’IFN-a ainsi que d’ARNm d’IFN dans le sang périphérique de patient avec un DT1 a mené a
la découverte de I’activation du pouvoir inducteur d’IFN-a de CV-B4 vis-a-vis de CMN
(cellules mononucléaires) lorsque le virus est incubé au préalable avec des anticorps
spécifiques (Hober et al., 2001).

Il a été observé que des immunoglobulines (Ig) G, dépourvues d’Acs neutralisants
présentes dans le sérum/plasma de patients atteints de DT1 interagissent avec le virus et avec
le récepteur Fc gamma II (FcyRII) ainsi que FeyRIII pour augmenter la production d’IFN-a
par les CMN in vitro induite par CV-B4. Les complexes immuns CV-B4/IgG se lient a CAR
et aux FcyRII et I1I a la surface des monocytes (Hober et al., 2001).

L’inoculation de CV-B4 a des cultures de CMN issus de patients avec un DT1, mais pas
de CMN de sujets contrdles, induit la production d’IFN-a, a cause d’IgG anti-CV-B4 liés aux
FcyRII et I1I a la surface des CMN (Hober et al., 2002).

Il a ét¢ montré que les cellules productrices d’IFN-a en réponse au complexe CV-B4/IgG sont
les monocytes CD14" (Hober et al., 2001).

Le CV-B4 incubé avec du sérum immun ou des IgG puis inoculé aux CMN stimule la
production d’IFNa et des cytokines inflammatoires (Alidjinou et al., 2013)

La cible des anticorps facilitants a été identifiée, il s’agit de la protéine VP4, ce qui a permis
d’élaborer une méthode immunoenzymatique pour les détecter (Chehadeh et al., 2005 ; Sauter

et al., 2007).
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V. Immunité innée anti-Coxsackievirus B

L’immunité innée est la premicre ligne de défense contre les pathogenes. Lors de
I’infection, les Interféron (IFN) de type I sont activés par des motifs moléculaires associés aux
pathogeénes (PAMP), qui sont produits lors de la réplication virale, comprenant des acides
nucléiques sous la forme d’ADN simple brin et double brin, ARN simple et double brin et des
glycoprotéines virales (Yan & Chen, 2012). Ces PAMP sont reconnus par des récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR). Les virus 8 ARN comme les entérovirus sont
détectés par 3 types de PRR : les récepteur Toll-like (TLR), récepteurs (RIG-I)-like (RLR) et
les récepteurs NOD-like (NLR) (Takeuchi & Akira, 2009).

Les TLR détectent les PAMP a la surface cellulaire ou dans les endosomes/lysosomes.
Les TLR 3, 7/8 et 9 reconnaissent 1’acide nucléique viral (Xagorari & Chlichlia, 2008). Par
exemple, le TLR 3 reconnait ’ARN viral double brin produit lors de la réplication et le TLR
7/8 reconnait I’ARN viral simple brin. La signalisation de TLR3 dans les macrophages est
responsable de la réponse immune innée vis-a-vis de CV-B4 (Richer M.J. et al., 2009). En
effet, des souris déficientes en TLR3 lors d’une infection par CV-B4, ont une réponse pro-

inflammatoire réduite et une réplication virale plus importante (Richer M.J. et al., 2009).

La reconnaissance de composants viraux par les TLR active des adaptateurs contenant
un domaine TIR (Toll/Il-1 receptor) comme MyDS88 (myeloid differentiation primary
response gene 88) et TRIF (Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptors inducing

IFN) qui transmettent le signal de détection d’un PAMP (Takeda & Akira, 2005).

TLR3 active ’adaptateur TRIF conduisant a ’activation du facteur de transcription
IRF3 (Interferon regulatory factor 3) qui induit I’expression des IFN de type I et la
surexpression d’IP-10 (IFN-inducible protein 10). Par ailleurs, TLR3 active aussi NF-kB
(nuclear factor kappa B) qui stimule la production de cytokines pro-inflammatoires comme
I’IL-1B, ’IL-6 et le TNFa (Takeuchi & Akira, 2010 ; Yokota et al., 2010 ; Kawai & Akira,
2006).

Ainsi, de nombreuses cytokines et chimiokines sont produites lors de I’infection par les
entérovirus (Nair et al., 2010). Ces cytokines et chimiokines ont un réle important dans le

recrutement des cellules du systéme immunitaire vers le site de I’infection et leur activation.
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1. Les monocytes - macrophages

Les monocytes du sang circulant dérivent des cellules myéloides progénitrices qui ont
pour origine les cellules souches hématopoiétique de la moelle osseuse (Van furth & Cohn,
1968). Chez la souris, les monocytes forment une population hétérogéne avec les Ly6C™ qui
sont inflammatoires et les Ly6C" circulants. Les monocytes sont équipés de récepteurs de
chimiokines et de PRR qui leurs permettent de migrer du sang vers les tissus et les sites
d’inflammation. Ces cellules ne se répliquent pas et circulent dans la voie sanguine, la moelle
osseuse et la rate (Auffray C. et al., 2009). A 1’état normal ou lors d’une inflammation, les
monocytes quittent la voie sanguine et migrent dans les tissus ou ils se différencient en

macrophages et cellules dendritiques.

Il est admis qu’en absence d’inflammation les monocytes quittent la voie sanguine et
migrent vers les tissus pour reconstituer le ‘stock’ de macrophages résidents (Gordon &
Taylor, 2005). Cependant, de récentes études viennent contredire ce dogme et suggerent que
les macrophages résidents se répliquent et maintiennent leur population locale
indépendamment des monocytes (Hashimoto et al., 2013). En effet, une étude récente a
montré que des macrophages résidents ont pour origine des précurseurs qui dérivent du sac
vitellin durant le développement embryonnaire indépendamment des cellules souches

hématopoiétiques (Schulz et al., 2012).
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Figure 9: Origine des macrophages chez la souris. (Van Gassen et al., 2015)

Les macrophages font partie de la premiere ligne de défense de I'immunité innée et ont
un role important dans la réponse immunitaire. Les macrophages résidants sont présents dans
tout 1’organisme. Il existe une grande variét¢ de macrophages en fonction du milieu dans
lequel ils se trouvent : macrophages alvéolaires (poumons), cellules microgliales (cerveau),
cellules de kupffer (foie), macrophages spléniques, intestinaux, intraoculaires et de la moelle

osseuse. Durant I’homéostasie, les macrophages résidants sont dans un état de repos.

Les macrophages matures sont polarisés en macrophages M1 (activation classique) ou
macrophages M2 (activation alternative) phénotypiquement tres différents. Ils sont surtout

différenciés par leurs marqueurs de surfaces et les cytokines secrétées.

Les macrophages M1 sont principalement activés par I’'IFNy mais aussi par le LPS,
TNFa et le GM-CSF. Durant I’infection, les macrophages M1 sont impliqués dans la réponse
immunitaire de type Thl. Ils expriment ’iNOS (inducible nitric oxide synthase) et sécrétent
des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa, I’IL-12, I'IL-1pB, I'IL-6 qui stimulent la
différentiation des lymphocytes Thl (Flavell et al., 2010).

70



Les M2 sont activés durant la réponse immune de type Th2 par I'IL-4 et I'IL-13 et sont
responsables de la guérison des tissus et du remodelage et de la restauration de la fonction des

tissus (Flavell et al., 2010).

Il a été suggéré que les macrophages jouaient un rdle dans la pathogenése du diabete de
type 1 (Gordon, 2003). Ces cellules sont détectées dans I’infiltrat inflammatoire des ilots de
souris NOD. La déplétion en macrophages de ces souris prévient le développement du diabéte

de type 1 (Hutchings & Cooke, 1990).

Les macrophages M1 déclenchent une réponse inflammatoire qui initie I’insulite et la
mort des cellules B durant le DT1. Ces macrophages répondent a un pathogene intracellulaire
par la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire, TNFa, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-23 et IL-12 et
expriment les molécules de costimulation essentielles pour 1’activation des lymphocytes T et
produisent de 1’oxyde nitrique suite a 1’expression de I’oxyde nitrique synthase (Espinoza-

Jiménez A. et al., 2012) ce qui provoque la mort des cellules .

2. Interférony induit par la protéine 10 (IP-10)
L’IP-10 appelée aussi C-X-C motif ligand 10 (CXCL 10) appartient a la sous-famille
des chimiokines CXC. L’IP-10 agit via la fixation au récepteur CXCR3, un récepteur

transmembranaire couplé a une protéine G.

Sous I’effet de différentes cytokines (IFNy, TNFa, IL-1p), I'IP-10 est secrétée par
plusieurs types cellulaires, les lymphocytes T, les neutrophiles, les monocytes, les
splénocytes, les fibroblastes, etc. Il a ét¢ montré que I’[P-10 est produite rapidement apres
I’infection par les rhinovirus, les coxsackievirus, le virus de I’hépatite B et C, le virus Ebola et

le virus de la Dengue (Liu et al., 2011).

La détection d’IP-10 périphérique a forte concentration est un marqueur de réponse
immunitaire de type (Th) 1. Cette chimiokine a la capacité d’attirer les monocytes,

macrophages, les lymphocytes T et les cellules NK (Taub et al., 1995 ; 1996).

Les lymphocytes Th 1 sont responsables de I’augmentation de la sécrétion de TNFa et
d’IFNy qui vont a leur tour stimuler la sécrétion d’IP-10 par différents cellules créant ainsi

une boucle d’amplification (Antonelli et al., 2008).
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Figure 10: Les lymphocytes Th1 sont responsables de la sécrétion de TNFa et IFNy qui a
leurs tour vont agir sur différentes cellules, notamment les cellules pancréatiques pour
sécréter I’IP-10 créant ainsi une boucle d’amplification (Antonelli A. et al., 2014).

L’IP-10 est retrouvé a forte concentration dans le sérum de patients diabétiques de type
1 (Shimada A. et al., 2001 ; Nicoletti F. et al., 2002 ; Nakagawa Y. et al., 2003). Le niveau
sérique d’IP-10 était plus élevé chez les patients atteint de DT1 que les contrdles. Plusieurs
¢tudes ont montré que I’IP-10 est hautement exprimé dans les lymphocytes infiltrant les ilots
de Langerhans et que les cellules  sous I’influence de cytokines (TNFa et IFNy) peuvent
moduler la réponse immune par la production de chimiokines telles que CXCL9, CXCL10 et
CXCL11. Ces chimiokines vont attirer les cellules immunitaires activées qui vont secréter
encore davantage de TNFa et d’IFNy stimulant la production de chimiokines et créant ainsi
une boucle. De plus, I'IP-10 a été identifi¢ comme la chimiokine dominante exprimée dans
I’environnement des ilots d’animaux prédiabétique et de patients atteint de DT1 (Frigerio et

al., 2002 ; Roep et al., 2010 ; Uno et al., 2010).

Par conséquent, la voie métabolique IP-10/CXCR3 joue un rdle important dans la

réponse immune et la destruction des cellules B dans le cas du diabéte de type 1.
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3. Tumor Necrosis Factor alpha (TNFa)

Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNFa) est considéré comme la cytokine la plus
pléiotrope (Sedger & McDermott, 2014). Le TNFa est principalement produit par les
macrophages, lymphocytes T, cellules NK, cellules dendritiques mais aussi par d’autres types

cellulaires (Sedger & McDermott, 2014).

Le TNFa est une protéine transmembranaire de 26 kDa. Le TNF peut étre clivé dans le

domaine extracellulaire par des metalloprotéinases ce qui engendre la libération du TNF sous

sa forme soluble de 17kDa. Le TNFa posse¢de deux récepteurs, le TNF-RI et le TNF-RII.

Le TNF n’est habituellement pas détecté chez des individus sains. Des taux sériques
¢levés de TNF sont retrouvés dans les cas d’inflammation ou d’infection (Robak et al., 1998).
TNFa est produit par les lymphocytes avec I’'IFNy. Ces cytokines sont toxiques pour les
cellules B. L’infection de cellules B par les Coxsackievirus B in vitro induit I’expression de

plusieurs chimiokines et cytokines notamment le TNFa (Nair et al., 2010).

4. Interféron gamma (IFNy)
Interféron gamma (IFNy), aussi connu sous le nom d’interféron de type II ou facteur
d’activation des macrophages (MAF), a été identifi¢é grace a son activité antivirale. La

protéine mature a un poids moléculaire de 17 kDa (Farrar et al., 1993).

L’IFNy est un important médiateur d’inflammation, il est induit en réponse a une
stimulation du systéme immunitaire, une altération des tissus ou suite a la réplication virale

(Horwitz Et al., 1999).

L’IFNy est secrété par les lymphocytes et les cellules NK pour lutter contre I’infection
virale (Loh et al., 2005).
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VI. Lutte anti-entérovirale

L’identification des virus impliqués dans le développement du diabéte de type 1
pourrait permettre une approche préventive par vaccination (Drescher et al., 2014 ; Hyoty &
Knip 2014). La persistance de certains virus dans les cellules 3 agit comme un déclencheur du
DTT1 et pourrait étre la cible d’une approche pharmacologique pour éliminer 1’infection virale

et prévenir I’initiation de la maladie.

1. Vaccination

Une réponse inflammatoire excessive est délétere aux cellules P infectées. Par
conséquent, un vaccin qui augmente la réponse immune aggraverait la maladie. Idéalement,
un vaccin anti-coxsackievirus devrait engendrer une réponse immune neutralisante qui
éviterait la primo-infection des cellules cibles. Le vaccin devrait donc contenir du virus non-
infectieux inactivé et inoculé a un age précoce. En effet, la vaccination de souris NOD avec
CV-Bl inactivé dans du formol tamponné, induit une production efficace d’anticorps
neutralisants qui empéche la réplication virale et retarde le début de la maladie chez ces

animaux (Larsson et al., 2015).

1. Traitements antiviraux

Au présent, il n’existe pas dans les pays occidentaux de traitements autorisés pour lutter
contre les infections entérovirales. Néanmoins, des antiviraux qui agissent a différentes étapes

du cycle viral peuvent réduire avec succes la réplication des entérovirus.

1.1. Le pleconaril
Le pleconaril et ses analogues se fixent dans la « pochette » de la protéine VP1 inhibant
ainsi la décapsidation. Le pleconaril est une molécule dérivée d’une série de composés

développés par Sterling-Winthrop et appelés « composés WIN ».

Les composés WIN dérivent du dicétone intermédiaire (beta diketone intermediate),
plusieurs modifications ont mené au développement de I’Arildone qui inhibe la réplication
des poliovirus in vitro en empéchant la décapsidation du virion (Caliguiri et al., 1980). Des
tentatives d’amélioration de I’activité de I’ Arildone a conduit au développement du Disoxaril,
qui en culture cellulaire posséde un large spectre d’inhibition vis-a-vis des rhinovirus et des

enterovirus avec des concentrations allant de 0,004 a 6,2 ug/ml (Otto et al., 1985).
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Le disoxaril avait une faible biodisponibilit¢ par conséquent le développement de

nouvelles molécules a continué jusqu’a la découverte du pleconaril.
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Figure 11: Evolution du Pleconaril (De Palma et al., 2008)
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En 1996, ViroPharma a rendu la molécule disponible pour les patients avec de graves
infections entérovirales (méningo-encéphalite et myocardite). Aprés des études
pharmacocinétiques chez des nouveau-nés, le pléconaril a une dose de 5,0 mg/kg administré
toutes les 8 heures, a fait ses preuves chez 2 sur 3 nouveau-nés qui ont été hospitalisés avec
une grave hépatite entérovirale (Kearns et al., 2000 ; Aradottir et al., 2001). Mais en 2002, la
FDA américaine n’a pas approuvé le pléconaril pour le traitement du rhume car non

convaincue de la stiret¢ de la molécule (Senior, 2002).

1.2. Pirodavir
Le Pirodavir (ethyl 4-[2-(1-[6-methyl-3-pyridazinyl]-4-piperidinyl)ethoxy]benzoate)
appartient aux analogues de pyridazine développé par la fondation pour la recherche Janssen
(Andries et al., 1988). Le pirodavir inhibe la réplication des rhinovirus A et B et dans une
moindre mesure les autres entérovirus (Andries et al., 1992). En ce qui concerne leur
mécanisme d'action, pirodavir rend les virus sensibles, non infectieux par contact direct, et les
virus neutralisés deviennent stables a l'acide et a la chaleur, ce qui suggere fortement une

interaction directe du composé avec les protéines de capside (Andries et al., 1992).

Les essais pour évaluer I'efficacité thérapeutique du pirodavir par voie intranasale sur le
rhume (rhinovirus) n’ont démontré aucun bénéfice clinique et des sensations désagréables au
cours traitement ont ét¢ notées (Hayden et al., 1995). Le manque d'efficacité clinique du

pirodavir peut au moins partiellement étre expliqué par sa faible solubilité dans 1'eau.

1.3. Chlorure de guanidium
L’un des inhibiteurs des picornavirus les plus étudiés sont les chlorures de guanidium.
Cette molécule inhibe la réplication des poliovirus, de plusieurs coxsackievirus et echovirus
(Klein et al., 2000 ; Pincus et al., 1986 ; Saunders et al., 1985). Des études ont montré que la
molécule inhibe la fonction de la protéine 2C nécessaire pour l'initiation de la synthése de

I'"ARN négatif mais pas celle du brin positif ou 1’¢longation de I'ARN.

1.4. Hydantoine
Hydantoine (5- (3,4-dichlorophényl) méthylhydantoine) inhibe la réplication du
poliovirus et CVA21 a plus de 99% a une concentration de 25 mg/ml (Vance et al., 1997). Les
¢tudes du mécanisme d'action ont révélé que ce composé inhibe 1'encapsidation de I'ARN
viral (Vance et al., 1997). Verlinden et al., (2000) ont montré que, outre l'inhibition de
I’assemblage viral, hydantoine bloque également le clivage post traductionnel des protéines

de poliovirus.
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1.5. La fluoxétine

Un inhibiteur sélectif de la recapture de la sérotonine posseéde une activité antivirale vis-
a-vis d’entérovirus (Zuo et al., 2012). La fluoxétine a réduit la réplication du génome viral de
CV-B3 et a bloqué la synthése des protéines virales (Zuo et al., 2012). Une autre étude a
démontré I’effet antiviral de la fluoxétine, qui inhibe la réplication de CV-B3, Echovirus 1,
Echovirus 9, Echovirus 11, EV-68 et EV-70. La fluoxétine agit en inhibant la réplication de
I’ARN viral. Lorsque la structure chimique de la fluoxétine est comparée a celle d’inhibiteurs
de la réplication de I'ARN d'entérovirus tel que TBZE-029 qui cible la protéine virale 2C, des
similitudes sont retrouvées. Des substitutions d'acides aminés dans la protéine 2C conferent

une résistance a la fluoxétine (Ulferts et al., 2013).

Notre équipe a étudié I’effet de la fluoxétine dans un modéle d’infection aigue par CV-
B4 et aussi sur un modele d’infection persistante dans des cellules pancréatiques humaines
(lignée Panc-1). La réplication de CV-B4 dans un modé¢le humain d’infection aigue a été
inhibé par la fluoxétine. Apres traitement par la fluoxétine, les cellules Panc-1 chroniquement
infectées ont été guéri au bout de 21 jours, attesté par ’absence de particules infectieuses et

d’ARN viral (Alidjinou et al., 2015).

La disponibilit¢ de molécules ciblant les différentes étapes du cycle viral permet un
traitement antiviral combiné pour éviter une résistance virale. Un traitement antiviral adapté
au stade prédiabétique pourrait éliminer I’infection persistante, réduisant ainsi l'inflammation

et le risque d’aggraver 'auto-immunité qui aboutit au DT1.
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VII. Objectifs de I’étude

Le diabéte de type 1 est une maladie multifactorielle caractérisée par la destruction sélective
des cellules {3 des ilots de Langerhans. Les cellules 3 pancréatiques produisent et secretent de
I’insuline et lorsque 80-90% des cellules  ont été détruites la production d’insuline devient
insuffisante, induisant une hyperglycémie. Le role des CVB et notamment de coxsackievirus
B4 (CV-B4) dans la pathogenese du DT1 est fortement suspecté. Une souche de CV-B4 (CV-
B4 E2) isolée a partir du pancréas d’un patient souffrant de DT1 est capable d’induire une
hyperglycémie chez des souris. Le rdle des entérovirus, et de CV-B4 en particulier, dans le
diabéte de type 1 et les mécanismes mis en jeu sont encore mal connus. Notre équipe a montré
que les monocytes humains in vitro sont infectés par CV-B4 grace a des anticorps anti-VP4
formant des complexes avec le virus, et que les macrophages humains sont infectables
¢galement par CV-B4. Les macrophages sont des cellules de I’immunité innée, présentatrices

d’antigeéne qui peuvent jouer un role dans la pathogenese du DT1.

Les études réalisées in vitro sont riches d’informations mais des mode¢les d’infection in vivo
sont nécessaires pour explorer d’avantage les mécanismes des infections a entérovirus. En
outre le réle de cofacteurs dans I’effet diabétogene des CV-B ne peut-Etre exclu a I’instar de
I’impact de doses sub-diabétogénes de streptozotocine B (STZ) qui rendent des souris plus
susceptibles a I’effet diabétogene de CV-B3 et CV-B5. Malgré I’impact des entérovirus non-

polio en pathologie les moyens de lutte contre ces virus sont limités.
Nos principaux objectifs sont :

» D’étudier l’infection a CV-B4 E2 chez la souris et de déterminer si les

monocytes/macrophages sont des cibles du virus in vivo.

» De mettre en ceuvre et d’étudier un modele de diabéte de type 1 induit par CV-B4 E2

chez des souris non consanguines.
» De tester I’activité de molécules anti-entérovirales in vitro et in vivo chez la souris.

> De mettre en évidence la survenue d’infections entérovirales naturelles chez des

animaux.
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" Virus
La souche diabétogéne CV-B4 E2, a ¢été cultivée sur cellules HEp-2 dans du milieu MEM
(Gibco) enrichi avec 10% de sérum de veau foetal (SVF, Sigma), 1% (2 mM) de L-glutamine
(Gibco BRL), 50pg/ml de streptomycine, S0UI/ml de pénicilline (BioWhittaker) et 1%
d’acides aminés non essentiels (AANE, GibcoBRL). Les surnageants sont recueillis 3 jours
apres inoculation, centrifugés a 2000 g pendant 10 min, aliquotés et stockés a -80°C. Les titres
de virus sont déterminés sur cellules HEp-2 par la méthode de Spearman & Karber et

exprimés en DICT50/ml.

L’echovirus 11 a été cultivé sur cellules GMK et I’echovirus 7 sur cellules RD. Les cellules
RD et GMK sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
avec 10 % de SVF (Sérum de Veau Fcetal), 50pg/ml de streptomycine, S0Ul/ml de pénicilline
(BioWhittaker), 1 % de L-Glutamine et 1 % d'Acides Aminés Non Essentiels (AANE).

L’enterovirus Gl (EV-GIl) nous a été aimablement fourni par le Dr Antonio Lavazza
(IZSLER, Brescia, Italie), et a été cultivé sur les cellules PSEK (également fourni par Dr.
Antonio Lavazza). Les cellules ont ét¢é maintenues en culture dans du milieu DMEM
additionné de 10% de Sérum de Veau Feetal (SVF), Pénicilline (100 U/ml), streptomycine
(100 mg/ml) et 1% L-glutamine (Invitrogen, Saint Aubin, France). Le titrage viral a été

effectué sur des cellules PSEK et le titre a été déterminé avec la méthode Spearman & Karber.

= Sérum murin

Des souris ICR-CD1 males dgées de 3 semaines contrdles ou inoculées intrapéritonéalement
par CV-B4 E2 ont été sacrifiées et leur sérum récupéré pour tester leur activité facilitatrice.

(Elmastour et al., 2016)

= TInoculation des souris avec le virus.

Toutes les expérimentations animales ont ¢été réalisées selon les recommandations
Européennes (2010) et ont été approuvées par le comité d’éthique de I’expérimentation

animale du Nord-Pas-de-Calais (France).

Des souris males CD1 agées de 3 semaines (Envigo) ont été inoculées avec CV-B4 E2 a une
dose de 2.10" DICTs, par voie intrapéritonéale. Sept jours post-infection (p.i.), les souris ont
été sacrifiées par dislocation cervicale: le sang, la rate et la moelle osseuse ont été récupérés et

conserveés a -80°C.
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* Les macrophages dérivés de la moelle osseuse (BMDM).

La moelle osseuse a été isolée de souris (ICR-CDI1, Envigo) agées de 3-5 semaines. Apres
dislocation cervicale, le fémur et le tibia ont été isolés et séparés du tissu musculaire. La
moelle osseuse a été ¢jectée, a I’aide d’une seringue 23G, dans du milieu DMEM additionné
de 10% de SVF, 1% d’acides aminés non-essentiels (Gibco, BRL), 50 pg/mL de
Streptomycine, 50 IU/mL de Pénicilline et 1% de L-glutamine. Les cellules ont par la suite été
filtrées en utilisant un tamis 70um (Falcon) et cultivées dans une boite de pétri en
additionnant 10ng/mL de M-CSF (Macrophage Colony-stimulating factor) (Cell Guidance
Systems, Grande-Bretagne) par 10 ml de milieu de culture. Trois jours apres, on rajoute a la
culture 5 mL de milieu contenant du M-CSF (10 ng/ml). Quatre jours apres, les cellules sont
lavées avec du PBS, décollées a I’aide d’un grattoir et centrifugées pendant 10 min a 1500
rpm (4°C). Les cellules sont par la suite remises en culture dans une boite de pétri de 10 cm
de diametre pendant 3 jours a 37°C. Au bout de dix jours, les cellules isolées de la moelle
osseuse sont différenciées en macrophages (ou BMDM, Bone marrow-Derived
Macrophages). Les BMDM sont mis en culture dans des plaques 6 puits pour les expériences

d’infection.

* Culture primaire des cellules totales de la rate.
Des souris ICR-CD1 agées de 3 semaines (Envigo, France) ont été sacrifiées par dislocation
cervicale et leurs rates ont été récupérées pour la préparation de culture primaire de cellules
totales de la rate comme décrit par Jaidane et al. en 2008. Les cellules ont été préparées sur de
la glace, les érythrocytes ont été éliminés par choc hypotonique, et le restant des cellules a été
resuspendu dans du milieu RPMI-1640 (Eurobio, Paris, France) additionné de 10% SVF, 1%
L-Glutamine, 50ug/mL Streptomycine, 50 IU/mL Pénicilline et 10° M p-mercaptoethanol
(Sigma). Les cellules ont par la suite été réparties dans des micropuits & raison de 5.10°

cellules/ puits et remises en culture & 37°C dans une atmosphere humide contenant 5% CO..

= Inoculation de cultures de cellules spléniques.
2uL de sérum de souris infectées par du CV-B4 E2 ont été dilués (1 :1000, 1 :10000 et 1
:100000) et 2uLL de sérum de souris non infectées ont été dilués (1 :10000) dans du milieu
RPMI en duplicatas et mélangés avec une suspension virale de CV-B4 E2 (2.10* DICTs¢/ml).
Le mélange a été incubé pendant 2h a 37°C. Ensuite, 100puL de ce mélange ou du CV-B4 E2
ont été inoculés en duplicata & une culture cellulaire auxquels 100 pL supplémentaires de

milieu ont été ajoutés. 48h apres, le surnageant de culture a été récupéré, clarifié et gardé a -
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80°C pour la titration de ’activité¢ antivirale et pour I’évaluation du nombre de particules
virales. Les cellules de la culture splénique ont été lavées 5 fois avec une solution phosphate

saline froide (PBS) et récupérées pour extraction d’ARN.

= [Isolement des populations CD14 et des F4/80 a partir de la rate de

souris.

Les populations positives pour les marqueurs de surface CD14 et F4/80 ont été isolées a 1’aide
du kit de sélection positive EasySep™ Biotin pour souris (Stem Cell technologies) selon les
recommandations du fabriquant. Briévement, une suspension cellulaire de rate & 2x10’
cellules /500uL de milieu est préparée dans un tube de polyester de 5 mL. 10uL d’anticorps
bloquant le FcR ont été ajoutés a la suspension, suivi d’anticorps primaire biotinylés anti-
CD14 (eBioscience) ou anti-F4/80 (Biolegend) a une concentration finale de 1.5 pg/mL et
incubé pendant 15 min a température ambiante. Ensuite, 100 uL/mL de cocktail de sélection
de biotine EasySep® ont été ajoutés et incubés pendant 15 autres minutes a température
ambiante. Pour finir, 50uL/mL de nanoparticules magnétiques pré-mixées EasySep® ont été
ajoutées et incubées pendant 10 min a température ambiante. Le volume total de la suspension
cellulaire de 2.5 mL, est obtenu en ajoutant du milieu RPMI, et le tube est placé dans 1’aimant
pendant 5 min afin de capter les cellules positivement marquées. Sans enlever le tube de
I’aimant, le surnageant contenant la fraction non marquée est transvasé¢ dans un autre tube. Le
tube est séparé de I’aimant, et 2.5 mL de milieu sont ajoutés et la suspension cellulaire
restantes (positivement marquées) est ainsi mélangée délicatement par aspiration et
refoulement a I’aide d’une pipette. Le tube est par la suite replacé dans I’aimant, et la méme
procédure est répétée 4 fois. Au final, le tube est séparé de 1’aimant, et les cellules
sélectionnées positivement sont reprises dans du milieu de culture. Les cellules restantes sont

elles aussi récupérées.

= Cytométrie en flux et Tri cellulaire.

Les souris infectées ou non par CV-B4 E2 sont sacrifiées et leurs rates sont récupérées et
traitées comme précédemment mentionné. Les cellules sont culottées et fixées dans 2% de
paraformaldéhyde pendant 10 min a température ambiante. Elles sont par la suite lavées 2 fois
et reprises dans 500 pL de solution PBS, 1% BSA. Trois millions de cellules/100uL de
solution BSA sont distribuées dans les tubes, et les récepteurs Fc sont bloqués avec

I’anticorps anti-CD16/35 (Clone 93, Biolegend). Les cellules sont par la suite marquées avec
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les anticorps marqués PE-anti-F4/80 et FITC-anti CD14 avec leurs isotypes contrdles
correspondants (Biolegend) pendant 30 min a 4°C. Les cellules ont été lavées et reprises dans
400 pL de PBS pour analyse ou tri cellulaire (BD FACS Aria). Les cellules non marquées ont

été utilisées comme controle négatif d’autofluorescence.

= Streptozotocine
La streptozotocine (STZ, Sigma-Aldrich) est formée par plus de 75% de ’isomeére a. En
effet, la STZ (C8H15N307, 265,22 g/mol) est formée par deux isomeres a et B et il s’avere
que I’isomere a est plus toxique que le . Une fois la STZ en solution, elle devient instable du
fait de la mutarotation du glucopyranose qui tend a un état d’équilibre entre les deux

isomeres, de ce fait la préparation de la solution de STZ doit étre extemporanée.

La STZ est solubilisée dans un tampon de citrate de sodium (Sigma, pH a 4,5).

= Cellules

La lignée cellulaire Min-6 (cellules  murine sécrétrices d’insuline) aimablement fournie par
Pr. A. ABDERRAHMANI (Facult¢ de Médecine de Lille), provient d’une tumeur
endocrinienne. Ce sont des cellules adhérentes, cultivées a 37°C, sous atmosphéere a 5% de
CO; en milieu DMEM supplémenté avec 15% de sérum de veau feetal (SVF Gibco®), 1%
d’une solution de sodium pyruvate, 1% d’antibiotique pénicilline et streptomycine (Gibco®),
1% d’une solution de L-Glutamine a 200mM (Gibco®) et 83uM de Beta-mercaptoéthanol
(Sigma®).

» Titrage du virus infectieux
L’aptitude des cellules Min-6 ayant regues de la STZ puis infectées par CV-B4 E2 a produire
et a libérer des particules virales infectieuses dans les surnageants de culture ont été évaluées
sur cellules HEp-2 et mesurée par la méthode de Spearman & Karber. Les titres infectieux

sont exprimés en DICTso/ml.

= Inoculation de streptozotocine et de virus et suivi des souris

Des souris males ICR-CD1 agées de 3 semaines ont été inoculées avec une dose de 35 mg de
STZ / kg de souris. A j12 suivant le traitement par STZ, ces mémes souris sont inoculées avec

200pl d’une suspension de CV-B4 E2 & 2.10* DICTso. A la fin du suivi, les animaux sont

sacrifiés par dislocation cervicale, et leurs pancréas sont récupérés dans du formol tamponné
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pour étude anatomopathologique ou bien congelés a -80°C pour recherche d’ARN ou de

particules infectieuses.

= Broyage des organes et extraction de I’ARN total
Le pancréas est d’abord pesé puis broyé dans 1 ml de PBS, supplémenté par un cocktail
d’inhibiteur de protéases (cOmplete ULTRA Tablets, Mini, EASYpack, Roche), a I’aide d’un
broyeur (TissueRuptor Qiagen). Le broyat est ensuite centrifugé a 2500 g a 4°C pendant 10

min puis aliquoté et stocké a -80°C.

Un aliquote de broyat est homogénéis¢ dans 900ul de Tri-Reagent® et incubé 5 min a
température ambiante. Le surnageant repris dans un autre tube est additionné de 200ul de
chloroforme (Sigma), vortex¢ et incubé 15 min a température ambiante puis centrifugé 15 min
a 12000 g a 4°C. Ceci aboutit a la séparation de I’ARN contenu dans la phase aqueuse, des
protéines contenues dans la phase organique et de ’ADN a I’interphase. La phase aqueuse
récupérée dans un nouveau tube est additionnée d’environ 500ul d’isopropanol (Sigma) et
incubée 10 min a température ambiante puis centrifugée 15 min a 12000 g a 4°C pour
précipiter I’ARN en solution. Le culot est lavé 2 fois en centrifugeant 5 min a 12000 g a 4 °C
dans 1ml d’éthanol (Sigma) a 75% fraichement dilu¢ dans de 1’eau traitée au diéthyl
pyrocarbonate (DEPC, Sigma), puis séché a température ambiante et redissout dans 50ul
d’eau nuclease-free (Promega). L’ARN ainsi obtenu est aliquoté et conservé a -80°C jusqu’a

son utilisation. L un des aliquotes est directement utilisé¢ pour le dosage de I’ARN extrait.

* PCR en temps réel quantitative (QRT-PCR)

Le coffret AffinityScript QPCR cDNA Synthesis Kit (Stratagene®) a été utilisé pour la
rétrotranscription de ’ARN de CVB4 en ADNc. L’amorce anti-sens est utilisée a 10 uM
comme matrice. La réaction est réalisée pour environ 0,3 pg a 3 pg d’ARN extrait dans un
volume final de 20 pl contenant 12.5 ul de Master Mix 2x, 0,3 pg d’oligo (dT) et de 20 U
d’AffinityScript revers transcriptase. La réaction de rétrotranscription est alors effectuée avec
une premiere incubation a 25°C pendant 5 mn pour I’hybridation des amorces, suivie de la
synthése de ’ADNc a 42°C pendant 15 mn et de 5 mn d’élongation finale a 95°C. La PCR est
ensuite réalisée avec le coffret Brillian® II QPCR Master Mix (Stratagene®), avec sa sonde
spécifique aux entérovirus, dans un volume final de 25 pl contenant le Mix 2x, 10 uM pour
chacune des amorces sens et anti-sens et ’ADNc précédemment amplifié. Le mélange
réactionnel est soumis a une premiere étape de 10 mn a 95°C de dénaturation et d’activation

de la polymérase, suivie de 40 cycles consistant chacun en 30 s a 95°C de dénaturation, 1 mn
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a 60°C d’hybridation. Les réactions sont réalisées dans le thermocycleur Mx3000P®
(Stratagene®). Un ARN standard d’entérovirus (Enterovirus 71 RNA Control Vircell
Microbiologists®) a été utilisé pour obtenir une gamme avec les concentrations suivantes :
12500 copies/ul, 1250 copies/ul, 125 copies/ul, 12,5 copies/ul et 1,25 copies/ul. La courbe
standard du Ct en fonction du nombre de copies/pl a été construite a partir de cette gamme
d’étalonnage afin de quantifier ’ARN de CVB4 présent dans les échantillons. Les résultats
sont exprimés en nombre de copies par pl d’extrait, puis rapportés a la quantité d’ARN total

déterminé dans les extraits en ng.

* Quantification d’IP-10 de TNFa et d’IFNy dans le broyat de
pancréas par méthode ELISA

1P-10
Les concentrations d’IP-10 ont été mesurées a 1’aide du kit « ELISA Mouse IP-10 » de
Affymetrix eBioscience®. Une microplaque a été coatée avec 100 ul d’anticorps de capture
spécifiques (0,25 ug/ml) puis incubée une nuit a 4°C. Ensuite la plaque est lavée 2 fois avec
avec du PBS 0,05% Tween 20 puis on ajoute 250 ul de tampon de saturation (PBS 0,05%
Tween20, 0,5% BSA) afin de bloquer les sites non spécifiques. Aprés 2h d’incubation a
température ambiante, la plaque est lavée 2 fois, et on ajoute 100 wl de standards
préalablement dilués en cascade de 2 en 2 et 100 ul de surnageants a doser dilués au Y.
Ensuite, on ajoute 50 ul d’anticorps secondaire biotinylés (1:1000). Apres 2h d’incubation a
température ambiante sur un agitateur 6 lavages sont effectués, puis 100 pL de streptavidine-
HRP (1:5000) préalablement diluée sont ajoutés. La plaque est de nouveau incubée a
température ambiante pendant lh sur un agitateur de plaque. Apres 6 lavages, 100 ul de
substrat (tétraméthylbenzidine) sont ajoutés et la plaque est incubée 10 minutes a température
ambiante a I’obscurité. La réaction a été stoppée en ajoutant 100 ul de la solution stop H2SO4

(1M). L’absorbance a été lue au lecteur de plaque ELISA (Thermo Multiskan GO) a 450nm.

TNFa
La quantit¢ de TNF-a par a ét¢ mesurée a I’aide du kit « ELISA Mouse TNF-a » de

Affymetrix eBioscience®.

Une microplaque a été coatée avec 100 ul d’anticorps de capture a 4°C toute une nuit. Le
lendemain, la plaque est lavée 3 fois avec 250 ul de tampon de lavage (PBS 0,05% Tween

20). Puis on ajoute 200 ul de tampon de saturation. Aprés 1h d’incubation a température
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ambiante, la plaque est lavée 1 fois avec 250 ul de tampon de lavage. Puis, 100 ul de
standards préalablement dilués en cascade de '2 en 2 sont ajoutés ainsi que 100 ul de
surnageants a doser (1 :30). Apreés 2h d’incubation, 5 lavages ont été effectués puis 100 ul
d’anticorps secondaire biotinylés, préalablement dilués, sont ajoutés dans les puits et incubés
a nouveau a température ambiante pendant 1h. Apres 5 lavages avec 250 ul de tampon de
lavage, 100 ul d’avidine-HRP préalablement dilués sont ajoutés et les plaques sont de
nouveau incubées a température ambiante pendant 30min. 100 ul de substrat (TMB) sont
ajoutés apres lavage et la plaque est incubée 15 minutes a I’obscurité avant 1’ajout de la

solution d’arrét. L’absorbance a été lue au lecteur de plaque ELISA (Thermo Multiskan GO) a
450nm

IFNy
Le dosage d’IFN-y par la méthode ELISA a été réalis¢ a I’aide du kit « ELISA IFN-y murin»
de Covalab®.

Une microplaque a été coatée avec 100 ul d’anticorps de capture a 4°C toute une nuit. Le
lendemain, la plaque est lavée 2 fois avec une solution de PBS 1X. Puis on ajoute 250uL de
tampon de saturation pendant 2h a température ambiante. Puis la plaque est lavée 3 fois, et
100uL des standards ou gamme étalon préalablement dilués en cascade de 2 en 2, ainsi que
les surnageants a doser dilué au 2 y sont déposés. Ensuite 50uL. d’anticorps secondaires,
préalablement dilués, sont déposés dans la plaque, puis celle-ci est incubée a nouveau a
température ambiante pendant 4h. Ensuite, 2 lavages sont effectués, puis 100uL d’avidine-
HRP préalablement diluée, sont ajoutés. La plaque est de nouveau incubée a température
ambiante pendant 30min. La plaque est lavée 2 fois, puis 100uL de substrat (TMB) sont
ajoutés et incubée 10 minutes a 1’obscurité. Enfin, 100uL de solution stop de H2SO4 sont

ajoutés. L absorbance a ét¢ lue au lecteur de plaque ELISA (Thermo Multiskan GO) a 450nm

* Quantification d’insuline sérique par méthode ELISA
Le kit « ELISA Mouse insuliny de Mercodia® a été utilisé pour quantifier I’insuline sérique.
10pL de la gamme et des échantillons (1:10) sont déposés dans les puits de la plaque
préalablement coatée avec un anticorps anti-insuline et prét a ’emploi. Ensuite on ajoute

100pL d’anticorps anti-insuline conjugués avec de la peroxydase préalablement diluée.

Apres 2h a température ambiante sur un agitateur de plaque, 6 lavages sont effectués, puis

200uL de substrat (TMB) sont ajoutés dans chaque puits et la plaque est incubée 15 min a
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température ambiante a 1’obscurité. La peroxydase va transformer ce substrat en produit
coloré, qui permettra de doser 1’absorbance de cette plaque par spectrophotométrie et ainsi
déterminer la concentration en insuline présente dans nos échantillons biologiques. Enfin,
aprés ces 15 minutes d’incubation, 50uL de solution stop de H2SO4 sont ajoutés et les

absorbances sont lues au lecteur de plaque ELISA (Thermo Multiskan GO) a 450nm.

= Analyse histologique
Les organes ont été fixés dans du formol tamponné puis inclus dans de la paraffine et coupés
en des sections de Sum d’épaisseur. Les coupes sont par la suite déparaffinées puis
déshydratées par du xyléne pendant 10 min. Les coupes sont ainsi déshydratées et afin de
pouvoir les colorer elles doivent étre réhydratées par des bains aux degrés décroissants
d’éthanol (100, 95, 70 et 50°) et enfin un bain d’eau. La coloration se fait par 15 min
d’incubation dans I’hématoxyline suivie par un lavage a I’eau courante puis une étape dite de
différentiation qui consiste en un bain de HCI a 1% d’éthanol puis incubation dans de I’eau
pendant 5 min. La coloration du cytoplasme se fait par incubation dans de 1’¢éosine pendant 5
min suivie par un lavage a I’eau pour éliminer I’exces de colorant. Les coupes sont a nouveau
déshydratées puis montées entre lames et lamelles et observées a 1’aide du scanner Zeiss

Axioscan (Z1).

= Molécules de synthése
Les molécules dérivées du pleconaril et du pirodavir sont aimablement fournies par le Pr.
Pompei (Italie, Université de Cagliari) sont diluées dans du DMSO. Le favipiravir (Sigma) et
la fluoxétine (Sigma) sont dilués dans du DMSO.

= Test de cytotoxicité
1,25.10* cellules/puits dans 50pL sont distribuées dans une microplaque 96 puits Les cellules
sont ensuite incubées durant 24h. Les différents antiviraux sont pré-dilués au 1/1000¢éme pour
le 6230, au 1/100éme pour le 6373 et le 6502 et au 1/10éme pour le 6473 puis diluées de demi
en demi. 100pL de solution contenant les molécules a tester sont ensuite ajoutés dans les
puits. Pour le DMSO, la dilution est réalisée de la méme maniere que pour les antiviraux.
100puL de DMSO sont ajoutés dans les puits controles. Une lecture de la viabilité cellulaire est

ensuite effectuée avec 1’Orangu apres 48h d'incubation a 450nm.
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= Test d’activité antivirale
50uL de cellules & raison de 1,25.10* cellules/puits sont distribuées dans une microplaque 96
puits Les cellules sont ensuite incubées durant 24h. 100pL d’antiviraux dilués de demi en
demi sont ajoutés aux concentrations non toxiques. SOuL virus sont ajoutés a raison de
1,25.10" virus/puits afin d'obtenir une MOI = 1. Une évaluation de la viabilité cellulaire par
Orangu (Cell guidance systems) est ensuite réalisée apres apparition de 100 % d'ECP (Effet

CytoPathogene) a 48h dans le t¢émoin virus (cellules + virus).

= Sérum de porcelet

Toutes les expérimentations ont été effectuées en suivant les recommandations du guide 2010

EU et ont été approuvées par le comité d’éthique de I’expérimentation animale.

Un groupe de 10 porcelets « breed Danish Landrace X Piétrain » agées de 9 semaines ont été
fournies 8 CODA-CERVA ou les expériences sont effectuées. L’échantillonnage de sang a été
effectué a partir de la veine cave dans des tubes secs a J1 et J39. Le sérum a été obtenu apres

centrifugation et conservé a -20°C.

= Test de séroneutralisation
L’activité antivirale du sérum porcin a été¢ évaluée par un test de séroneutralisation. Des séries
de dilution de 50puL du sérum ont été¢ mélangé V/V avec du milieu DMEM dans une plaque a
96 puits, puis 25uL de la suspension virale contenant 10* TCID50/mL de EV-GI ont été
rajouté a chaque puits. Aprés 2h d’incubation a 37°C dans une atmosphére humide contenant
5% CO,, 100 pL of DMEM contenant 1.10° de cellules PSEK a été rajouté a chaque puits,
puis les plaques ont été incubée pendant 48h a 37°C. Les résultats ont été exprimés a I’inverse

de la dilution finale (titre) qui inhibe 1’effet cytopathique induit par le virus.

= ELISA pour la détection d’anticorps anti-VP4 d’EV-G

Pour détecter les anticorps anti-VP4 dans le sérum porcin, des plaques 96 puits (F8 Maxisorp,
Nunc immune-module, Thermo Scientific, Denmark) ont été coatés toute la nuit a température
ambiante avec un peptide de la protéine VP4 d’EV-Gl composé de 50 acides aminés
(BACHEM, Switzerland) a 10 pg/mL dans du PBS, pH 7,4. Les puits ont par la suite été lavés
trois fois avec une solution de lavage (PBS 1X, pH 7.4, 0.05% Tween 20), saturés pendant 1
heure a 37°C avec un tampon de saturation (PBS, pH 7.4, 1% BSA, 0.0375% Tween 20), puis

lavés encore quatre fois avec la solution de lavage. Ensuite, 0.1 ml de sérum dilué dans du
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tampon (PBS 1X, pH 7.4, 2% BSA, 0.0375% Tween 20, 0.3M NaCl) au 1/50°™ ont été
ajoutés. Apres une heure d’incubation a 37°C, les puits ont été lavés quatre fois et 0.1 mL
d’IgG de lapin anti-sanglier sauvage li¢ a la biotine (USCN Life Science INC) dilu¢ au
1/100°™ ont été ajoutés puis les plaques ont été incubées pendant 1h a 37°C. Aprés 6 lavages
0,1 ml d’extravidine peroxydase (Sigma) sont ajoutés pendant lh a 37°C. Les puits ont été
lavés encore une fois et 0,1 ml de la solution de substrat (0,4 mg/ml o-phenylenediamine,
0,012% H202 dans 0,05 M tampon phosphate citrate, pH 5.0; Sigma- Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France) ont été ajoutés pendant 30 minutes a température ambiante. La solution a
été arrétée par 1’ajout de 25 ul d’acide sulfurique 3M (Sigma-Aldrich). L’absorbance a été
mesurée a 490 nm par un lecteur de plaques Dynex MRX (Thermo Life Science, Cergy

Pontoise, France). Les résultats sont exprimés en densité optique (DO).

= Analyse des séquences protéiques

La séquence du peptide VP4 utilisée pour ’ELISA et pour I’étude in silico a été sélectionnée
de la séquence poly-protéique de l’entérovirus Gl (GenBank Protein accession number
AIA21703). Les séquences de la protéine VP4, et de la polyprotéine d” EV-G1, EV-G2, EV-
G3, EV-GS5, EV-G6, EV-G et de Teschovirus et Sapelovirus utilisés pour 1’alignement ont été

retrouvées dans GenBank.

= Alignement

Les séquences de protéines ont été alignées en utilisant la version web de Clustal Omega.

= Analyse statistique

L’analyse statistique des résultats sérologiques a été effectuée avec le test T Appari¢ de
Wilcoxon (GraphPad quickCalcs). Les différences ont été considérées significatives pour une

p value <0,05.
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RESULTATS



>

Viral RNA
(log copies/ng total RNA)

I. Monocytes et macrophages cibles de CV-B4 E2 in vitro et in

VIivo

1. CVB4 E2 est retrouvé dans la rate et les cellules de la moelle

osseuse isolées de souris inoculées par le virus

Les souris ont été inoculées par voie intra-péritonéale avec CVB4 E2 comme indiqué dans la
section matériels et méthodes. Sept jours apres 1’inoculation, la rate, la moelle osseuse et le
sang ont été collectés. Le taux d’ARN entéroviral intracellulaire mesuré par RT-qPCR était
3,14 +/- 0,32, 3,18+/- 0,25 and 1,15+/-0,26 log copies/ng d’ARN total respectivement (Fig. 12
A).
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Figure 12: Infection de souris ICR-CD1 avec CV-B4 E2. Des souris ICR (CD1) ont été inoculées avec CV-
B4 E2 par voie intra-péritonéale (2.10* DICTs), 7 j post-inoculation les souris ont été sacrifiées pour
collecter sang, rate et moelle osseuse. La quantité d’ARN entéroviral dans les tissus a été mesurée par
RT-qPCR les résultats sont exprimés en log de copies d’ARN par ng d’ARN total (A). Une partie des
cellules de la moelle osseuse a été réservée a la culture dans du milieu contenant du M-CSF. Le titre
infectieux des surnageants de cultures prélevés a différents moments a été déterminé les résultats sont
exprimés en log de DICTsy/ml (B) et la quantité d’ARN entéroviral dans les cellules prélevées le 10°™ jour
de culture a été mesurée par RT-qPCR (C). Les résultats sont la moyenne +/- écart-types de trois
expériences indépendantes. La limite de détection du test de détermination du titre infectieux est 1,5 log
DICTso/ml.

Les cellules de la moelle osseuse ont été mises en culture. Les cellules de la moelle osseuse
n’ont pas survécu aux conditions de culture au-dela d’une seule journée. En effet, la

proportion des cellules mortes était supérieure a 80% au bout du deuxiéme jour de culture.
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Quand les cellules de la moelle osseuse ont été cultivées in vitro dans du milieu contenant du
M-CSF, le nombre de cellules mortes au dixieme jour était inférieur a 5%. Dans ces
conditions, des particules virales ont été détectées dans le surnageant de culture, et le titre
viral correspondant était 2,44+/- 0,08 log DICTs¢/ml & 2 jours p.i et 2,91+/- 0,09 log
DICTso/ml au 6°™ jour p.i. Puis le titre viral décroit pour atteindre au 10°™ jour p.i. 1,5 log
DICTso/ml, qui correspond a la limite de détection de la technique (Fig. 1 B). Au dixiéme
jour, la détection de particules virales dans le surnageant de culture était négative, cependant
la présence d’ARN viral intracellulaire était mise en évidence (1,39 +/- 0,11 log copies/ng

d’ARN viral.) (Fig. 12 C).

Les cellules spléniques de souris infectées ont été maintenues en culture pendant 5 jours en
absence ou en présence de M-CSF. Au dela du deuxiéme jour de culture, la viabilité était
diminuée : < 70% a J3, et 10% a J5. Les titres infectieux des surnageants de culture récupérés
a Jo, 1, 3 et 5 étaient inférieurs a la limite de détection de la technique dans les deux
conditions de culture (Résultats non montrés). L’ ARN viral a été détecté dans les cellules a J1

(1,69 +/- 0,92 log copies/ng d’ARN total), en revanche a J5 la détection était négative.

La détection positive d’ARN entéroviral dans les cellules de la rate et la moelle osseuse de
souris inoculées avec CV-B4 E2, nous a incités a déterminer si les monocytes et les

macrophages de ces animaux étaient infectés.

Les rates ont été récupérées 7 jours apres l’inoculation de CV-B4 E2 a des souris. La
cytométrie en flux a permis de mettre en évidence que la proportion de cellules CD14+ et
F4/80+ était 14 +/- 2% et 8,7 +/- 1,3% (n=3) respectivement parmi les splénocytes de souris

infectées et 12,5 +/- 2,1% et 12,1 +/- 1,6% (n=3) parmi les splénocytes de souris contrdles.

Les splénocytes ont été isolés et les cellules CD14 positives ainsi que les cellules F4/80
positives ont été sélectionnées a 1’aide d’un trieur de cellules marquées par fluorescence. Dans

les cellules ainsi isolées la présence d’ARN entéroviral a été recherchée.
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Figure 13: L’ARN entéroviral est détecté dans les cellules CD14+ et les cellules F4/80+ isolées de la rate de
souris infectées par CV-B4 E2. Les souris inoculées avec CV-B4 E2 par voie intra-péritonéale, ont été
sacrifiées 7 jours p.i. et leurs rates ont été récupérées et traitées en vue d’isoler les cellules CD14+ (A) et
les cellules F4/80+ (B) grace a un trieur de cellules marquées par fluorescence. Les cellules ont été isolées
également a I’aide de billes magnétiques associées a des anticorps spécifiques anti-CD14 (C) et anti-F4/80
(D). Dans ces cellules la quantité d’ARN entéroviral a été déterminée par RT-qPCR, les résultats sont
exprimés en log du nombre de copies d’ARN par ng d’ARN total. Les moyennes +/- écart-types de 3
expériences indépendantes sont présentées.

L’ARN entéroviral a été détecté dans les cellules CD14+ et CD14- (2,46 vs 2,05 log copies/ng
d’ARN total) ainsi que dans les cellules F4/80+ et F4/80- (2,44 vs 1,94 log copies/ng d’ARN
total) (Fig. 13).

Le tri cellulaire a été appliqué a des cellules préalablement fixées au paraformaldéhyde

(PFA), afin prévenir tout risque de contamination des opérateurs par le virus. Le PFA peut
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altérer ’ARN, c’est pourquoi nous avons alors décidé de sélectionner les cellules a I’aide

d’une autre méthode.

Les cellules CD14+ et F4/80+ ont été sélectionnées grace a des billes magnétiques couvertes

d’anticorps spécifiques puis I’ARN entéroviral intracellulaire a été quantifié¢ par RT-qPCR.

L’ARN enteroviral a été détecté dans les cellules CD14+ a des niveaux plus €levés que dans
les cellules CD14- (3,03 +/- 0,21 vs 1,94 +/- 0,13 log copies/ng ARN total p value < 0.004).
L’ARN entéroviral a été détecté aussi dans les cellules F4/80+ mais a des niveaux plus faibles
que dans les cellules F4/80- (2,18+/-0,20 vs 2,80+/-0,07 log copies/ng ARN total p value=
0.02.

2. CV-B4 E2 infecte les cellules CD14+ et les cellules F4/80+ de la

rate in vitro

L’infection in vitro des splénocytes par CV-B4 E2 a ét¢ étudiée. Les cellules de la rate ont été
inoculées avec une multiplicité d’infection cellulaire de 0,02 (MOI 0,02). Les cellules ont été
récupérées 2 jours apres l’inoculation de CV-B4 E2, pour quantifier I’ARN entéroviral
intracellulaire. Les valeurs moyennes +/- écart-types obtenues étaient 0,84 +/- 0,31 log de

copies d’ARN viral/ng d’ARN total (n= 3) (Fig. 14).

Les cellules CD14+ ont été isolées a I’aide de billes magnétiques recouvertes d’anticorps anti-
CD14. De la méme maniere les cellules F4/80+ ont été isolées. Ces populations de cellules
sélectionnées de maniere positive (CD14+ et F4/80+) et de maniére négative (CD14- et
F4/80-) ont été inoculées avec CV-B4 E2 (MOI 0,02), apres lavage les cultures ont été
incubées pendant 48h. Ensuite les surnageants de culture ont été recueillis clarifiés et
conservés a -80°C et les cellules ont été prélevées, et aprés 5 lavages ’ARN a été extrait et
I’ARN entéroviral a été quantifié. L’ARN entéroviral était présent dans les cellules CD14+
(1,14 +/- 0,20 log copies d’ARN /ng ARN total n=3) mais pas dans les cellules CD14- (p
value = 0,01). L’ARN entéroviral était présent également dans les cellules F4/80+ ainsi que
dans les cellules F4/80- (1,30 +/- 0,03 vs 0,82 +/- 0,06 log copies/ng d’ARN total) p value =
0,03) (Fig. 14).
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Le denier surnageant de lavage des cultures cellulaires ne contenait pas d’ARN viral, ce qui

indique que la détection d’ARN entéroviral dans nos expériences n’était pas di a du virus
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Figure 14: L’ARN entéroviral est retrouvé dans les cellules CD14+ et les cellules F4/80+ isolées de la rate
de souris et inoculées avec CV-B4 E2 in vitro. Des souris dgées de 2 a 3 semaines ont été sacrifiées et leurs
rates ont été récupérées pour isoler les splénocytes et séparer les populations cellulaires CD14+/CD14- et
F4/80+/F4/80- a I’aide de billes magnétiques recouvertes d’anticorps spécifiques. Ces cellules ont été mises
en culture et CV-B4 E2 a été ajouté (MOI = 0,02). Au bout de 48h les cellules ont été récupérées et ’ARN
total a été extrait pour quantifier ’ARN entéroviral intracellulaire par RT-qPCR dans les splénocytes (A)
les cellules CD14+ et CD14- (B) et les cellules F4/80 + et F4/80- (C) Les résultats sont exprimés en log du
nombre de copies d’ARN viral par ng d’ARN total. Les moyennes +/- écart-types de 3 expériences
indépendantes sont présentées.

Des travaux antérieurs de notre équipe, ont montré que le sérum de souris infectées par CV-
B4 E2 est capable d’augmenter I’infection des cellules de la rate par le virus in vitro
(Elmastour et al., 2016). Nous avons décidé d’étudier I’infection des splénocytes et des sous-
population de cellules de la rate CD14+, CD14-, F4/80+ et F4/80- par CV-B4 E2 incubé

avec du sérum immun de souris.

Des souris agées de 3 semaines ont été sacrifiées en vue de récupérer les cellules de la rate.
L’infection des splénocytes par CV-B4 E2 a été facilitée quand le virus a été préalablement
incubé avec le sérum de souris infectées par CV-B4 E2 (dilutions finales 1/10°, 1/10* and
1/ 105). En effet, les quantités d’ARN viral intracellulaire étaient 2,65+/- 0,09 a 3,77+/- 0,13
log copies/ng d’ARN total. En revanche, quand CV-B4 E2 était incubé avec le sérum de

souris controles ou avec du milieu de culture les quantités d’ARN viral étaient
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significativement plus faibles 1,22 +/- 0,07 (p< 0,0001) et 0,89 +/- 0.11 (p< 0,0001) log
copies/ng d’ARN total respectivement (Fig. 14)

Les rates ont été traitées comme précédemment mentionné en vue de séparer les cellules
CD14+ et CDI14- et les cellules F4/80 + et F4/80-. Ces populations de cellules ont été
inoculées avec CV-B4 E2 préalablement incubé avec du sérum de souris immunisées (dilution
finale 1/10°, 1/10* et 1/10°), du sérum de souris contrdles ou avec du milieu de culture, et ont
¢été maintenues en culture pendant 48h. Ensuite les surnageants de culture ont été recueillis et
conservés et les cellules ont été récupérées pour évaluer apres lavage la quantité d’ARN viral
intracellulaire. La figure 4 montre que le sérum de souris immunisées augmente 1’infection
des cellules CD14+. En effet les quantités d’ARN viral étaient 3,97 +/- 0,15 log copies/ng
ARN total avec le sérum de souris immunisées (dilution finale 1/10%), valeurs supérieures a
celles obtenues avec le sérum des souris contréles (1,00 +/- 0,21 ; p <0,0001) et le milieu de
culture (1,13 +/- 0,25 p = 0,0003) respectivement. Cependant, 1’incubation de CV-B4 E2
avec le sérum des souris immunisée n’a pas permis d’augmenter I’infection des cellules
CD14-. Dans cette population de cellules les quantités d’ARN entéroviral étaient a la limite de

détection (Fig. 15 A b).

L’incubation du virus avec le sérum immun dilué¢ de souris infectées en comparaison avec le
sérum controle dilué a permis d’augmenter la quantit¢ d’ARN entéroviral dans les cellules
F4/80+ (2,32 +/- 0,03 vs 0,80 +/- 0,14 log copies/ng d’ARN total ; p <0,032), et encore
davantage dans les cellules F4/80- (3,72 +/- 0,12 vs 1,22 +/- 0,07 log copies/ng d’ARN total ;
p <0,005) (Fig. 15 A ¢).
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Figure 15: L’infection de populations de cellules de la rate par CV-B4 E2 in vitro est facilitée par le sérum
de souris infectée. Les populations de cellules de la rate ont été obtenues comme décrit dans la légende de
la figure 3. Les cultures de splénocytes, de cellules CD14+ et CD14-, et de cellules F4/80+ et F4/80- ont été
inoculées avec CV-B4 E2 (MOI 0,02) préalablement incubé avec du milieu de culture (M), du sérum de
souris contrdles (dilution finale 1/10*) (Serum) et du sérum immun de souris infectées par CV-B4 E2
(dilutions finales 1/10°, 1/10%, 1/10°), (Immune serum). Les cultures ont été incubées pendant 48 h ensuite
les cellules ont été récupérées pour quantifier PARN entéroviral comme décrit précédemment, les
résultats sont exprimés en log du nombre de copies d’ARN entéroviral par ng d’ARN total (A). Les
surnageants ont été récupérés pour effectuer un titrage du pouvoir infectieux, les résultats sont exprimés
en log DICTsy/ml (B). L’activité antivirale des surnageants a été testée a ’aide d’une méthode biologique.
Les résultats sont ’inverse de la plus grande dilution protégeant des cultures de cellules L-929 de ’effet
cytopathique induit par le virus de I’encephalomyocardite. Les moyennes +/- écart-types de 3 expériences
indépendantes sont représentées.
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Le titre infectieux des surnageants de culture des cellules spléniques inoculées avec CV-B4
E2 incubé avec du sérum immun 4 la dilution 1/10* est 3,95 +/- 0,28 log DICTs¢/ml alors que
les titres des surnageants de culture de cellules inoculées avec le sérum de souris contrdles ou
avec du milieu sont 1,94 +/- 0,22 log DICTs¢/ml (p = 0,018) et 1,93 +/- 0,38 log DICTs¢/ml (p
= 0,032) respectivement (Fig. 15- B a).

Le titre infectieux des surnageants de culture de cellules CD14+ inoculées avec CV-B4 E2
préalablement incubé avec du sérum immun (dilution 1/ 10°) est 4 +/- 0,47 log DICTsp/ml
alors que les titres des surnageants de culture de cellules inoculées avec le virus préalablement

incubé avec le sérum de souris contrdles ou avec du milieu sont 1,80 +/- 0,2 (p = 0,05) et

2,30 +/- 0,4 log DICTso/ml (p = 0,05) (Fig. 15- B b).

Le titre infectieux des surnageants de cultures de cellules CD14- inoculées avec CV-B4 en

présence de sérum immun ou de sérum controle est a la limite de détection du test (1,5 log

Le titre infectieux des surnageants de culture de cellules F4/80- inoculées avec CV-B4 E2

préalablement incubé avec du sérum immun (dilution 1/10%) est 3,23 +/- 0,39 log DICTso/ml.

Les titres des surnageants de culture de cellules inoculées avec le sérum de souris controles ou
avec du milieu sont plus faibles mais les différences ne sont pas significatives 1,83 +/- 0,45

log DICTs¢/ml (p=0,08) et 1,75 +/- 0,28 DICTs¢/ml (p=0,059) respectivement.

Le titre infectieux des surnageants de cultures de cellules F4/80+ inoculées avec CV-B4 E2
préalablement incubé avec du sérum immun (dilution 1/10%) est 1,72 +/- 0,32 log DICTs¢/ml,
valeur comparable a celles obtenues avec les surnageants de cultures de cellules inoculées

avec CV-B4 E2 préalablement incubé en présence de sérum de souris contrdles (1,70 +/- 0,19

log DICTs¢/ml) ou de milieu (1,80 +/- 0,20 log DICTs¢/ml) (Fig. 15- B ¢).

Les titres infectieux des surnageants de culture de cellules inoculées avec CV-B4 E2 sont

apres le dernier lavage 1,5 log DICTso/ml qui est la limite de détection du test.
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Les surnageants de culture des cellules spléniques inoculées avec CV-B4 E2 incubé avec du
milieu (M) ou en présence de sérum contrdle (serum) ont une activité antivirale de 6 +/- 2,82
et 4 +/- 0, respectivement. Cette activité antivirale est augmentée quand CV-B4 E2 est
préalablement incubé en présence de sérum immun de souris infectée par le virus. En effet, a
la dilution 1/10" le titre d’activité antivirale des surnageants est 38 +/- 8,48 (p = 0,01) (Fig.
15-Ca)

Une activité antivirale a été détectée dans les surnageants de culture des cellules CD14+
inoculées avec CV-B4 E2 préalablement incubé avec du sérum immun obtenu de souris
infectées par le virus. Le titre d’activité antivirale des surnageants de cultures était 40 +/-
11,3 quand CV-B4 E2 était incubé avec du sérum immun dilué & 1/10°. Dans les surnageants
de culture de cellules CD14+ inoculées avec CV-B4 E2 le titre d’activité antivirale était 4 +/-
0. A T’opposé aucune activité antivirale n’était retrouvée dans les surnageants de culture de
cellules CD14- inoculées avec le virus préalablement incubé ou non avec du sérum immun

(fig. 15— C b).

Une activité antivirale a ét¢é mise en évidence dans les surnageants de culture des cellules
F4/80- inoculées avec CV-B4 E2 préalablement incubé avec du sérum immun (36 +/- 16,9
avec le sérum immun dilué a 1/10%). Des titres d’activité antivirale plus faibles ont été
obtenus avec les surnageants de cultures de cellules F4/80+ quand CV-B4 E2 ¢était
préalablement incubé avec le sérum immun dilué a 1/10° (6 +/- 2,28), le sérum non immun (4
+/- 0) ou du milieu de culture (4 +/- 0) tandis qu’aucune activité antivirale n’était détectée

dans les surnageants de culture des cellules contrdles (Fig. 15 C ¢).

= (CV-B4 E2 infecte les cellules de 1a moelle osseuse in vitro

La moelle osseuse a été récupérée de souris agées de 3 semaines, traitée et mise en culture
comme décrit dans le chapitre matériels et méthodes. Les cellules de la moelle osseuse n’ont
pas survécu dans le milieu de culture, et la majorité des cellules étaient mortes au bout de 2
jours de culture, comme 1’a révélé la coloration au bleu de Trypan (Résultats non montrés).
Par contre, quand les cellules étaient maintenues dans du milieu de culture contenant du M-

CSF, elles restaient vivantes méme au-dela de 15 jours.
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Les cultures de cellules isolées de la moelle osseuse ont été inoculées avec CV-B4 E2 et apres
lavage, elles ont ¢ét¢ maintenues en culture dans du milieu contenant du M-CSF pendant 10
jours. Les surnageants de culture ont été récupérés de JO a J10 en vue d’évaluer leur titre
infectieux et les cellules ont été récupérées a J1 et J10 en vue de quantifier I’ARN entéroviral
intracellulaire. Le niveau des particules infectieuses a atteint 2,40 +/- 0,28 DICTs¢/ml a J6 p.i.
puis a diminué¢ pour étre a J10 a 1,5 log DICTs¢/ml, ce qui correspond a la limite de détection
de la technique (Fig. 16 A). Les quantités d’ARN entéroviral intracellulaire étaient 2,40 +/-
0,14 log copies/ng d’ARN total a J1 et 1,06 +/- 0,05 log copies/ng d’ARN total a J10 (Fig. 16
B).
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Figure 16: CV-B4 E2 infecte les cellules de la moelle osseuse in vitro. La moelle osseuse a été obtenue de
souris dgées de 3 semaines. Les cellules de 1a moelle osseuse ont été inoculées avec CV-B4 E2 (MOI =1) et
maintenues en culture dans du milieu contenant du M-CSF pendant 10 jours. Le titre infectieux du
surnageant de culture récupéré de JO a J10 p.i.(A) a été déterminé et les quantités d’ARN entéroviral
intracellulaire a J1 et J10 (B) ont été déterminées. Les moyennes +/- écart-types de 3 expériences
indépendantes sont présentées.

D’autre part, les cellules de la moelle osseuse ont été maintenues en culture dans du milieu
contenant du M-CSF pendant 10 jours avant de les inoculer avec le virus CV-B4 E2. A J10, la
majorité des cellules (98%) de cette culture correspondent a des macrophages (Bone marrow
derived macrophages (BMDM) car elles expriment les deux marqueurs CD11b+ et F4/80+
comme 1’a montré I’analyse fluorocytométrique (Fig. 17). Au 10éme jour, les cultures de

BMDM ont été inoculées avec CV-B4 E2 et apres lavage, les cellules ont ét¢ maintenues
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pendant 5 jours en culture dans du milieu contenant du M-CSF. Le niveau des particules
infectieuses dans le surnageant de culture a atteint 5,25+/- 1,06 log DICT50/ml a J2, puis a
diminué pour étre 1,5 log DICTs¢/ml (la limite de détection de la technique) a J5 p.i.. A J5 p.i.
le titre infectieux du surnageant était a la limite de détection du test, cependant, I’ARN
entéroviral était détecté, la valeur moyenne était 1,63 +/- 0,29 log copies/ng d’ARN total (Fig.
16).

cD11b R ED 02
10” 40.829% .- 081% 7- s
E ) g ;
4| = <Zt
10 D
2 3 o 51 x
5 O s 2
i <70
o .3 = 44 Z S
S 1077 g e
E = 3 g2
S > —
[ o
2 | = 2 8 1
1073 % 2
0 =04 03 = 14 =
40,377% 0,678% >
L | et | L T R L |
5 5 i 5 ol— . . . . 0
0 10 10 10 10 1 2 3 4 5 BMDM
PE-A:F4_80 . .
Day Post-infection
Fa/30

Figure 17: CV-B4 E2 infecte les cellules de la moelle osseuse différenciées en macrophage in vitro. La
moelle osseuse a été obtenue de souris Agées de 3 semaines. Les cellules de la moelle osseuse ont été
maintenues en culture dans du milieu contenant du M-CSF pendant 10 jours afin de les différencier en
macrophages (BMDM). A J10, les cellules sont récupérées puis marquées avec des anticorps anti-F4/80
(PE) et anti-CD11b (APC) et analysées par cytométrie en flux (A). CV-B4 E2 est inoculé a des cultures de
BMDM (MOI 1) maintenues pendant 5 jours. Le niveau des particules infectieuses dans le surnageant de
culture récupéré de J1 a J5 p.i. a été déterminé, (B). La quantité d’ARN viral a J5 a été déterminée par
RT-PCR quantitative (C). Les moyennes +/- écart type de 3 expériences indépendantes sont présentées.

L’impact du sérum immun de souris infectées par CV-B4 E2 dans I’infection des BMDM par
le virus a été étudié. Les titres infectieux des surnageants de culture de BMDM infectés par
CV-B4 E2 incubé au préalable avec du sérum immun ou du sérum controle, ne sont pas
significativement différents (résultats non montré). De méme, les quantités d’ARN
entéroviral intracellulaire dans les BMDM infectés par le virus pré-incubé avec le sérum
immun ou le sérum contrdle, ne sont pas significativement différents a J5 p.i. (Résultats non

montre).
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II. Modé¢le murin de diabéte induit par CV-B4 E2

1. Diabete induit par CV-B4E2 chez des souris traitées avec une

dose sub-diabétogéne de streptozotocine.

La streptozotocine (STZ) est capable d’induire un diabéte chez des animaux (souris, rats,
lapins et méme cochon et primates). La STZ posséde une activité cytotoxique spécifique vis-

a-vis des cellules  du pancréas.

Nous avons décidé d’étudier le pouvoir diabétogene de CV-B4 E2 in vivo dans un modele
murin constitué d’individus non consanguins non susceptibles de développer un diabéte. Dans
ce modele les animaux ont été exposés a une faible quantité de STZ non diabétogene et ils ont

été ensuite inoculés avec CV-B4 E2.

La streptozotocine a été solubilisée dans un tampon de citrate de sodium (pH 4,5) et
administrée par voie intrapéritonéale a différentes concentrations a des souris ICR-CD1 males
de 3 semaines. Nous avons ainsi déterminé la dose sub-diabétogéne de STZ ne provoquant
pas d’hyperglycémie qui est de 35 mg/kg alors que la dose diabétogeéne est de 45 mg/kg et
plus.

Nous avons par la suite utilisé cette dose de STZ pour ¢étudier 1’effet combiné de la STZ et de
CV-B4 E2 chez les souris. Des souris ayant recu 35 mg de STZ/kg sont inoculées 12j plus
tard avec CV-B4 E2 (2.10* DICTso) (Fig. 18 A). Des souris contrdles ne regoivent que du
tampon citrate de sodium a la place de la STZ d’une part et du milieu de culture a la place du
virus d’autre part (Fig. 18 B), un autre groupe de souris regoit du tampon citrate de sodium a
la place de la STZ et ensuite le virus (Fig. 18 C) et un troisieme groupe contrdle recoit la STZ

et ensuite du milieu de culture (Fig. 18 D).
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Figure 18: Suivi individuel des taux sanguins de glucose chez des souris. 5 souris ICR-CD1 ont recu par
voie intrapéritonéale (i.p.) 35 mg de STZ (A et B) ou du tampon (Buffer) (C et D) puis 12 jours plus tard
CV-B4 E2 (2.10* DICTs) ou du milieu de culture (M) a été inoculé par voie i.p. Une goutte de sang a été
prélevée a la veine caudale réguli¢rement du jour de I’injection de STZ ou de tampon (Buffer) jusqu’a 21
jours suivant ’inoculation de CV-B E2 ou de milieu. Le taux de glucose sanguin est mesuré a ’aide d’un
glucomeétre. Les résultats sont exprimés en mg/dl.

La glycémie chez des souris contrdles ayant recus du milieu de culture, du virus ou une dose
sub-diabétogéne de STZ est inférieure a 300 mg/dl (seuil). Cependant, 1’inoculation de CV-
B4 E2 a des animaux ayant recus la STZ entraine le développement d’une hyperglycémie. En
effet, chez 4 souris sur 5 des valeurs de glycémie allant de 423 a 600 mg/dl et plus (600 mg/dl
¢tant la limite haute de détection du test) ont été¢ mesurées 6 j apres 1’inoculation du virus. La

glycémie chez une souris est 300 mg/dl 12 j post-inoculation.

A 21 j post-inoculation, les souris sont sacrifiées et le pancréas et le sang sont récupérés. La
recherche de particules infectieuses (par la méthode des plages de lyse) a partir de fragments
de pancréas était négative (résultat non montré). Par contre la présence d’ARN entéroviral

dans les fragments de pancréas a été mise en évidence.
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Figure 19: Quantification d’ARN entéroviral dans le pancréas de souris. Des souris ICR-CD1 ayant recu de
la STZ (35 mg/Kg) (n=5) ou du tampon (n= 5) par voie IP sont infectées 12 j plus tard avec CV-B4 E2
(2.10* DICTs) par voie IP. A 21 j p.i. les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale et le pancréas est
prélevé pour rechercher PARN viral par RT-PCR quantitative. Les résultats sont exprimés en log de
copies par ng d’ARN total.

L’ARN entéroviral est détecté dans les pancréas de souris exposées ou non a la STZ puis
inoculées avec CV-B4 E2. Chez les souris inoculées avec CV-B4 E2 le taux d’ARN
entéroviral dans le pancréas est 1,63 +/- 0,59 log copies/ng d’ARN total et chez les souris
exposées au préalable a la STZ le taux d’ARN entéroviral dans le pancréas est 2,33 +/- 0,36
log copies/ng d’ARN total (Fig. 19). La différence entre les valeurs moyennes de ces deux

groupes de souris n’est pas statistiquement significative.

Nous avons ainsi mis en ccuvre un modeéle de diabéte induit en associant une dose sub-
diabétogéne de STZ n’altérant pas I’homéostasie du glucose suivie de 1’administration d’un

inoculum viral qui induit une hyperglycémie.

Des souris ICR-CD1 males de 3 semaines ont été exposées ou non a la STZ a dose sub-
diabétogéne (35 mg/Kg) puis 12 j plus tard CV-B4 E2 (2.10" DICTsg) a été inoculé aux
animaux. Les souris ont été sacrifiées a J5, J10, J15, J20 et J25 post-infection pour récupérer
le pancréas ainsi que le sang. La glycémie a été mesurée dans une goutte du sang prélevé. Le
sang est centrifugé et le sérum récupéré pour déterminer la concentration d’insuline a I’aide

d’une méthode ELISA.
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Figure 20: Diabéte induit chez des souris traitées par streptozotocine puis infectées par CV-B42. Des
souris ayant recues de la STZ ou du tampon puis inoculées 12 jours plus tard avec CV-B4 E2 ou du milieu
de culture ont été sacrifiées 5 (D5S), 10 (D10), 15 (D15), 20 (D20) et 25 (D25) jours post-infection pour
mesurer la glycémie et I’insuline. Une souris de chaque groupe a été sacrifiée au jour p.i. indiqué.

Les glycémies des souris controles n’ayant recues que du milieu de culture ainsi que celles
des souris infectées avec CV-B4 E2 sont comprises entre 112 et 164 mg/dl et les taux
d’insuline sérique sont 2,30 a 5,14 ug/l. Chez les souris ayant regu de la STZ, les glycémies
a J15, J20 et J25 sont un peu plus élevées (de 164 a 279 mg/dl) par rapport a celles des souris
controles mais elles ne dépassent pas le seuil de 300 mg/dl et les taux d’insuline sanguine
compris entre 0,53 & 2,66 ug/l sont plus faibles par rapport a ceux des souris controles. Chez
Les souris ayant recu de la STZ puis infectées 12 j plus tard avec CV-B4 E2, les glycémies et
les concentrations d’insuline sont respectivement 600 mg/dl et 1,03 ug/l a J5, 543 mg/dl et
0,86 ug/l a J10, 360 mg/dl et 0,23 ug/l a J15. Chez les souris sacrifiées a J20 et J25 les
glycémies sont 277 et 246 mg/dl et les concentrations d’insuline sont 1,25 et 1,41 ug/l
respectivement (Fig. 20).
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Figure 21: Des particules infectieuses et de PARN viral sont détectés dans le pancréas de souris inoculées
avec CV-B4 E2. Les souris ont recu de la STZ ou du tampon par voie intrapéritonéale puis elles ont été
inoculées 12 j plus tard avec CV-B4 E2, ensuite a J5, J10, J15, J20 et J25 post-infection une souris est
sacrifiée et le pancréas est prélevé pour rechercher les particules infectieuses par la méthode des plages de
lyse, les résultats sont exprimés en PFU/mg (A), et ’ARN viral par RT-PCR quantitative, les résultats sont
exprimés en log de copies d’ARN viral par ng d’ARN total (B).

Des particules infectieuses ont été retrouvées a J5 p.i. dans le pancréas de souris infectées
avec CV-B4 E2 préalablement traitées ou non avec STZ (4,61 log DICTs¢/mg et 3,31 log
DICTso/mg respectivement). A J10, J15, J20 et J25 p.i. la détection de particules infectieuses

dans le pancréas des deux groupes de souris était négative (Fig. 21 A).

L’ARN entéroviral a été retrouvé dans le pancréas prélevé chez des souris préalablement
traitées ou non avec la STZ, les valeurs obtenues étaient respectivement : 3.10* et 1,5.10° log
copies/ng d’ARN total & J5 post-infection ; 3,5.10% et 6.10' log copies/ng d’ARN total a J10
post-infection ; 1,8.10% et 0 log copies/ng d’ARN total 4 J15 post-infection. Dans les pancréas
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prélevés au-dela de J15 post-infection, I’ARN viral était indétectable chez les souris traitées

ou non avec STZ (Fig. 21 B).

2. Impact de CV-B4E2 sur le pancréas de souris traitées avec une

dose sub-diabétogéne de streptozotocine.

Dans notre modele murin de diabéte induit par la streptozotocine associée a CV-B4 E2 in
vivo, une hyperglycémie et une hypoinsulinémie sont mises en évidence dés le 5™ jour post-
infection. Nous avons donc décidé d’évaluer I’impact du virus dans ce modéle par 1’étude de
la charge virale du pancréas, par la recherche de marqueurs inflammatoires et par une analyse

histologique chez des animaux au 5iéme jour post-infection.
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Figure 22: La combinaison de STZ et CV-B4 E2 induit une hyperglycémie accompagnée d’une
hypoinsulinémie. Des souris ICR-CD1 ont été traitées avec STZ (35mg/kg) puis 12 j plus tard ont été
inoculées avec CV-B4 E2 (2.10* DICTs,) (STZ/CV-B4 E2) ou ont été traitées avec du tampon ou la STZ
puis inoculées avec du milieu de culture (Mock et STZ respectivement) ou avec CV-B4 E2 (CV-B4 E2).
Les animaux ont été sacrifiés au Siéme jour post-infection et la glycémie (A) et I’insulinémie (B) ont été
déterminées a I’aide d’un glucomeétre et d’une méthode ELISA respectivement. n = 5 dans chaque groupe.
n.s. : non significatif.

La figure 22 montre que chez les souris traitées par STZ puis infectées, la glycémie est
augmentée et 1’insulinémie est diminuée par rapport aux valeurs obtenues chez les animaux
controles. La glycémie est plus élevée chez les souris traitées par STZ (224 +/- 57,37 mg/dl)
par rapport aux souris inoculées avec le tampon puis avec le milieu de culture (131,20 +/-
22,06 mg/dl) mais les valeurs sont significativement plus faibles que celles obtenues chez les
souris traitées par STZ puis infectées (473,20 +/- 134,9 mg/dl p < 0.02). Dans ce groupe 4

souris sur 5 présentent une glycémie supérieure a 300 mg/dl.
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Figure 23: Particules infectieuses et ARN viral sont retrouvés dans le pancréas de souris diabétiques. Les
souris ICR-CD1 traitées ou non avec de la STZ puis inoculées avec CV-B4 E2 ont été sacrifiées a 5 j p.i. et
leurs pancréas ont été prélevés et broyés, le titre infectieux du tissu est déterminé les résultats sont
exprimés en log DICTs¢/mg et le taux d’ARN entéroviral dans les tissus est quantifié par RT-PCR en
temps réel, les résultats sont exprimés en log du nombre de copies d’ARN entéroviral /ng d’ARN total. n =
5 dans chaque groupe.

Le pancréas a été prélevé. Le tissu pancréatique a été préparé pour rechercher la présence de
particules infectieuses et d’ARN entéroviral. Des particules infectieuses ont été détectés dans
le pancréas de souris inoculées avec CV-B4 E2 (2,58 +/- 0,60 log DICTso/mg) et dans le
pancréas de souris ayant recues la STZ puis CV-B4 E2 (3,41 +/- 0,53 log DICTs¢/mg).
L’ARN entéroviral est également retrouvé dans le pancréas des souris inoculées avec CV-B4

E2 (2,77 +/- 0,44 log copies par ng d’ARN total) et dans le pancréas des souris traitées avec
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STZ puis inoculées avec CV-B4 E2 (3,34 +/- 0,30 log copies par ng d’ARN total). La valeur
moyenne dans ce groupe STZ/CV-B4 E2 est plus ¢élevée que celle obtenue avec les pancréas

des animaux inoculés avec CV-B4 E2 (p < 0,05) (Fig. 23).

L’impact d’une dose sub-diabétogéne de STZ et de CV-B4 E2 sur le tissu pancréatique de
souris a été étudié. L’IP10, 'IFNy et le TNFa sont des marqueurs d’inflammation. L’IP10 est
produit par les cellules  pancréatiques (Frigerio et al., 2002). Nous avons décidé d’évaluer la
réponse inflammatoire du pancréas en mesurant les concentrations tissulaires de TNFa,

d’IFNy et d’IP10 et d’effectuer une analyse histologique de ’organe.
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Figure 24: Cytokines inflammatoires détectées dans le pancréas de souris inoculées avec STZ et CV-B4
E2. Des souris ICR-CD1 ont été traitées avec STZ (35mg/kg) puis 12 j plus tard ont été inoculées avec CV-
B4 E2 (2.10* DICTs,) (STZ/CV-B4 E2) ou ont été traitées avec du tampon ou la STZ puis inoculées avec
du milieu de culture (Mock et STZ respectivement) ou avec CV-B4 E2 (CV-B4 E2). Les animaux sont
sacrifiés a J5 post inoculation et le pancréas est prélevé puis broyé en présence d’inhibiteurs de protéase
afin de quantifier I’'IP-10 (A), le TNFa (B) et P'IFNy (C) par méthode ELISA. Les résultats sont exprimés
en pg par ng d’ARN total. La moyenne +/- écart-types est présentée, n=5 dans chaque groupe.
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Dans le pancréas de souris controles, le TNFa et 'IFNy sont détectés. Dans le pancréas des
souris traitées par STZ ou inoculées avec CV-B4 E2 les moyennes des concentrations de
TNFa et IFNy tissulaire ne sont pas significativement différentes de celles obtenues a partir
des pancréas des animaux controles. Chez les souris ayant recu STZ et CV-B4 E2 les
moyennes des concentrations de TNFa et d’IFNy dans le tissu pancréatique ne sont pas
significativement différentes de celles obtenues a partir des pancréas des autres groupes

d’animaux (fig. 24).

Dans le pancréas de souris controles, I’'TP10 est détecté (7,8 +/- 6,2 pg/ng d’ARN total). Dans
les pancréas des souris traitées par STZ ou inoculées avec CV-B4 E2 la moyenne des
concentrations d’IP10 tissulaire est plus élevée mais la différence n’est pas statistiquement
significative (14,6 +/- 5,7 et 10,71 +/- 5,08 pg/ng d’ARN total respectivement). Dans le
groupe des 5 souris ayant recu STZ et CV-B4 E2 la moyenne des concentrations d’IP-10 dans
le tissu pancréatique est supérieure a celles obtenues a partir des pancréas des autres groupes
d’animaux (19,7 +/- 8,9 pg/ng d’ARN total) (fig. 7). Dans ce groupe chez la souris avec une
glycémie inférieure a 300 mg/dl la concentration d’IP10 est la plus faible (7,70 pg/ng d’ARN
total), chez les 4 autres souris de ce groupe avec une glycémie > 300 mg/dl, la moyenne des

concentrations d’IP-10 est 22,6 +/- 7 pg/ng d’ARN total (p = 0.016 vs mock) (Fig. 24 A).

Une partie du pancréas prélevé chez les animaux sacrifiés, a ét¢ immédiatement récupérée
dans du formol tamponné afin de fixer I’organe. Les tissus ont ensuite été¢ inclus dans des
blocks de paraffine. Une fois coupées, les sections ont été déparaffinées puis colorées

(hématoxyline et éosine).

L’analyse histologique du pancréas des 5 souris ayant regues la STZ puis CV-B4 E2 permet
de mettre en évidence un infiltrat inflammatoire du tissu exocrine et autour d’ilots de
Langerhans chez une souris (STZ / CV-B4 E2 M1), une involution adipeuse chez deux autres
souris (STZ / CV-B4 E2 M2 et M3) et une altération marquée du tissu endocrine chez une
autre souris (STZ / CV-B4 E2 M4). L’analyse histologique du pancréas de la souris de ce

groupe dont la glycémie était < 300 mg/dl n’a pas mis en évidence d’altération (Fig. 25).

Les souris contrdles ayant recues du tampon et du milieu de culture et les souris ayant recues

la STZ ou inoculées avec CV-B4 E2 présentent des ilots de Langerhans intacts.
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Figure 25: Altérations du pancréas chez des souris exposées a la streptozotocine et inoculées avec CV-B4
E2. Des souris ICR-CD1 ont été traitées avec STZ (35mg/kg) puis 12 j plus tard ont été inoculées avec CV-
B4 E2 (2.10° DICTsg) (STZ/CV-B4 E2) ou ont été traitées avec du tampon ou la STZ puis inoculées avec
du milieu de culture (Mock et STZ respectivement) ou avec CV-B4 E2 (CV-B4 E2). Les animaux sont
sacrifiés a JS post inoculation et leurs pancréas recueillis dans du formol tamponné et puis traités comme
indiqué dans la section matériels et méthodes pour analyse histologique. Les coupes ont été analysées a
P’aide du scanner Zeiss Axioscan (Z1). L’analyse individuelle du pancréas de 4 souris diabétiques (STZ /
CV-B4 E2 Mouse (M)l a M4) est présentée. Les fleches montrent les lésions tissulaires, infiltrat
inflammatoire (M1), involution adipeuse (M2 et M3) et altération marquée du tissu endocrine (M4).
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L’administration de STZ a faible dose ou de CV-B4 E2 n’a pas induit d’hyperglycémie chez
des souris ICR CD1. Par contre I’administration de STZ a faible dose suivie de 1’inoculation
de CV-B4 E2 a provoqué une hyperglycémie associée a une hypoinsulinémie. Dans le tissu
pancréatique de ces animaux diabétiques de méme que dans celui des souris ayant regu soit
STZ soit CV-B4 E2, il a été retrouvé une concentration d’IP10 plus élevée que chez les

souris controles.

L’hypoinsulinémie observée chez des animaux traités avec STZ puis inoculés avec CV-B4 E2
indique que la fonction des cellules béta pancréatiques productrices d’insuline a été altérée

chez ces individus.

Nous avons étudi¢ in vitro 'effet de la STZ et de CV-B4E2 sur des cellules béta
pancréatiques murines sécrétrices d’insuline (lignée Min-6). Dans ce modele la viabilité des
cellules a ét¢ déterminée et dans les surnageants de culture le titre infectieux et les

concentrations d’IP-10 et d’insuline ont été mesurés.
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Figure 26 : Impact de la streptozotocine et de CV-B4 E2 sur des cellules f pancréatiques murines. 10°
cellules beta pancréatiques (lignée Min-6) sont distribuées dans des micropuits. Les cellules sont incubées
24h avec du milieu en absence ou en présence de concentrations croissantes de STZ (0,25 - 4 mM) (A).
Ensuite CV-B4 E2 (MOI 1 a 10°) est ajouté et au bout de 2h les tapis de cellules sont lavés et les
microplaques sont incubées pendant 4 jours (B). Les surnageants sont récupérés a 24, 48, 72 et 96 h pour
quantifier ’IP-10 et Pinsuline a I’aide d’une méthode ELISA, les résultats sont exprimés en pg/ml et pg/l
respectivement et pour déterminer leur contenu en particules infecticuses évalué par titrage (les résultats
sont exprimés en log DICTso/ml). Un test de viabilité cellulaire au cristal violet est réalisé. Les résultats
présentés sont la moyenne +/- écart-types de deux expériences indépendantes.

La streptozotocine diminue la viabilité cellulaire évaluée par le crystal violet dés 24h a 4mM,

et au bout de 96h aux concentrations plus faibles (Fig. 26 A a).

L’effet cytopathique provoqué par CV-B4 E2 aux MOI 1, 10" et 10 est observé dés 24h p.i.
ce qui a pour effet de réduire la viabilité des cellules reflétée par la diminution des DO de la
coloration au crystal violet des tapis cellulaires (Fig. 26 B b, c et d avec 0 mM de STZ). CV-
B4 E2 aux MOI 107, 10™ et 107 n’altére pas la viabilité des tapis de cellules comme
’attestent les valeurs de DO comparables a celles des cellules non infectées (Fig. 26 B e, f et

g avec 0 mM de STZ).

Quand CV-B4 E2 aux MOI 1, 10" et 107 est ajouté aux cellules préalablement traitées par la
STZ, la viabilité¢ est semblable a celle des cellules non infectées. Alors que la viabilité des
cellules inoculées avec CV-B4 E2 a ces MOI est trés faible. En effet, a la MOI 1 a 72h, la
viabilité des cellules inoculées avec CV-B4 E2 est réduite, reflétée par des valeurs de DO de
0,69 +/- 0,07 alors que la viabilité des cellules traitées par STZ et CV-B4 E2 est conservée
reflétée par des valeurs de DO plus élevées (3,97 +/- 0,03 ; p=0,002) (Fig. 26 B b).

L’addition de CV-B4 E2 aux MOI 107, 10™ et 10~ aux cultures traitées par la STZ provoque
une diminution des DO obtenues apreés coloration au crystal violet par rapport a celle
observées quand les cultures sont exposées soit au virus soit a la STZ. En effet, quand CV-B4
E2 ala MOI 10 est associé a la STZ a 0,25 mM la viabilité a 24h est diminuée, reflétée par
des valeurs de DO de 2,89 +/- 0,16, alors que I’inoculation de CV-B4 E2 ou de STZ aux
cultures de cellules ne s’accompagne pas a 24h d’une modification de la viabilit¢ comme le
montrent les valeurs de DO 3,85 +/- 0,004 (p=0,07 vs STZ/CV-B4 E2) et 3,93 +/- 0,05
(p=0,04 vs STZ/CV-B4 E2 ) respectivement proches des valeurs des contrdles (Fig. 26 B e, f,

g)

Les cultures de cellules § murines inoculées avec CV-B4 E2 ont été infectées comme
’attestent les valeurs des titres infectieux des surnageants de culture. Quand CV-B4 E2 est

inoculé aux MOI 1, 10" et 102 (Fig. 26 B b’’, ¢’ et d”’ avec 0 mM de STZ) les titres
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infectieux des surnageants apreés 24h d’incubation sont 5,75 +/- 0,35, 6 +/- 0,70 et 2,75 +/-
0,34 log TCIDso/ml respectivement et aprés 48h aux MOI 107, 10 et 107 les titres infectieux
surnageants de culture sont 4,6 +/- 0,84, 3,80 +/- 0,42 et 3,45 +/- 0,63 log TCIDsp/ml
respectivement (Fig 26 Be’’, f’ et g’’) La préincubation des cellules avec STZ avant

I’inoculation de CV-B4 E2 n’a pas d’effet sur les valeurs des titres infectieux des surnageants.

Les cellules 3 murines de la lignée Min-6 sécrétent de 1’IP-10, les concentrations retrouvées
dans les surnageants de culture sont d’environ 25 pg/ml. L’administration de STZ, aux
cultures induit une augmentation de la production d’IP-10 qui atteint un plateau d’environ 80
pg/ml des la plus faible concentration (0,25 mM) (Fig. a’). L’inoculation de CV-B4 E2 aux
cultures de cellules Min-6 induit la sécrétion d’IP-10. La concentration d’IP-10 a 72h dans les
surnageants de culture de cellules inoculées avec CV-B4 E2 aux MOI 1 et 107" est plus faible
que celle obtenue dans le surnageant de culture des cellules inoculées avec les MOI
inférieures (MOI 107,107, 10 et 107°) La quantité d’IP-10 présente dans les surnageants est
corrélée a la viabilité des cellules Min-6. En effet, avec CV-B4 E2 a la MOI 1 a 72h, la
viabilité est réduite (DO 0,69 +/- 0,07) par rapport a celle obtenue a la MOI 10° (DO 3,84 +/-
0,002) (Fig. 26 Bc’,d’, e’, " et g’).

La quantit¢ d’IP-10 produite par les cellules Min-6 inoculées avec CV-B4 E2 varie en
fonction de la MOI et de la viabilité. En effet, la quantité d’IP-10 a 72h augmente lorsque la
MOI diminue, les valeurs sont 48,55 +/- 4,87, 48,79 +/- 5,95, 69,81 +/- 3,10, 77,31 +/- 2,38,
84,36 +/- 5,14 et 73,51 +/- 6,35 pg/ml pour les MOI 1, 107, 102, 107, 10* et 107
respectivement. La viabilit¢ augmente avec ces MOI décroissantes, les valeurs de DO sont
0,69 +/- 0,07, 0,97 +/- 0,03, 2,25 +/- 0,40, 3,71 +/- 0,09, 3,80 +/- 0,05 et 3,84 +/- 0,002

respectivement.

Les concentrations d’IP-10 dans les surnageants de culture des cellules Min-6 traitées par
I’association de STZ et de CV-B4 E2 ne sont pas significativement différentes de celles
obtenues dans les surnageants de culture traitées soit par la STZ soit par CV-B4 E2 aux MOI
1,107, 102, 107 et 10™. Par contre les concentrations d’IP-10 dans les surnageants de culture
de cellules Min-6 traitées avec la STZ (1mM) puis inoculées avec CV-B4 E2 (MOI 107) sont
plus ¢élevées que celles obtenues dans les surnageants de cultures de cellules traitées avec STZ
ou inoculées avec CV-B4. Dans les surnageants de cultures de cellules exposée a la STZ
(1mM) et au CV-B4 E2 (MOI 10”) les concentrations d’IP-10 sont 114,8 +/- 8,7 pg/ml a 48h

p.i. Dans les surnageants de cultures de cellules exposée a la STZ (ImM) ou au CV-B4 E2
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(MOI 107) les concentrations d’IP-10 sont 70,4 +/- 6,4 pg/ml (p = 0,03) et 59,79 +/- 4,54
pg/ml (p = 0,03) respectivement a 48h p.i..

La quantité d’insuline dans les surnageants de culture des cellules Min-6 diminue a 96h en

299

présence de STZ a toutes les concentrations (Fig. 26 A a’”’). En effet, dans les surnageants de
culture les cellules Min-6 a 96h la concentration d’insuline est 9,2 +/- 0,72 ug/L, tandis que
dans les surnageants de culture les cellules Min-6 incubées avec la STZ a 0,25, 0,5, 1, 2 et 4
mM les concentrations d’insuline sont décroissantes : 7,77 +/- 0,28, 5,90 +/- 2,09, 5,49 +/-

0,20, 2,56 +/- 0,17 et 1,26 +/- 0,45 ug/L respectivement.

Les concentrations d’insuline dans les surnageant de culture de cellules Min-6 inoculées avec
CV-B4 E2 aux MOI 107 et 107, restent proches de 9 ug/L qui est la valeur retrouvée dans les

surnageants de culture de cellules contrdles.

L’inoculation de CV-B4 E2 aux MOI 10~ et 10 aux cellules Min-6 traitées par la STZ induit
une sécrétion d’insuline plus élevée que lorsque les cellules sont traitées avec STZ. Ces
valeurs plus ¢élevées d’insuline sont probablement le reflet d’une libération de I’hormone, car
elle sont obtenues dans les surnageants de culture de cellules traitées par STZ puis CV-B4 E2

a la MOI 107 dont la viabilité & 96h est réduite par rapport aux contrdles.
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IT1. Lutte anti-entérovirale

Les entérovirus sont des virus non enveloppés, a ARN simple brin positif appartenant a la
famille des Picornaviridae. Cette grande famille comprend de nombreux-agents pathogénes
qui sont impliqués dans une large gamme de manifestations cliniques, affectant aussi bien les
animaux que les humains. On estime que les entérovirus causent chaque année 10 a 15
millions d’infections symptomatiques souvent bénignes. Les entérovirus peuvent également
étre impliqués dans des pathologies, telles que pancréatite, méningite, encéphalite et

myocardite.

Un vaccin pour lutter contre un entérovirus non poliomyélitiques, entérovirus 71, est en phase
III en chine. Il n’existe pas de vaccin pour lutter contre d’autres entérovirus non

poliomyélitiques.

Un espoir de lutte contre les entérovirus repose sur des molécules de synthése a activité
antivirale. Des molécules inhibent la traduction d’ARN viral (Quinacrine) (Tan et al., 2014)
ou I’ARN polymérase (Favipiravir) (Furuta Y. et al., 2013), ou encore la réplication de I’ARN
viral (Ribavirine). Des molécules se fixent sur la capside et empéche ainsi ’attachement
comme le pirodavir (Lacroix C. et al., 2015) ou inhibent la décapsidation comme le pleconaril
(Lacroix C. et al., 2015). Récemment, la fluoxétine, un inhibiteur de la réabsorption de la
sérotonine a été identifi¢ comme un inhibiteur de la réplication des entérovirus in vitro

(Ulferts et al., 2013; Zuo et al., 2012).

L’effet anti-CV-B4 E2 de la fluoxétine a été mis en évidence par notre équipe dans une lignée
de cellules pancréatiques humaines. Cet effet a été observé dans un modele de cellules béta

pancréatiques humaines chroniquement infectées par CV-B4 E2.

Nous avons étudié D’activité anti-CV-B4 E2 de molécules dérivées de pirodavir et de
pleconaril (Laconi et al., 2011), et du favipiravir dans des modeles de lignées cellulaires

humaines et de la fluoxétine dans un modele de cellules beta pancréatiques murines.
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1. Etude de Pactivité anti-CV-B4 E2 des dérivés du pirodavir et du
pleconaril

Le pirodavir est cytotoxique a faible dose et le pleconaril présente des effets secondaires qui
ont causé 1’arrét des tests cliniques. Des dérivés de ces molécules ont été crées a partir de la
structure du pleconaril et du pirodavir afin d’améliorer I’activité antivirale et de réduire leur

cytotoxicité cellulaire.

Ces dérivés posseédent une activité anti-poliovirus, mais leur activité vis-a-vis d’autres
entérovirus est mal connue. La capacité de ces molécules d’inhiber I’ECP induit par CV-B4 in

vitro a été étudiée.
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Figure 27:Viabilité des cellules RD et HEp-2 incubées en présence de molécules dérivées du pléconaril et
du pirodavir. 5.10* cellules dans 100 pl de milieu sont distribuées dans des micropuits. 12h aprés, les
molécules diluées dans du DMSO ou le DMSO ont été ajoutées aux cultures de cellules a différentes
concentrations. Au bout de 48h d’incubation la viabilité cellulaire a été évaluée (test a ’Orangu), les
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résultats sont exprimés en densité optique (OD) (lecture a 450 nm). Les résultats sont la moyenne +/-
écart-types de 2 expériences indépendantes. a : Dérivés 6230 et 6502 ; b : Dérivés 6373 et 6473.

Les dérivés 6230 et 6502 ne sont pas toxiques aux concentrations 0,04 a 5 pg/ml vis-a-vis des
cellules RD et HEp-2. Tandis que les dérivés 6373 et 6473 sont toxiques a partir de la
concentration 12,5 ng/ml (Fig. 27 A-a et B-a).

L’activité anti-CV-B4 E2 et anti-Echovirus 7 (EV-7) in vitro de ces molécules a été étudiée.
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Figure 28: Activité de molécules de synthése vis-a-vis d’EV-7 et de CV-B4 E2. 5.10* cellules dans 100 pl de
milieu sont distribuées dans des micropuits. 12h aprés, les dérivés du pleconaril et du pirodavir ont été
mis en contact avec des cellules RD (A) et des cellules HEp-2 (B) a différentes concentrations puis
inoculées avec EV-7 ou CV-B4 E2. Au bout de 48h d’incubation la viabilité cellulaire a été évaluée (test a
I’Orangu), les résultats sont exprimés en Densité Optique (lecture 2 450 nm). Les résultats sont la
moyenne +/- écart-types de 2 expériences indépendantes. a : Dérivés 6230 et 6502 ; b : Dérivés 6373 et
6473.

La viabilité¢ des cellules RD infectées par EV-7 est réduite (DO : 0,05 +/- 0,01). La viabilité
augmente quand les cellules infectées sont traitées avec le dérivé 6230 a la concentration
Sug/ml (DO : 0,29 +/- 0,07) mais elle est inférieure a celle obtenue avec les tapis de cellules

contrdles (DO : 0,45 +/- 0,04 ; p =0,048). La viabilité augmente également quand les cellules
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infectées sont traitées avec le dérivé 6502 aux concentrations 1,25, 2,5 et 5 pg/ml ( DO :
0,34 +/- 0,04 (p=0,0509) ; 0,39 +/- 0,07 (p=0,38) et 0,41 +/- 0,06 (p=0,47) respectivement)
(Fig. 28 A).

Les dérivés 6373 et 6473 inhibent aussi I’ECP induit par EV-7 dans les cellules RD ce qui est
reflété par une augmentation de la viabilit¢ des tapis cellulaires par rapport aux cellules

infectées mais les valeurs de DO sont inférieures a celles obtenues avec le dérivé 6502 (Fig.
28 Ab)

Le dérivé 6502 inhibe ’ECP induit par EV-7, un effet de moindre intensité est également
obtenu avec les autres molécules dérivées du pléconaril et du pirodavir, mais par contre aucun
de ces dérivés inhibe ’ECP induit par CV-B4 E2 dans les cultures de cellules Hep-2 (Fig. 28
A a).

L’activité d’autres dérivés du Pirodavir et du Pleconaril vis-a-vis de CV-B4 E2 a été testée et

comparée a leur activité vis-a-vis d’EV-11.
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Figure 29: Viabilité des cellules RD et HEp-2 incubées en présence de molécules dérivées du pléconaril et
du pirodavir. 5.10* cellules dans 100 pl de milieu sont distribuées dans des micropuits. 12h aprés, les
molécules diluées dans du DMSO ou le DMSO ont été ajoutés aux cultures de cellules a différentes
concentrations. Au bout de 48h d’incubation la viabilité cellulaire a été évaluée (test a ’Orangu), les
résultats sont exprimés en DO (lecture a 450 nm). Les résultats sont la moyenne +/- écart-types de 2
expériences indépendantes. a : Dérivés 6b, 7b et 10c ; b : 8c ; c : 9d.

Les dérivés 6b, 7b et 10c sont toxiques a partir de la concentration 50 ng/ml. Les dérivés 8c et

9d ne présentent aucune toxicité vis-a-vis de GMK et HEp-2 (Fig. 29).

L’activité anti-CV-B4 E2 et anti-EV-11 in vitro de ces molécules a été testée.

1530}



2.0 2.0

& 6b ® 6b
8 7b
8 7b
& 10c 4 10c
1.5 1.5
o o
a a
> >
£ 10 = 1.0
) ]
8 s
> >
0.5 0.5
0.0 o 0.0 L
M 0 10 20 30 40 50 60 M 0 10 20 30 40 50 60
Concentration (ug/ml) Concentration (ug/ml)
EV-11 CV-B4 E2
2.0 2.0
a8 EV-11
© EV-11
* CV-B4 E2 & CV-B4 E2
1.5 E 1.5 i
=3 \ a |
E 1.0 \ :3’ 1.0 \
) 8
& &
> >
0.5 0.5
oo &%  — e @ * 0.0
’ M 0 50 100 150 200 250 Tom 0 5 10 15 20 25 30
8c (ug/ml) 9d (pg/ml)

Figure 30: Activité de molécules de synthése vis-a-vis d’EV-11 et de CV-B4 E2. 5.10* cellules dans 100 pl
de milieu sont distribuées dans des micropuits. 12h aprés, les dérivés du pleconaril et du pirodavir ont été
mis en contact avec des cellules GMK et des cellules HEp-2 a différentes concentrations puis inoculées
avec EV-11 ou CV-B4 E2. Au bout de 48h d’incubation la viabilité cellulaire a été évaluée par I’Orangu,
les résultats sont exprimés en Densité Optique (lecture a 450 nm). Les résultats sont la moyenne +/- écart-
types de 2 expériences indépendantes. A) 6b, 7b et 10c testés vis-a-vis d’EV-11. B) 6b, 7b et 10c testés vis-
a-vis de CV-B4 E2 C) 8c et D) 9d testés vis-a-vis d’EV-11 dans des cellules RD et vis-a-vis de CV-B4 E2
dans des cellules HEp-2.

Quand le dérivé 9d est ajouté aux cultures de cellules GMK infectées par EV-11 la viabilité
des tapis de cellules est augmentée (DO : 0,80 +/- 0.11 contre 0,05 +/- 0,003 pour les cellules
non traitées, p = 0,0072) et les valeurs de DO sont proches de celles obtenues avec les cellules
contrbles (DO : 1,00 +/- 0,03 et p = 0,07) (Fig. 30 D). Les autres dérivés du pléconaril et du

pirodavir n’ont pas d’effet dans nos expériences vis-a-vis d’EV-11 (Fig. 30 A et C).

Aucun de ces dérivés inhibe I’ECP induit par CV-B4 E2 dans des cultures de cellules HEp-2.
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= Favipiravir

Le favipiravir connu également sous 1’appellation T-705, est un inhibiteur d’ARN polymérase
virale, initialement développé pour lutter contre le virus influenza mais qui posseéde un spectre
d’action plus large. En effet, cette molécule est active in vitro vis-a-vis d’autres virus 8 ARN :
alphavirus (Julander et al., 2009 ; Delang et al., 2014), arenavirus (Gowen et al., 2007 ;
Mendenhall M. et al., 2011), bunyavirus (Gowen BB et al., 2007), norovirus (Rocha-pereira et
al., 2012), filovirus (Smither et al., 2014), flavivirus (Julander et al., 2009a). L’effet du
Favipiravir vis-a-vis d’entérovirus : EV-D68 (Sun et al., 2015) et poliovirus (Furuta et al.,
2002) a été rapporté. Nous avons étudi¢ ’activité du favipiravir vis-a-vis de CV-B4 E2 in

vitro.
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Figure 31: Etude de Dactivité anti-CV-B4 E2 du favipiravir (T-705). Des cellules MDCK infectées par
HI1N1 ont été traitées avec T-705 (A). Des dilutions en série de 2 en 2 de T-705 sont ajoutées a des cultures
de cellules HEp-2 et incubées afin de déterminer les concentrations toxiques (B). Les concentrations de T-
705 non toxiques sont ajoutées 2h, 4h, 6h et 8h aprés ’inoculation de CV-B4 E2 (MOI 1) a des cultures
de cellules HEp-2 (C). La viabilité des cellules est évaluée par la méthode d’Orangu, les résultats sont
exprimés en Densité Optique (lecture a 450 nm). Les résultats sont les moyennes +/- écart-types de 2
expériences indépendantes.
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La figure 5 montre que favipiravir a 15,6 ug/ml parvient a inhiber I’effet cytopathique de
HIN1 vis-a-vis des cellules MDCK 5 (Fig 31 A). Le favipiravir est toxique aux
concentrations 500, 1000 et 2000 ug/ml vis—a-vis de cellules HEp-2 (Fig 31 B).

Quand le favipiravir est ajouté aux cultures de cellules HEp-2 a 250 ug/ml, a 4h post
infection, la viabilité des cellules est augmentée (DO : 1,21 +/- 0,13 contre 0,08 +/- 0,01 pour
les cellules non traitées, p = 0,05 et les valeurs de DO sont proches de cellules obtenues avec

les cellules contréles (DO : 1,85 +/- 0,04, p = 0,07).

=  Fluoxétine
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Figure 32: La fluoxétine inhibe I’infection a2 CV-B4 E2 de cellules beta pancréatiques murines in vitro. Des
cellules Min-6 (10°) sont déposées dans des micropuits. Des dilutions en série de 2 en 2 de fluoxétine sont
ajoutées aux cellules HEp-2 et incubées afin de déterminer les concentrations toxiques (A). CV-B4 E2
(MOI 0.01) est incubé avec les cellules pendant 2h. Apreés lavage des tapis de cellules, la fluoxétine est
ajoutée a des concentrations non toxiques. La viabilité des cellules infectées et traitées par la fluoxétine a
été évaluée par le test Orangu quand le contrdle était a 100% d’ECP (B). Les titres de virus dans les
surnageants sont déterminés sur cellules HEp-2 par la méthode de Spearman & Karber et exprimés en log
DICT50/ml (C). Les résultats sont la moyenne +/- écart-types de 3 expériences indépendantes.
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La viabilité mesurée par le test Orangu, montre que la fluoxétine est toxique pour les cellules
beta pancréatiques murines (lignée Min-6) aux concentrations 11 et 22 uM (Fig. 32 A). En
présence de fluoxétine, aux concentrations 2,75 et 5,5 uM les cellules beta pancréatiques
murines sont protégées de I’effet cytopathique du virus. En effet la viabilité¢ de ces cellules
(DO 1,43 +/- 0,08 et 1,48 +/- 0,12 respectivement avec ces concentrations de fluoxétine) est
accrue par rapport aux cellules non traitées (DO de 0,21 +/- 0,02) (Fig. 32 B). Les
concentrations de Fluoxétine inférieures a 2,75 uM ne protégent pas les cellules de I’ECP

induit par CV-B4 E2.

La fluoxétine a 5,5 uM a inhibé la réplication du CV-B4 E2 puisqu’on ne détecte pas de
particules infectieuses au-dessus de la limite de détection du test qui est de 1,5 log
DICT50/ml. La concentration 2,75 uM de Fluoxétine qui a protégé les cellules de I’ECP
induit par CV-B4 E2 a inhibé de moitié la réplication du virus, en effet le titre viral des
surnageants de cultures de cellules traitées est 5,85 +/- 0,91 log DICT50/ml contre 10,37 +/-
0,88 log DICT50/ml pour les cellules non traitées (p=0,037) (Fig. 32 C).

L’effet de la fluoxétine vis-vis de CV-B4 E2 dans des cultures organotypiques de pancréas de

souris a été étudié.
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Figure 33: La fluoxétine inhibe la réplication de CV-B4 E2 dans des cultures de fragments de pancréas de
souris in vitro. Des souris dgées de 3 semaines ont été sacrifiées et leurs pancréas prélevés, découpés et mis
en culture dans du milieu DMEM. La viabilité des fragments de pancréas est évaluée par le test Orangu
(A). Les cultures de fragments de pancréas de souris sont inoculées avec CV-B4 E2 (7.10° DICTs,) puis
traitées tous les jours avec la fluoxétine a 5,5 nM. Les particules infectieuses produites sont titrées tout au
long du suivi de la culture (B). Les résultats sont exprimés en log de DICTS50/ml. Les résultats sont la
moyenne +/- écart-types de 2 expériences indépendantes.
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Les pancréas de souris ICR-CD1 agées de 3 semaines sont prélevés, découpés puis mis en
culture dans du DMEM. Les fragments de pancréas sont inoculés avec CV-B4 E2 (7.10°
DICTsp) puis traités tous les jours avec la fluoxétine a 5,5 uM. La viabilité¢ des cultures
controles et infectées décroit progressivement de J2 a J10 (Fig. 33). Les titres infectieux des

surnageants de culture sont déterminés.

A J5 les titres des surnageant de culture de fragments de pancréas non traités et traités avec la
fluoxétine a 5,5 uM sont 9,75 +/- 1,06 log DICTs¢/ml et 3,3 +/- 0,42 log DICTs¢/ml
respectivement (p < 0,05) (Fig. 33 B). A J7, J9 et J10, le titre infectieux des surnageants de
culture de fragments de pancréas traités est a la limite de détection du test (1,5 log
DICTso/ml), alors que les titres infectieux des surnageants de fragments de pancréas non
traitées sont 4,46 +/- 0,58, 4,08 +/-0,16 et 4,40 +/- 0,41 log DICTs¢/ml respectivement (p <
0,05) (Fig. 33 B)

L’inhibition de la réplication de CV-B4 E2 dans des cultures organotypiques de pancréas
murins obtenue avec la fluoxétine nous a incité a étudier ’effet de la molécule in vivo chez

des souris inoculées avec le virus.

Des souris ICR-CD1 de 3 semaines inoculées par voie intrapéritonéale avec CV-B4 E2 (2.10"
DICTs) sont traitées par voie orale avec la fluoxétine (10mg/kg) a J-1, JO, J1, J3 et J5 post-
infection. Les animaux ont été sacrifiés a J21 et le pancréas, la rate, les intestins et le cceur
ont été récupérés afin d’étudier la présence de particules infectieuses et d’ARN enteroviral

dans ces organcs.

Nous n’avons pas détecté de particules infectieuses par la méthode des plages de lyse (Plaque
Forming Units) dans les organes obtenus au jour 21 post-infection chez des souris inoculées

avec CV-B4 E2 traitées ou non avec la Fluoxétine.
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Figure 34: ARN entéroviral dans les organes de souris inoculées avec CV-B4 E2 puis traitées ou non par la
fluoxétine. Des souris ICR-CD1 inoculées avec CV-B4 E2 puis traitées ou non par la fluoxétine ont été sacrifiées
a 21 j post-infection pour récupérer, intestin gréle, la rate, le pancréas et le ceeur. La présence d’ARN viral
dans les organes a été recherchée par RT-PCR quantitative. Les résultats sont exprimés en log de copies par ng
d’ARN total.

La figure 8 montre qu’il n’y a pas de différence entre les deux groupes de souris. En effet,
dans I’intestin de souris traitées la quantité d’ARN viral est de 1,43 +/- 0,76 log copies/ng
d’ARN total contre 0,84 +/- 1 log copies chez les souris non traitées. Dans la rate les quantités
d’ARN viral sont peu différentes, 2,19 +/- 0,12 et 2,22 +/- 0,19 log copies/ng d’ARN total

chez les souris traitées et non traitées respectivement.
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IV. Infection naturelle a entérovirus chez des porcelets

Les entérovirus porcin sont membre de la famille des Picornaviridae. Ce sont des agents
pathogenes trés répandus et responsables d’infection asymptomatiques. Cependant, certaines
infections sont associ¢es a des syndromes pathologiques tel que la polio-encéphalomyélite.
Les porcelets nouveau-nés sont sans défense, en effet les porcs sont caractérisés par un
placenta épithéliochorial ou le sang maternel et foetal sont séparés par une épaisse barriere
empéchant ainsi les anticorps de passer au feetus. Les porcelets sont donc nés

immunologiquement vierge et par conséquent exposé€s a une variété de pathogenes.

Les porcs rencontrent naturellement les entérovirus porcins dés la naissance. Afin de
déterminer si les porcelets ont été en contact avec un entérovirus, nous avons étudié la
présence d’anticorps IgG anti-VP4 des entérovirus G dans le sérum par dosage immuno-
enzymatique. Dans la mesure ou les IgG de la mére ne passent pas la barri¢re placentaire, la

présence d’IgG anti-VP4 chez le porcelet est un marqueur de contact avec les entérovirus.

1. L'exposition naturelle de porcelets aux entérovirus étudiée grace a

la détection d’anticorps anti-VP4 d’EV-G1

Les prélévements sanguins chez des porcelets ont été effectués a 1’age de 9 semaines (J1) et
39 jours plus tard (J39). Les sérums ont été obtenus a partir de ces échantillons de sang et le
niveau d’anticorps anti-VP4 a été évalué¢ par ELISA. Une ¢élévation modérée de la D.O. a été
observée dans les échantillons des sérum appariés du porcelet N°2 (0.53 vs. 0.70 a J1 et J39
respectivement, par contre des niveaux de D.O. plus ¢élevés ont été observés dans les sérums

appariés du porcelet N°5 (0,33 vs 1,11 a J1 et J39 respectivement).

Plus globalement, pour chaque porcelet la valeur de D.O. était plus élevée avec le sérum
obtenu a J39 par rapport au sérum obtenu a J1 (Fig. 35.A). La différence de D.O. obtenue
entre J1 et J39 dans les échantillons appariés des 10 porcelets était statistiquement
significatives (P = 0.002). L’augmentation de D.O. détectée dans le sérum entre J39 et J1 par
une technique ELISA avec un peptide VP4 d’EV-G1 fixé aux micro-puits nous a incités a

évaluer I’activité neutralisante anti- EV-G1 de ces échantillons de sérum.

an



1.5,

A
- [ ] Day 1
7) Day 39
E 1.0 %
S - B O 7
< % 7
O o5/ 0 v
00 T T T T T T T |% T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
B
40;
] Day 1
o _ _
& 30 7 7 Day 39
T =
=2 é
8\—'
HE" 20
Qs _
LI}IJg 7z 7 Z % Z
= 9 .
]
0 T T T T

Figure 35 : Représentation individuelle des IgG anti- VP4 d’EV-G1 détectés par ELISA (A) et de l'activité
neutralisante anti-EV-G1 par séroneutralisation (B) des échantillons de sérum provenant de 10 porcs
collectés a I’Age de 9 semaines (Day 1) et 39 jours plus tard (Day 39).

Dans 7 des 10 échantillons de sérums obtenus a J1, les titres de 1’activité neutralisante anti-
EV-G1 était de 8 alors que dans les autres échantillons les titres étaient de 32 ou 16 (porcelets
5,6 et 10). Dans les échantillons de sérums appariés obtenus a J39, les valeurs des titres était

presque inchangés (une seule dilution) (Fig. 35 B). La différence des valeurs des titres
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obtenus a J1 et J39 dans les échantillons appariés des 10 porcelets dans notre étude n’était pas

statistiquement significative (P > 0.9).

Il n’y avait pas de relation entre les valeurs obtenues a 1’aide du test ELISA basé sur un

peptide de VP4 d’EV-G1 et par séroneutralisation dans nos expériences.

Dans la mesure ou VP4 est la protéine la plus conservée parmi les quatre protéines de capside
des entérovirus, il ne peut étre exclu que le test ELISA basé sur un peptide de VP4 d” EV-G1
VP4 détecte des anticorps dirigés contre la protéine VP4 d’autres entérovirus porcins. Pour
explorer cette hypothese, les séquences protéique d’EV-G1-4 et EV-G6 disponibles dans la
base de données GenBank ont été récupérées et les séquences de la-VP4 ont été comparées en

utilisant le logiciel Clustel Omega.

VP4 peptide MGMOMSKNVAGSHTTVTKASGGSNIYYTNVNYYNHSASASQNKQDVTQDP
EV-G1 ... Tooooe.. Q... H.N...I...S........... I....
EV-G2 AV T L G.Y.T..... O O LA...
EV=-G3 e e e e Q.T..... S I0...
EV-G4 e e e e Q... T.K...I...S........... I....
EV=-G6 e e e e Q. TN..K.H...I...0iiiieen.. I....
Enterovirus G  ........ T, Q... H.N...I...S..viuino... I....

*kk ke kkk khkkkhkk kA ke kk ok kkhkkekkhk kAhkkhkAkhkAkAkAAk ko Kk K

VP4 peptide MGMQOMSKNVAGSHTTVTKASGGSNIYYTNVNYYNHSASASQNKQ-—--—-=-—————— DVTQDP
Sapelovirus LGQVHSSNT-GNKPQGAYNHG--SGSITQVNYYGSDYSQAWNPT--—-—-———————— QOOMDP

Teschovirus —-——-SSRMENG----NTNNSG--NTGVINYNFYSNSYTDAVDLSGAMSSQESNAAENAASG

* * . * o« ke ok . .

Figure 36: Analyse bio-informatique de la variabilité des acides aminés de la protéines VP4 de EV-G1-4 et
EV-G6 (A), de Teschovirus et de Sapelovirus (B) par rapport a la séquence du peptide de VP4 de EV-G1,
englobant 50 acides aminés, utilisés comme antigéne dans le test ELISA.

* Acide aminé entiérement conservé

: Acide aminé avec des propriétés fortement similaires.

. Acide aminé avec des propriétés peu similaires.

L’alignement de séquence a révélé que 44 acides aminés de la séquence VP4 de différents
EV-G et de celle de VP4 de EV-G1 étaient similaires (88% homologie) dont 37 identiques
(74% identité) (Fig. 36 A). Par contre le niveau d’homologie entre la séquence VP4 de EV-G1

et celle des virus porcins appartenant au genre Teschovirus et Sapelovirus était beaucoup plus
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bas, il y avait uniquement 15 acides aminés similaires (30% homologie) dont seulement 6

identiques (12% identité) (Fig. 36 B).
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DISCUSSION



I. Monocytes et macrophages cibles de CV-B4 E2 in vitro et in

VIivo

La présente étude se focalise sur la problématique de 1’infection des monocytes-
macrophages par CV-B4 E2. Plusieurs aspects de cette étude méritent d’étre soulignés. Nous
avons utilis¢ CV-B4 E2 isolé d’un patient atteint de diabéte de type 1 (DT1). CV-B4 E2 n’est
pas un pathogeéne naturel de souris, cependant, il est capable d’infecter les souris Swiss
Albinos (= ICR-CD1) et de persister chez ces animaux (Jaidane et al., 2006 ; Jaidane et al.,
2009 ; El Hiar et al., 2012). Par ailleurs, CV-B4 E2 est capable d’infecter des cellules murines
in vitro et notamment les cellules de la rate et du thymus (Jaidane et al., 2008 ; 2012), et il a
été récemment montré que I’infection des splénocytes murins par CV-B4 E2 pouvait étre

facilitée par des IgG de souris préalablement infectées par ce virus (Elmastour et al., 2016).

L’identification de cellules cibles du virus dans notre systéme repose sur une
combinaison de travaux in vitro et in vivo et sur la sélection des cellules grace a un
enrichissement cellulaire effectué a I’aide de billes magnétiques recouvertes d’anticorps et de
tri par cytofluorométrie. Cette approche a permis I’identification des monocytes-macrophages
comme cibles de CV-B4 E2 dans un modéle murin. Dans des travaux antérieurs relatifs a
I’infection de tissus ou de cellules de souris in vivo ou in vitro respectivement, la présence de
I’ARN entéroviral a été étudié¢e par RT-PCR (Elmastour et al., 2016). Dans la présente étude,
le niveau intracellulaire d’ARN entéroviral a été mesuré par RT-PCR quantitative, ce qui a
permis la comparaison des quantités d’ARN viral dans les différentes populations cellulaires
in vitro et in vivo. En plus, la quantification de I’ARN enteroviral combinée avec la sélection
positive des cellules a permis I’identification des cellules cibles pour lesquelles 1’infection est

facilitée quand le virus est au préalable incubé en présence de sérum immun in vitro.

Cette étude montre que CV-B4E2 est capable d’infecter les cellules de la moelle
osseuse ainsi que les splénocytes in vivo. La quantit¢é d’ARN viral dans ces tissus est
supérieure a celle retrouvée dans le sang ce qui suggere qu’il ne s’agit pas d’un artefact da a
la présence de sang dans les organes renforcant ainsi I’hypothese de la présence du virus dans

CCS organcs.
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Les cellules obtenues a partir de la moelle osseuse et de la rate 7 jours apres
I’inoculation du virus ne survivent pas en culture, mais par contre dans du milieu contenant du
M-CSF, les cellules de la moelle ont été maintenues en culture. C’est ainsi que des particules
infectieuses ont été isolées a partir des cellules de la moelle osseuse mais pas a partir des
splénocytes. L’ARN viral a été¢ détecté¢ dans les cellules de la moelle osseuse récupérée au
10°™ jour de culture et dans les splénocytes aprés un jour de culture. La détection négative de
particules infectieuses dans le surnageant de culture des splénocytes murins n’était pas due a
une inhibition de la réplication virale dans les cellules humaines (lignée HEp-2) utilisées pour
le titrage, car ces cellules ne sont pas sensibles aux facteurs antiviraux murins (Jaidane et al.,

2008).

L’infection des cellules de la moelle osseuse de souris ICR-CD1 inoculées avec CV-B4
E2 observée dans notre étude est en accord avec les données récentes de I’infection des
cellules de la moelle osseuse isolées de souris C57/BL6 inoculées par le virus CV-B3 (Althof
& Whitton, 2013). Dans nos expériences quand les cellules murines de la moelle osseuse ont
été inoculées avec CV-B4 E2 in vitro et puis maintenues en culture dans du milieu contenant
du M-CSF, des particules infectieuses ont été retrouvées dans le surnageant, et en plus, ’ARN
enteroviral intracellulaire a été retrouvé jusqu’a 10 jours p.i. Quand les cellules murines de la
moelle osseuse ont ét¢ maintenues dans du milieu de culture contenant du M-CSF pendant 10
jours, puis inoculées avec le virus CV-B4, des taux élevés de particules virales ont été
retrouvés dans le surnageant de culture jusqu’a 5.25 +/- 1.06 log TCID50/ml 2 jours p.i., et de
I’ARN enteroviral a été retrouvé dans les cellules collectées 5 jours p.i. Il est important de
noter que les cellules cultivées dans du milieu M-CSF correspondent essentiellement a des
macrophages (98% CD11b+ / F4/80+). Plus globalement, nos observations sur des souris in
vivo et sur des cellules murine in vitro montrent que les cellules résidentes de la moelle
osseuse sont infectables par le virus CV-B4 in vivo, et que les macrophages dérivés de la
moelle osseuse sont des cellules cible du virus. La proportion de monocytes et macrophages
dans la moelle osseuse des souris est faible (<0.5%) (Yang et al., 2013). Il reste a déterminer
si in vivo chez les souris inoculées avec CV-B4 E2, le virus présent dans les macrophages
résidents et se transmet aux cellules maintenues en culture dans du milieu contenant du M-
CSF, ou dans les cellules de la lignée my¢loide, qui sont prédominantes dans la moelle

0osscuse.
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L’ARN enteroviral a été retrouvé dans les splénocytes isolés de souris inoculées avec
CV-B4 E2. La sous-population CD14+ ainsi que la sous-population CD14- mais a des
niveaux plus bas hébergeaient de ’ARN entéroviral dans ce modele d’infection. La méthode
utilisée dans notre expérience pour isoler les cellules a permis de récupérer jusqu’a 90% ou
plus de cellules CDI14+, cependant, les cellules CD14+ (moins de 10%) peuvent étre
présentes dans la fraction cellulaire CD14- et vice versa. De ce fait, la présence de
contaminants cellulaires dans ces populations ne peut étre exclue. Cependant, dans la mesure
ou les cellules CD14+, et non les CD14-, ont été infectées in vitro par le virus, cette
observation suggere que seules les cellules CD14+ sont la cible du virus. Néanmoins, puisque
les cellules spléniques de souris infectées ont été obtenues 7 jours apres 1’inoculation de CV-
B4 E2, il ne peut étre exclu que le virus se soit propagé in vivo a différentes populations
cellulaires en plus des cellules CD14+, qui sont la cible de CV-B4 E2 dans les cultures a court
terme. Il reste & déterminer si les cellules CD14- en plus des cellules CD14+ sont la cible de

CV-B4 E2 in vivo.

L’ARN entéroviral a été retrouvé dans les cellules F4/80+ et F4/80- de la rate de souris
inoculées avec CV-B4 E2. De plus, de I’ARN enteroviral a été retrouvé dans ces sous-
populations cellulaires quand elles ont été inoculées in vitro avec CV-B4 E2. La quantité
d’ARN viral est plus élevée dans les cellules F4/80- par rapport aux cellules F4/80+ in vivo et
in vitro. Comme mentionné précédemment la présence de contaminants cellulaires ne peut pas
étre exclue lors de la séparation cellulaire. Cependant, si on prend en considération le fait que
I’ARN viral a été détecté uniquement dans les cellules CD14+ quand le virus a été inoculé
aux cultures de cellules in vitro, nous devons admettre que parmi les cellules CD14+ le virus
infecte les cellules F4/80+, qui sont des macrophages et les cellules F4/80- qui sont des
monocytes. En effet, ’infection des monocytes et macrophages par CV-B4 E2 observée dans
nos expériences est en accord avec la présence de ces cellules dans la rate (Yang et al., 2013).
L’observation de niveaux plus élevés d’ARN viral dans les cellules F4/80- suggere qu’elles

sont plus infectables que les cellules F4/80+.

Récemment, 1’infection des macrophages dérivés des monocytes (MDM) humains par
CV-B4 E2 a été rapportée par notre équipe (Alidjinou et al., 2015). Il a été observé que le
virus persiste dans ces cellules et induit une réaction inflammatoire. L’interaction entre CV-
B4 E2 et les macrophages peut jouer un role dans la pathogenése des maladies induites par le
virus. Le réle des monocytes /macrophages dans 1’évolution de I’infection par CV-B4 E2, in

vivo, demeure inconnu. En vue d’¢lucider cette problématique, un modele animal est
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nécessaire. La présente étude montre que CV-B4 E2 est capable d’infecter les Monocytes/
Macrophages des souris ICR-CD1 in vitro et in vivo, ce qui ouvre des perspectives pour des

investigations approfondies concernant le réle de ces cellules au cours de I’infection.

Il a été récemment rapporté par notre équipe que du sérum immun de souris infecté par
CV-B4 E2, dilué¢ a 1:500 ou a 1:1000, facilitait I’infection a CV-B4 E2 des splénocytes in
vitro (EIMastour et al., 2016). Dans la présente étude nous avons observé que le sérum immun
dilué a 1/10°, 1/10* or 1/10° facilitait I’infection des cellules CD14+ de la rate, mais pas les
cellules CD14-. L’infection des cellules F4/80+ ainsi que celle des cellules F4/80- était
facilitée également grace au sérum immun dilué. Nos résultats suggerent que le sérum immun
facilite I’infection des monocytes (CD14+ F4/80-) et des macrophages (CD14+ F4/80+) par
CV-B4 E2. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus dans le syst¢tme humain, dans
lequel I’infection des monocytes CD14+ du sang périphérique et celle de cellules de type
monocyte/macrophage (lignée THP-1 activée par du phorbol ester) par CV-B4 est facilitée
par du sérum immun (Hober et al., 2001). Par contre quand CV-B4 E2 est incubé avec du
sérum immun, I’infection de macrophages dérivés de la moelle osseuse de souris n’est pas
facilitée. Cette observation rappelle celle de 1’absence de facilitation par du sérum immun de

I’infection a CV-B4 de macrophages dérivés de monocytes humains (Alidjinou et al 2015).

En conclusion, I’ARN entéroviral a été retrouvé dans la rate et dans la moelle osseuse
des souris infectées par CV-B4 E2. Au niveau de la rate, la présence du virus a été détectée
spécifiquement dans les cellules CD14+ et F4/80+ in vitro et in vivo. La moelle osseuse
renfermait de I’ARN entéroviral, et quand les cellules de la moelle osseuse ont été
différenciées en macrophages (BMDM) in vitro avec du M-CSF, ces cellules ont été infectées
avec CV-B4 E2 comme cela a été prouvé par la présence de particules infectieuses dans le
surnageant de culture et d’ARN entéroviral intracellulaire. Le sérum de souris infectées par
CV-B4 E2 a facilité I’infection des cellules CD14+, F4/80+ et F4/80- in vitro mais pas celle
des BMDM. Au total dans le systéme murin les macrophages sont des cellules cibles de CV-
B4 et des anticorps sériques sont en mesure de faciliter in vitro I’infection par ce virus des

monocytes et des macrophages, notamment ceux issus de la rate.
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II. Modéle murin de diabéte induit par CV-B4 E2

Une hyperglycémie supérieure a 300 mg/dl est induite chez des souris non-
consanguines (ICR-CD1) ayant regu par voie intrapéritonéale un dose unique non diabétogene
de STZ (35mg/kg) puis inoculées 12 jours plus tard par la méme voie avec CV-B4 E2 (2.10"
DICTsp). Quand des souris regoivent soit cette méme dose de STZ soit I’inoculum viral, la
glycémie reste inférieure a 300 mg/dl. Les valeurs de glycémie observées chez des souris ICR
CDI1 non a jeun dans nos expériences (100 a 150 mg/dl) sont proches de celles mesurées chez
des souris SJL également non a jeun (80 & 120 mg/dl) par d’autres chercheurs (Horwitz et al.,

2003).

Toniolo et al (1980) avaient montré qu’en combinant STZ et inoculation d’un
entérovirus (CV-B3 et CV-B5) ou d’un cardiovirus (EMC) des souris développaient une
hyperglycémie, mais notre étude se distingue des travaux précédents, et plusieurs
considérations sont notables. Nous rapportons 1’effet diabétogéne de CV-B4 E2 chez des
souris ICR-CD1 préalablement traitées avec la STZ alors que dans I’étude précédente les
souris, exposées a d’autres virus, étaient consanguines (SJL/J et NFS/N inoculées avec CV-
B3 ou CV-B5). De plus la présente étude met en évidence une relation entre hyperglycémie et
hypoinsulinémie chez les animaux traités par STZ et CV-B4 E2 ainsi que la présence de virus

et de marqueurs d’inflammation dans le pancréas.

L’infection des souris dans notre étude est documentée par la présence de virus
infectieux et par la quantification d’ARN viral dans les broyats de pancréas. L’infection ne
peut-étre affirmée que lorsque le virus est retrouvé dans les tissus. Le virus infectieux est
retrouvé dans le pancréas 5 jours aprés inoculation de CV-B4 E2 mais pas au-dela.
Néanmoins I’ARN viral est détecté jusque J15 post-inoculation mais pas a J20 ni J25. Chez
les souris sacrifiées a J20 et J25 dans notre étude la détection d’ARN étant négative, il n’est
pas exclu que le virus ait été¢ ¢éliminé. Chez ces souris préalablement traitées par STZ,
I’observation de taux sanguins de glucose et d’insuline normaux suggere que le virus n’ait pas
eu d’impact sur I’homéostasie glycémique a cause d’un inoculum trop faible. A 1’opposé, il
est observé que chez une souris infectée, avec présence d’ARN viral dans le pancréas (2 J 21),
la glycémie et I’insulinémie sont normales, ce qui suggere que I’effet diabétogéne du virus

chez les animaux exposés a la STZ dépend de facteurs de I’hote qui restent & découvrir.
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Le r6le de I’inflammation dans le développement du diabéte de type 1 est fortement
suspecté¢ (Cabrera et al., 2016). Dans notre mode¢le de diabete de type 1 induit par CV-B4 E2
chez des souris préalablement traitées par la STZ, I’'inflammation du pancréas a été étudiée.
Etant donné que 5 jours apres I’inoculation du virus, chez les animaux traités préalablement
par la STZ, le déséquilibre glycémique a été constaté et la présence du virus dans le pancréas
est détectée, 1’étude du profil inflammatoire des pancréas a été réalisée a partir des tissus
prélevés a cette date. Les concentrations tissulaires pancréatiques de cytokines inflammatoires
(IP-10, TNFa et IFNy) ont été déterminées. L organe a été broyé en ajoutant des antiprotéases
et les concentrations de cytokines ont été obtenues a 1’aide de tests immunoenzymatiques.
Cette approche a été déja appliquée a d’autres tissus pour établir le profil inflammatoires
d’animaux exposés a du LPS (McDuffie et al., 2006). Dans la présente étude les résultats ont
¢été standardisés par rapport a la quantit¢é d’ARN total contenue dans le fragment d’organes
alors que d’autres chercheurs avaient rapporté les valeurs obtenues a la quantité totale de
protéine (McDuffie et al., 2006). Nous avons ainsi observé que les concentrations
pancréatiques de TNFa et d’IFNy ne sont pas significativement différentes chez les souris
controles et chez les animaux exposés soit a la STZ soit a CV-B42 soit a la combinaison des
deux. Par contre les concentrations pancréatiques d’IP-10 chez les souris exposées a la STZ
et au CV-B4 E2 et hyperglycémiques étaient significativement plus élevées que chez les
souris contrdles, néanmoins les valeurs n’étaient pas supérieures a celles obtenues chez les
animaux ayant recu soit la STZ soit CV-B4 E2 et qui n’étaient pas hyperglycémiques. Ainsi,
I’augmentation de la concentration d’IP-10 pancréatique n’est pas corrélée a I’hyperglycémie
obtenue en traitant les souris avec STZ et CV-B4 E2. Nous avons cependant observé que les
valeurs d’IP-10 étaient plus élevées chez ces animaux présentant une hyperglycémie que chez
I’individu exposé au méme traitement mais normoglycémique. Tous les animaux de ce groupe
hyperglycémiques ou non étaient infectés comme le prouve la détection de virus infectieux et

d’ARN viral dans un fragment de tissu pancréatique.

Dans la mesure ou les concentrations d’IP-10 mais non celles du TNFa et d’IFNy sont
¢levées chez les souris exposées a la STZ et au CV-B4 E2, il peut étre suggéré que la réaction
inflammatoire concerne les cellules pancréatiques productrices d’IP-10 plutot que les cellules
de ’'immunité productrices de TNFa et d’IFNy. Cette réaction inflammatoire est observée in
vivo également en réponse a la STZ d’une part et au CV-B4 E2 d’autre part, or dans ces
conditions les animaux ne sont pas hyperglycémiques. Ainsi la production excessive d’IP-10

n’est pas corrélée a I’hyperglycémie induite chez les souris par I’effet combiné de la STZ et
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de CV-B4 E2. Il reste a déterminer si d’autres cytokines que I’IP-10 et/ou d’autres facteurs
induits par CV-B4 E2 chez des souris préalablement traitées par STZ sont impliqués dans

I’hypoinsulinémie associée a une hyperglycémie.

Dans le pancréas de chacune des souris traitées par CV-B4 E2 combiné a la STZ et
hyperglycémique, des 1ésions et un infiltrat inflammatoire du tissu endocrine sont observés,
tandis qu’aucune lésion n’est observée dans le pancréas de la souris exposée a ce traitement
mais normoglycémique ni dans le pancréas des souris traitées par la STZ ou le CV-B4 E2.
Ces résultats indiquent que CV-B4 E2 induit chez les souris traitées par la STZ, une altération
du tissu pancréatique endocrine qui est associée a I’hypoinsulinémie et a ’hyperglycémie

observée chez ces animaux.

Afin d’étudier I'impact de la STZ combinée a CV-B4 E2 vis-a-vis des cellules beta
pancréatiques, un modele a été mis en ceuvre in vitro. Des tapis de cellules béta murines de la
lignée Min-6 productrices d’insuline ont été¢ incubées avec la STZ puis inoculés avec CV-B4
E2. Ces cellules sont permissive au CV-B4 E2 comme I’indique la progénie virale mesurée
dans les surnageants de culture dans nos expériences, ce qui est en accord avec les
observations d’infection de ces cellules par CV-B3 rapportées antérieurement (Barbara et al.,
2010). Nos travaux montrent que 1’exposition préalable in vitro d’une lignée de cellules beta
pancréatiques a la STZ n’a pas d’incidence sur le titre infectieux des surnageants de culture

de ces cellules lorsqu’elles inoculées avec CV-B42.

Nous rapportons pour la premicre fois a notre connaissance que des cellules beta
murines produisent de I’IP-10 lorsqu’elles sont exposées in vitro a la STZ d’une part et au
CV-B4 E2 d’autre part. De plus nous avons observé que les concentrations d’IP-10 dans les
surnageants de culture de cellules préalablement incubées en présence de STZ (1mM) puis
inoculées avec CV-B4 E2 (MOI 10”) sont accrues par rapport aux controles. La stimulation
de la production d’IP-10 par des cellules beta exposées au CV-B4 E2 est en accord avec les
observations d’un impact similaire de CV-B4 sur des ilots humains in vitro rapporté par une
autre équipe (Berg et al., 2006), mais la nature les cellules des ilots productrices d’IP-10
n’avait pas été identifiée. Il reste a déterminer si les concentrations pancréatiques d’IP-10
accrues par rapport aux contrdles chez les souris exposées in vivo a la STZ et au CV-B4 E2

sont dues a une production de cette cytokine par les cellules beta.
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Les concentrations d’insuline dans les surnageants de cultures de cellules Min-6
inoculées avec CV-B4 a MOI 107 et 10 sont comparables a celles obtenues avec les
surnageants de cellules contrdles. Une diminution des concentrations d’insuline sous 1’effet de
la STZ est observée avec les doses les plus élevées de la molécule et de maniére plus marquée
au-dela de 72h de culture et en rapport avec la viabilité réduite des tapis de cellules dans ces
conditions. Or dans les surnageants de cultures de cellules traitées par STZ puis CV-B4 E2 les
concentrations d’insuline sont peu différentes de celles obtenues avec les surnageants de
cellules contrdles. Au total I’administration combinée de STZ et CV-B4 E2 a des cultures de
cellules f pancréatiques en lignée continue ne provoque pas de réduction de la concentration
d’insuline dans les surnageants. Ce résultat suggére que 1’hypoinsulinémie induite chez les
souris lorsqu’elles sont traitées par STZ puis inoculées avec CV-B4 E2 ne soit pas une
conséquence d’un effet direct de 1’effet combiné de la STZ et du virus sur les cellules beta
pancréatiques. L’hypoinsulinémie chez les animaux est néanmoins associée a des lésions
tissulaires du pancréas qui résultent probablement d’effets directes et indirectes du virus,
reposant notamment sur I’inflammation du tissu avec en 1’occurrence une production d’IP-10
et ’intervention d’autres facteurs en particulier les interférons de type I et les cellules de
I’immunité innée (cellules NK, macrophages). Les mécanismes de I’hypoinsulinémie induite
chez les souris lorsqu’elles sont traitées par STZ puis inoculées avec CV-B4 E2 restent a

¢lucider, et I’é¢tude de ces mécanismes sera 1’objectif de futurs travaux du laboratoire.

Le diabete induit par CV-B4 E2 chez la souris que nous avons observé dans nos
expériences s’apparente au DT1 fulminant, survenant chez des humains et décrit notamment
au Japon, caractéris¢ par [’apparition rapide d’un hyperglycémie résultant d’une
défaillance/destruction accélérée des cellules des ilots pancréatiques (Tanaka S. et al., 2009 ;
aida K. et al., 2011). Le modéle combinant STZ et CV-B4 E2 chez des souris ICR-CD1 ouvre
des perspectives pour mieux comprendre les mécanismes de ce type de diabéte. De plus dans
le contexte de I’hypothése du role des entérovirus dans le diabéte de type 1 auto-immun, qui
est plus commun, le modéle combinant STZ et CV-B4 E2 permet d’une part de mieux
comprendre les interactions entre le virus et 1’hdte susceptibles de participer a la pathogenése
entérovirale de la maladie, et d’autre part d’étudier le role de facteurs de I’environnement
capables a I'instar de la STZ de prédisposer I’hdte aux effets diabétogénes des entérovirus.

Les futurs travaux du laboratoire seront dirigés dans cette direction.
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II1. Lutte anti-entérovirale

L’objectif de cette étude était d’identifier des molécules actives vis-a-vis de CV-B4 E2.
Nos résultats montrent que les dérivés 6230, 6502, 6373 et 6473 (Laconi et al., 2011) et 6b,
7b, 8c, 9d et 10c (Bernard et al., 2014) congus en utilisant la structure basique a la fois du
pirodavir et du pleconaril comme mod¢le, avec des modifications substantielles de la chaine
hydrocarbonée centrale et dans le groupe pyridazinyl-pipéridinyle, n’ont pas ou peu d’effet

vis-a-vis de CV-B4 E2 in vitro dans des cellules HEp-2.

Bernard et al (2015) ont testé ces antiviraux vis-a-vis de PV1, EV71, CV-B3 et EV-1.
Seuls les dérivés 6230 et 6502 étaient actifs vis-a-vis d’EV-71 sur cellules RD. Aucun dérivé
n’a eu d’effet vis-a-vis de CV-B3 et PV1 cultivés sur cellules Vero et BGM respectivement.
Par contre tous les dérivés ont inhibé I’ECP induit par I’echovirus dans les cellules BGM.

Dans nos travaux, seul le dérivé 9d a inhibé I’ECP induit par ’EV-11 dans les cellules GMK.

Le favipiravir est un inhibiteur d’ARN polymérase virale actif vis-a-vis du virus influenza a
des concentrations comprises entre 0,1 et 10 ug/ml (Futura et al., 2013). Cette molécule est
toxique pour les cellules HEp-2 a partir de 500 ug/ml. Le favipiravir a inhibé 50% de I’ECP
induit par CV-B4 E2 dans des cultures de cellules Hep-2 mais a une concentration de 250
ug/ml, Cette concentration est nettement supérieure a celles qui inhibent d’autres
picornavirus, FMDV (14 ug/ml) ou des entérovirus tel que EV-D68 (10ug/ml) sur cellules
HeLa, et PV (4,8 ug/ml) sur cellules Vero (Sun et al., 2015, Futura et al., 2013).

La fluoxétine est toxique pour les cellules murines Min-6 a partir de 11uM et inhibe
totalement la réplication de CV-B4 E2 a la concentration de 5,5 uM. Par ailleurs, la fluoxétine
a aussi inhibé la réplication de CV-B4 E2 dans des cultures organotypiques de fragments de
pancréas de souris. En effet, quand des fragments de pancréas en culture sont inoculés avec
CV-B4 E2 et traités tous les jours avec la fluoxétine a 5,5 uM, les surnageants de culture
récupérés 7 jours aprés I’inoculation du virus ne contiennent plus de particules infectieuses
avec une viabilité semblable a celles des cellules contrdles. Par contre dans nos expériences in
vivo la fluoxétine n’a pas d’effet sur la quantit¢é d’ARN viral dans les tissus. La fluoxétine
administrée per os a des souris conserve son activité biologique (Machado et al., 2012). 11
reste & déterminer si des doses de fluoxétine plus élevées sont nécessaires pour observer un

effet anti-CV-B4 E2 in vivo chez la souris. Par ailleurs il ne peut étre exclu que le mode
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d’inoculation du virus puisse jouer un role dans I’efficacité¢ de la fluoxétine. Des travaux
complémentaires reposant sur l’infection des animaux par voie orale sont requis pour

explorer cette hypothese (Jaidane et al., 2006).

Des études précédentes ont mis en évidence 1’activité antivirale de la fluoxétine vis-a-
vis de virus appartenant a I’espece EV-D a I’espece EV-B , notamment CVB1-3 ainsi que
CV-B4 E2 dans des cellules humaines épithéliales (lignée HEp-2) et canalaires pancréatiques
(lignée panc-1) (Ulferts et al., 2013 ; Zuo et al., 2012 ; Alidjinou et al., 2015). Notre étude
montre que la fluoxétine est active vis-a-vis de CV-B4 E2 dans un modéle murin d’infection
aigue de cellules béta pancréatiques murines in vitro ainsi que dans des fragments de pancréas

murins. Il reste a déterminer si cette molécule peut agir in vivo et dans quelles conditions.

IV. Infection naturelle a entérovirus chez des porcelets

La présente étude est différente a bien des égards de celles d’autres chercheurs. Nous
rapportons pour la premiere fois, qu’un test ELISA basé sur un peptide de la protéine VP4 d’
EV-G est capable de détecter une élévation du niveau d’anticorps IgG dans des échantillons

de sérum obtenus de porcelets agés de 9 semaines et 39 jours plus tard.

Plusieurs points dans la présente ¢étude méritent d’étre soulignés. Le test
immunologique mis en oeuvre montre une différence entre le niveau d’anticorps anti-VP4
d’EV-G1 dans des échantillons de sérums apparié¢s, tandis que les titres d’anticorps
neutralisants anti-EV-G1 ne sont pas différents. De ce fait, nous pouvons considérer que les
anticorps anti-VP4 ne posseédent pas d’activité neutralisante ou que les niveaux sont trop
faibles pour étre détectés par notre test biologique. De plus, ces résultats confortent le fait que
les anticorps neutralisants anti-EV sont dirigés contre la protéine VP1 plutdt que la protéine

VP4 (Li et al., 1994).

L’augmentation des niveaux d’anticorps anti-VP4 dans les échantillons de sérum dans
notre étude suppose que les porcelets avaient été exposés aux EV-G aprés sevrage. La
détection négative d’activité neutralisante anti-EV-G1 dans le sérum n’exclut pas une possible
infection par ce sérotype accompagnée par un niveau bas d’anticorps neutralisants.

Néanmoins il ne peut étre exclu que les anticorps anti-VP4 détectés par ELISA sont dirigés
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contre d’autres virus EV-G que EV-GI puisque la séquence de la protéine VP4 est hautement
conservée dans I’espece EV-G. En effet, I’alignement de séquences de la protéine VP4 des
virus EV-G met en évidence 88% d’homologie (74% d’identité) des acides aminés. La
détection d’anticorps dirigés contre la protéine VP4 de virus appartenant a d’autres genres de
la famille des Picornaviridae comme les Sapelovirus et les Teschovirus est peu probable étant
donné que la protéine VP4 de ces virus, capable d’infecter les porcs, partagent uniquement

30% d’homologie (12% d’identité) avec la protéine VP4 utilisée dans cette étude.

L’exposition des porcelets a des entérovirus peut étre reflétée par une augmentation du
niveau d’anticorps dans les échantillons de sérum. La détection des anticorps par ELISA est
rapide et ne nécessite qu’un faible volume de sang. Des études complémentaires sont requises
pour déterminer si ce test ELISA basé sur un peptide de la protéine VP4 d’EV-G peut étre
utilisé a des fins diagnostiques et/ou pour réaliser des études épidémiologiques. De plus,
I’infection des porcs par EV-G est un modele pour élaborer des stratégies destinées a prévenir
les infections naturelles a entérovirus. La détection d’anticorps anti-VP4 d’EV-G par ELISA
pourrait étre un moyen de suivre les infections a enterovirus dans de tels protocoles. Des

études seront orientées dans cette direction dans notre laboratoire.
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CONCLUSIONS &
PERSPECTIVES



Nos résultats montrent que I’ARN de CV-B4 E2 est retrouvé dans la rate et la moelle osseuse
de souris inoculées avec le virus. La moelle osseuse de souris infectées, mise en culture dans
un milieu contenant du M-CSF produit des particules infectieuses. La séparation de sous-
populations cellulaire a permis de mettre en évidence que les cellules CD14+ et F4/80+ de la
rate sont infectées in vivo et in vitro. Nous avons observé que CV-B4 E2 incubé avec du
sérum de souris infectée par le CV-B4 E2 augmente I’infection des cellules CD 14+, F4/80- et
F4/80+ in vitro prouvée par la présence d’ARN entéroviral intracellulaire, par la présence de
particules infectieuses et la détection d’une activité antivirale dans les surnageants de culture
de ces cellules. Les cellules de la moelle osseuse sont infectées in vitro par CV-B4 E2 et
lorsque ces cellules sont cultivées pendant 10 jours dans un milieu contenant du M-CSF elles
sont permissives au CV-B4 E2. L’infection a CV-B4 E2 des macrophages dérivés de la
moelle osseuse obtenus ainsi au bout de 10 jours de culture en présence de M-CSF n’est pas

augmentée par le sérum de souris infectée.

L’inoculation de CV-B4 E2 a des souris ayant préalablement recu de la streptozotocine induit
une hyperglycémie détectée dans nos expériences le 5™ jour post-infection. Cette
hyperglycémie est accompagnée d’une hypoinsulinémie et de la détection de particules
infectieuses et d’ARN viral dans le pancréas de souris infectées. L’inoculation de STZ et CV-
B4 E2 aux animaux induit une production d’IP-10 dans le pancréas. L’analyse histologique
des pancréas de souris diabétiques montre un infiltrat inflammatoire dans les ilots et le tissu
exocrine ainsi qu’une involution adipeuse. Un modéle in vitro de cellules § pancréatiques
(lignée Min-6) montre que 1’association STZ et CV-B4 E2 n’augmente pas I’infection des
cellules et ne modifie pas les concentrations d’insuline dans les surnageants de culture mais

elle induit une production d’IP-10.

Le role des entérovirus dans la pathogenése du diabéte de type 1 est fortement suspecté, des
molécules actives vis-a-vis des entérovirus seraient susceptibles de participer a la lutte contre
I’initiation ou I’aggravation du DT1 provoquée par ces virus. Nous avons mis en évidence que
des dérivés du pléconaril et du pirodavir inhibent in vitro I’effet cytopathogéne induit par des
echovirus in vitro mais pas celui induit par CV-B4 E2. Le favipiravir a concentrations ¢levées
est un faible inhibiteur de I’effet cytopathique induit par CV-B4 E2 in vitro. La fluoxétine a
une activité anti-CV-B4 E2 dans un systéeme murin. En effet, la réplication de CV-B4 E2 est
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inhibée dans des cellules [ pancréatiques et dans des cultures organotypiques de fragments de
pancréas de souris. Par contre, in vivo ’administration de fluoxétine par voie orale a des
souris inoculées avec CV-B4 E2 n’a pas permis de réduire le taux d’ARN viral dans les tissus

de ces animaux.

Les souris ne sont pas des hétes naturels de CV-B4 E2 ni d’autres entérovirus humains. Un
modele d’infection naturelle par des entérovirus est nécessaire pour mieux comprendre la
pathogenése des infections et pour développer des moyens de lutte contre ces virus et les
pathologies qu’ils provoquent. Les porcelets sont naturellement exposés a des enterovirus
(EV-G). Nous avons ¢tudié les infections a entérovirus chez ces animaux grace a la détection
d'anticorps dans le sérum de porcelet avec une méthode ELISA reposant sur un peptide de la
protéine VP4 d’EV-G1. La protéine VP4 est hautement conservée parmi les quatre protéines
de capside entérovirales. Une ¢€lévation significative des valeurs de DO des échantillons de
sérum a J39 par rapport a J1 est mise en évidence grace au test ELISA (P = 0,002 n =10). Par
contre les titres d’anticorps neutralisants anti-EV-G1 de ces échantillons de sérum appariés ne
sont pas différents. L'alignement de séquences du peptide VP4 d’EV-G1 a montré 88%
d'homologie avec les autres EV-G suggérant que des anticorps dirigés contre des EV-G autre
que EV-GI1 peuvent étre détectés avec notre méthode ELISA. Notre test ELISA ouvre la
perspective de mettre en évidence une infection entérovirale chez des porcelets ce qui ouvre la

voie a de futures études dans ce modéle animal d’infection naturelle.

Nos travaux ont permis d’atteindre les objectifs fixés initialement. Il a ainsi été montré chez
des souris ICR-CD1 que les monocytes monocytes/macrophages sont des cibles du virus in
vivo. Chez ces souris non-consanguines 1’administration de streptozotocine beta suivie de
I’inoculation de CV-B4 E2 provoque un diabéte de type 1 associé a des Iésions du pancréas
endocrine, une production d’IP-10 par le pancréas et la présence de virus infectieux et d’ARN
viral dans cet organe. La fluoxétine est une molécule de synthése qui inhibe in vitro la
réplication de CV-B4 E2 dans des cellules béta pancréatiques murines et dans des fragments
de pancréas de souris ICR-CD1. Une infection naturelle a entérovirus peut étre mise en
évidence chez des porcelets par une approche indirecte reposant sur la détection d’anticorps

anti-VP4 I’EV-G.
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Les résultats de nos travaux ouvrent des perspectives. Les modéles mis en ceuvre permettront
d’étudier le role de I’infection des monocytes/macrophages dans I’infection a CV-B4 E2 et
des anticorps facilitants in vivo. Le modele de diabéte viro-induit mis en oeuvre permettra
d’analyser les mécanismes directs et indirects par lesquelles CV-B4 E2 provoque un
déséquilibre de I’homéostasie glycémique. Dans ce cadre 1’hypotheése de I’infection des
cellules beta du pancréas in vivo sera abordée. Ce modele animal sera mis a profit pour tester

des moyens de lutte contre le virus.
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