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Virus ARN

I
Simple brin a

polarité positive
|
[ ]

Simple brin a
polarité négative

. Non-
Enveloppé )
Enveloppé
| 1 , |
Icosahédrale Hélicale Icosahédrale
I I . ..
Togaviridae Coronaviridae Picornaviridae
Retroviridae Caliciviridae
Flaviviriadae

Double brin

Figure 1: Classification de la famille des Flaviviridae. Traduit de (1). Cette famille
regroupe des virus enveloppés dont le génome est un ARN simple brin a polarité postive. La

symétrie de leur nucléocapside est icosahédrale.
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Partie 1 : Les Flavivirus Dengue et Fievre Jaune

1. Classification

Le genre Flavivirus partage la famille des Flaviviridae avec trois autres genres : Pestivirus
(prototype, virus de la diarrhée virale bovine), Hepacivirus (prototype, virus de 1’Hépatite C
(HCV)) et Pegivirus. Cette famille regroupe des virus enveloppés a capside de symétrie
icosahédrale contenant un génome a ARN simple brin a polarité positive associé a des
protéines de capside (C) (Fig. 1).

Le genre Flavivirus est nommé ainsi d'apres le virus de la fievre jaune (YFV), le prototype du
genre. En effet, le mot flavus signifie «jaune» en latin et la fievre jaune est appelée ainsi en
raison de sa capacité a causer la jaunisse chez les personnes infectées. L’isolement du YFV
marque la découverte du premier virus humain (1).

En se basant sur le spectre d’hote et le type de vecteur, les flavivirus peuvent étre classés en 4
groupes : les virus transmis par des moustiques, ceux transmis par des tiques, les virus au
vecteur inconnu et ceux dont le spectre d’hotes est restreint aux arthropodes. La majorité des
virus transmis par les moustiques et les tiques sont associés a des pathologies humaines dont
certaines font partie des préoccupations majeures de santé publique. C’est le cas du YFV, du
virus de la Dengue (DENV), du virus de I’encéphalite japonaise (JEV), du virus du Nil
Occidental (WNV), du virus Zika (ZIKV) et du virus de I'encéphalite a tique (TBEV).

La diversit¢é des vecteurs mais également du spectre d’hotes ont joué en partie sur la
complexité a établir une phylogénie au sein des flavivirus (2). Dans un premier temps, le
classement des virus était basé sur des critéres sérologiques. Ainsi, 9 sérocomplexes ont pu
étre établis (3). Le sérogroupe de I’encéphalite japonaise comprends les virus JEV et WNV
tandis que DENV et YFV appartiennent chacun a un sérogroupe qui leur sont propres. DENV
possede 4 sérotypes. Le développement des techniques de séquencage a permis de faire
évoluer la classification. Tout d’abord réalisée sur la séquence d’une portion de séquence
nucléique ou protéique, la classification de certains virus peut étre aujourd’hui établie sur la
séquence entiere du génome ou de la séquence protéique mettant en évidence que les virus
transmis par les moustiques du méme genre ont des séquences proches (Fig. 2). Ainsi, en plus
d’étre classés en espece, les virus comprennent également des sous-groupes appelés
génotypes. Ainsi, YFV comprend 5 génotypes (4). DENV est classé¢ en 4 sérotypes dans
lesquels des génotypes sont définis : 5 génotypes pour DENV-1, 6 pour DENV-2, 5 pour
DENV-3 et 4 pour DENV-4 (4). Les 4 sérotypes de DENV partagent entre 60 et 75%
d’identité au niveau de leur s€quence protéique et des virus au sein d’un méme sérotype ont
environ 3% de différence au niveau de leur séquence en acides aminés, 6% au niveau
nucléique (5).
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Yellow fever virus

Dengue virus 1

Dengue virus 3

Dengue virus 2

Dengue virus 4 Transmis par les
moustiques

Zika virus

st. Louis encephalitis virus

West Nile virus

{Murrau Valley encephalitis virus

Japanese encephalitis virus

Powassan virus

_ELangalvirus
T

ick-borne encephalitis virus

Transmis par lestiques

Modoc virus Pas devecteur 0,1

Figure 2 : d’aprés (6). Arbre phylogénétique basé sur la séquence protéique compléte du
génome des virus : Fiévre jaune, Dengue, Zika, de I’Encephalite de Saint Louis, du Nil
Occidental, Encéphalite japonaise, Encéphalite de la Murray Valley, de Powassan, Langat et
de I’encephalite a tiques. Les virus transmis par se regroupent selon leur mode de
transmission. Cet arbre est calculé par la méthode de maximum de vraisemblance, sur les
séquences des polyprotéines entiéres des virus. Les séquences sont celles des génomes de
références de chaque virus de la base Refseq de Genbank
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2. Organisation du génome

L’organisation du génome est trés conservée parmi les flavivirus (Fig. 3). Il s’agit d’'un ARN
simple brin a polarité positive dont la taille est d’environ 11 Kb.

L’ARN viral possede en 5’ une coiffe de type I 5’m7GppAmpN?2. La partie codante de I’ARN
est flanquée en 5’ et en 3° de régions qui ne seront pas traduites (UTR pour en anglais
untranslated region). Elles ont une longueur de 100 nucléotides en 5’ et varient entre 400 et
700 nucléotides en 3’ selon les especes et les souches virales. L’interaction des protéines
cellulaires de I’hote comme TIAR avec la partie 5’UTR est nécessaire a la réplication virale
(7). De plus, la région 5’ rétrotranscrite servira de site d’initiation a la synthése d’ARN. La
région 3’UTR est trés variable au sein des flavivirus surtout entre virus transmis par les
moustiques et virus transmis par les tiques. La seule similarité réside dans le fait que cette
région forme une structure secondaire en forme de boucle. Elle aurait un réle dans la
réplication de I’ARN viral et dans la traduction puisque les réplicases virales NS3 et NS5
ainsi que le facteur d’¢élongation de la traduction EF1A pourraient interagir avec cette partie
(8-10).

La partie codante du génome code pour une seule polyprotéine qui sera clivée pendant et
apres la traduction en 10 protéines : 3 protéines structurales sur 1’extrémité N-terminale :
capside (C), précurseur de membrane (prM) et enveloppe (E); et 7 protéines non-structurales
(NS) NSI, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 qui pour la plupart sont
multifonctionnelles jouent un rdle dans la réplication virale. La polyprotéine sera clivée
pendant le cycle viral par des signal peptidases de 1’hote et du virus. Seul le clivage de la
liaison entre NS1 et NS2A est réalisé par une protéase qui n’est pas encore identifiée méme si
certaines ¢tudes suggerent qu’il s’agirait plutdt d’une protéase de 1’hdte associée aux
membranes du réticulum endoplasmique (11).

Les fonctions de chacune des protéines virales ont été plus ou moins caractérisées.

Capside : La protéine de capside C est une protéine hautement basique d’environ 12 kDa
avec des extrémités N et C terminales chargées et séparées par une région hydrophobe. Les
propriétés de cette région semblent conservées parmi les flavivirus, mais la séquence en
acides aminés est trés variable d’un virus a 1’autre. Au cours du cycle de vie du flavivirus,
plusieurs sous-unités C s’assemblent pour former la nucléocapside virale, interagissant et
recouvrant le génome ARN (12). La protéine C est également capable d’interagir avec des
protéines de I’hote au niveau du noyau favorisant dans certains cas la réplication virale et d’en
d’autres I’induction de I’apoptose (13—15).

prM/M: Le précurseur membranaire prM est une glycoprotéine de 26 kDa. Durant le cycle
viral, prM va étre associée a la protéine d’enveloppe E, protégeant alors sa conformation de
I’acidité¢ du pH (16). Le clivage de prM en la protéine membranaire M par une protéase de
I’hote est considéré comme une étape cruciale de la maturation des particules virales (17).

25



ARN simple brin a polarité positive = 11kb
génome "UTR 3 UTR
coiffe
structurale non structurale
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? protéase inconnue
clivage
protéines
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g : ‘ réplication sic
nucléocapside adhésion assF:emblage hélicase/NTPase réplication
fusion inhibition voie RTPase inhibition voie de
i sérine protéase Vinterféron
h d
c!aaz(:;);:z Ee réplication cofacteur réplication RdRp
immunogéne de NS3 interaction avec NS1 méthyltransférase

réarrangement membranaire

Figure 3 :Organisation du génome et de la polyprotéine des flavivirus - Traduit de (18).
Le génome des flavivirus est un ARN simple brin a polarité¢ positive d’environ 11kb
comportant un cadre ouvert de lecture d’environ 10 kb flanqué de part et d’autre d’une région
5’ et 3’ non codantes. Le cadre ouvert de lecture code pour une polyprotéine immature qui est
clivée par des protéases de 1’hdte et des protéases virales en 10 protéines. 3 protéines
structurales en bleu : capside (C), précurseur de membrane (prM), I’enveloppe (E) et 7
protéines non structurales (NS) en vert : NS1 (1), NS2A (2A), NS2B (2B), NS3 (3), NS4A
(4A), NS4B (4B) et NS5 (5). La protéine prM sera clivée durant le cycle viral générant ainsi

la protéine M. Les fonctions exercées par ces protéines sont indiquées sous chacune d’elle.

26



75
76
77

78
79
80
81
82

83
84
85

86

87

88
89
90
91

92
93

94
95
96
97

98
99
100
101

102
103
104
105

106
107
108

109
110
111

E : E est une glycoprotéine de 53 kDa présente a la surface des virions de flavivirus. Elle joue
un réle central dans la liaison aux cellules hotes et la fusion membranaire. Sa séquence en
acide aminé est conservée entre 40 et 44% parmi les flavivirus (19).

NS1: NS1 est une glycoprotéine d’environ 46 kDa. Sous forme de dimére, elle joue un rdle
essentiel dans la réplication. NS1 peut étre également sécrétée sous forme hexamérique. Elle
peut induire une inhibition du complément et posséde également une forte capacité a
remodeler les membranes lipidiques. Dues a ses fortes propriétés immunogenes, NS1 est
proposée comme antigene de nouveau vaccin contre les flavivirus (20).

NS2A : NS2A est une protéine d’environ 22 kDa qui aurait un role dans I’assemblage du
virion, en étant impliquée dans le packaging de I’ARN. Cette protéine est clivée par NS3 a
son extrémité C-terminale générant ainsi la protéine NS2a.

NS2B : NS2B est une protéine de 14 kDa qui joue un role de cofacteur de la protéine NS3.
NS3 : NS3 est une protéine de 70 kDa comportant trois activités enzymatiques distinctes :

- une activité sérine protéase requise avec le cofacteur NS2B pour le clivage de la
polyprotéine

- une hélicase/NTPase requise pour dérouler la forme réplicative de I’ARN double brin

- une activit¢é ARN triphosphatase nécessaire pour coiffer les ARN viraux naissants.

NS4A et NS4B : NSA4A et NS4B sont des protéines ayant certainement un role dans la
réplication puisqu’elles ont été co-localisées avec le complexe de réplication.

NS5 : Avec ses 103 kDa, NS5 est la protéine des flavivirus qui a le plus haut poids
moléculaire. Elle est également la protéine la plus conservée parmi les flavivirus. Les 4
sérotypes de DENV partagent prés de 75% d’identité au niveau de cette protéine (18). Elle
possede deux régions enzymatiques:

- une activité¢ S-adénosylmethyltransférase nécessaire a la mise en place de la coiffe des
ARN viraux

- et une activité polymérase 3 ARN-ARN dépendante (RdRp) impliquée directement
dans la synthése de I’ARN viral.

NS5 est également capable d’interagir avec NS3 stimulant ses activités NTPase et RTPase.
De plus, il a ét¢ montré que la NS5 de DENV peut étre localisée dans le noyau. Cette
localisation ne serait pas critique a la réplication mais pourrait jouer un rdle dans le
remaniement de I’expression de certains génes de 1’hote (21).

La majorité des protéines non structurales ont des fonctions décrites dans le détournement de
la réponse immunitaire. Cette fonction est plus amplement décrite dans la section 6.2.1 de la
partie 1 de ce document.

En plus du génome, d’autres espéces d’ARN sont présentes en abondance durant la
réplication des flavivirus. Ces ARNs sont non codants et sont regroupés en trois classes : les
petits ARNs viraux (ARNvs) (22), les génomes interférents défectifs (DIG) (23,24) et ’ARN
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Figure 4: Cycle de réplication cellulaire des flavivirus -Traduit de I’article (25)

I-Attachement et entrée. 2-Fusion du virion a ’endosome 3-Décapsidation et libération de
I’ARN viral. 4-Traduction et clivage protéique. 5-Réplication du génome. 6-Assemblage de la
particule virale. 7-Maturation par clivage de la protéine prM. 8-Bourgeonnement et sortie de
la nouvelle particule virale. RE : réticulum endoplasmique
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subgénomique des flavivirus (ARNSsf) (26). La fonction de DIG et ARNvs n’est pas encore
bien décrite au contraire de celle des ARNsf. Ces derniers ont une structure de 0.3 a 0.7kb qui
semble étre générée a partir de la dégradation en 5° de I’ARN génomique par 1’exonuclease
cellulaire Xrnl. Ces ARNsf semblent étre I’espéce ARN la plus abondante durant 1’infection.
IIs n’auraient pas de role direct dans la réplication puisque des mutations affectant leur
production n’altérent par la réplication virale dans les cellules infectées par YFV ou DENV
(27-29). Cependant, ils joueraient un rdle essentiel dans la pathogénicité virale en
détournement la réponse immunitaire de 1’hote (plus de détails dans la section 6.2.2 de la
partie 1 de ce document) (30).

3. Cycle viral

Les principales étapes du cycle de réplication des flavivirus sont répertoriées dans la figure 4.

3.1 Attachement et entrée

Le cycle de réplication des flavivirus débute par 1’étape d’attachement du virus a la surface de
la cellule. IIs se fixeraient tout d’abord de maniére aspécifique aux glycoaminoglycans puis a
des molécules spécifiques. Actuellement, aucun récepteur indispensable a 1’entrée du virus
n’a été répertorié. De multiples molécules de nature glucidique ou protéique ont été décrites
comme jouant un réle de cofacteurs dans I’attachement des flavivirus. Elles semblent différer
selon le type cellulaire ciblé par le virus et également selon I’espece infectée (Tab. 1). De
nombreux co-récepteurs ont €t€¢ mis en évidence pour DENV alors qu’aucun n’a été décrit
pour YFV sauvage.

On retrouve par exemple des molécules appartenant aux groupes des lectines de type C
comme le DC-SIGN présent a la surface des cellules dendritiques de la peau, les cellules de
Langerhans, ou sur certains macrophages (31-33). Bien que des mutations empéchant
I’internalisation du DC-SIGN n’affectent pas I’infection des flavivirus, I’identification d’un
polymorphisme dans le promoteur du DC-SIGN a été associée a des prédispositions aux
formes séveéres de dengue (34,35).

Dans le cas de DENV, il a ét¢ montré que le virion roule a la surface de la cellule entre
différents facteurs d’attachement jusqu’a sa fixation sur un récepteur d’entrée localisé¢ au
niveau d’une zone a forte concentration de clathrine (36). Ainsi, les flavivirus pénétrent
majoritairement dans la cellule par la voie de I’endocytose dépendante de la clathrine (37-39).
Le virus suit ensuite la voie endosomale ou I’acidification du pH entraine des réarrangements
des protéines a sa surface du virus conduisant a sa fusion avec la membrane endosomale.
Cette fusion forme alors un pore qui permet l’excrétion de la nucléocapside dans le
cytoplasme (40).

Contrairement 2 YFV ou la voie d’endocytose dépendante la clathrine est décrite comme
exclusive in vitro (41), la voie dépendante de la cavéoline et récepteur indépendante est
décrite notamment pour DENV dans les cellules VERO (42).

29



AN3Q anbisno|p 9€/9D aJie|ngnioudiw 31189anbsolAd np Juesodwo) aulngny

A3l ESENTIVEIA a11801N aJ1elUNWWI JN33dad3J 3p INd3de}-0) yad

AN3d ESENTIEIA aSeydoJoe| ‘s3A00UON| aJ1elUNWWI JN33dad3J 3p IN330e4-0) anep)

ANM ‘AN3Q aI3jlWwe N N $3|n||32 s3p uoieAlde p una1dadsy AN
AN3A CSCETISIIVIEAY OY3A ‘TT-NHE ‘T9SH apidijodulydsodA|n aplwelsdjAsoe.laioioe|oaN

AN3d ESENTILEIA S3|BI19YIopud S3|N||3d ‘ZYnH $99443s suoouol sap yuesodwo) T aulpne|)

AN3A ESENTILEIA LYNH ‘Z€6N ‘OYIA 21Isuap 91404 e dulloidodi| ap Jn33da29Y g 3sse|d ap JaSuaneds Jnaydadgy

AIr ‘ANM ‘AN3Q dJlwweln 0Y3A 3UI3BUOJYA Jna3dadY £gan aunau|
MIIZ ‘AdA ‘ANM ‘AN3Q UIWWeN ‘ol wwm_ﬂ__ww Mﬂﬂ;w“”nm%ﬂ $4n31da103. sulssApiieydsoyd A_\“ﬂmmm_\,__ﬁww_w_wwuub
AN3Q anbnsno ndASee"y ajoym ‘S1-193 ‘9€/90 co_amuwmmﬁmmww_HMM_VMMH_\,“ suRaioLd

ANM ‘AN3Q  2nbiisnojA 12 aJjlwwelp gauojd sd ‘zodaH aujujwe| e| ap Jna1daday
ANM anbnsnopy T-1L09sow

A3l ‘AN3Q 4w su3| 9441 9 vs2310

AN3Q J9JIWWe 93eydouoelp ‘s91A00UON ‘€1 EHIN J01dadaJ asouuep

MIIZ ‘ANM ‘AN3Q SUJIWWeN  se|el|pylopue s3|n|32 33571/ 2d T-dHL NOIS-1/NDIS-0a

A3l ‘AN3Q

w:c_umjo_\/_ 19 aJjlwwelN

9€/9D ‘TZ-NHQ ‘e¢oJnaN ‘LYnH
‘7odaH ‘sa8eydotde|n ‘AGAS-IS ‘ZE6N

3o0ysieay sauigiodd

8/dYD ‘0LdsH ‘06dsH

ANM ‘AdA ‘A39L
‘AJIN ‘A3M ‘AN3A

QJa4lWwelN

aJieynbign

auedA|3ouiwesodA|n

uedapuAs ‘a1eyns sueseday

SnJIp

223ds3

aJie|n||a) adAL

91914doud

S9IN290N
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De plus, une voie d’entrée dépendante des anticorps a également été décrite. Elle est
communément connue sous le nom d’ADE pour en anglais «antibody dependant
enhancement ». Les particules virales opsonisées avec des immunoglobulines peuvent
interagir avec des récepteurs Fc présents notamment a la surface macrophages facilitant
I’entrée du virus dans les cellules (46). Premiérement décrite pour JEV et WNV, il est
suspecté que I’ADE puisse avoir un réle important dans la pathogenése de DENV et pourrait
étre un facteur favorisant la forme sévere de la maladie (plus de détails dans la section 7.3 de
cette partie).

3.2 Réplication virale

Une fois le complexe nucléocapsidique dans le cytoplasme cellulaire, I’ARN génomique viral
est décapsidé. Il est pris en charge par la machinerie cellulaire pour étre traduit en
polyprotéine au niveau du réticulum endoplasmique (RE) granuleux. Les protéines virales
résultent de clivages co- et post-traductionnels de la polyprotéine virale. Ces clivages sont
assurés par des signalases cellulaires ou la protéase virale NS2b-NS3. Apres le clivage de la
polyprotéine, la protéine C se trouve ancrée dans la membrane du RE. En revanche, les
protéines structurales prM et E sont quant a elles transloquées, via un peptide signal en N-
terminal, dans la lumiére du RE puis dans le réseau trans-golgien ou elles subissent des
glycosylations. Cette maturation va permettre leur assemblage en hétérodiméres qui se
retrouveront par la suite a la surface des virions immatures. Enfin, aprés clivage, les protéines
NS3 et NS5 sont cytosoliques, tandis que les protéines hydrophobes NS2a, NS2b, NS4a et
NS4b sont membranaires. Apres la traduction et la maturation des protéines, le complexe de
réplication, intégrant les protéines non structurales et des facteurs cellulaires, est assemblé au
niveau de la région 3° de ’ARN viral. La réplication virale s’effectue au niveau des
membranes du RE de la cellule infectée. La fixation du complexe de réplication initie la
synthése d’un brin d’ARN complémentaire de polarité négative. Lors de la réplication, des
complexes ARN de formes différentes sont détectées dans les cellules infectées. Des ARN
doubles brins ou formes réplicatives (FR), qui sont un appariement des ARN sens (polarité
positive) et anti-sens (polarité¢ négative). Des formes intermédiaires de réplication, issues des
FR et qui sont constituées d’ARN double brin et de simples brins naissants. Dans les formes
intermédiaires, le brin de polarité négative ou brin matrice sert de base pour 1’amplification
des brins positifs. Les brins positifs sont ainsi synthétisés en exces (environ 10 fois) par
rapport au brin d’ARN négatif (47).

Classiquement la réplication est décrite comme associée a la membrane du RE granuleux
libérant I’ARN viral dans la lumiére du RE. Aujourd’hui, il est bien établi que I’infection par
les flavivirus entraine une réorganisation membranaire conduisant a la mise en place de
structures spécifiques servant de niche a la réplication virale appelée complexes de réplication
(48). Trois structures distinctes ont été décrites : les paquets vésiculaires (VP), les membranes
dites « convoluted » en anglais (CM) et les sacs a virus (VB) (49-51). Les VP sont des
invaginations du RE que I’on retrouve dans les cellules de mammiferes ainsi que
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membrane lipidique nucléocapside

Figure 5 : Représentation schématique d’une particule de flavivirus- Traduit de (19).

A gauche, une particule immature, a droite, une particule mature. Au centre, la capside (C) et
le génome ARN forme la nucléocapside qui est entourée d’une membrane lipidique de I’hote
associée aux protéines virales d’enveloppe (E) et de membrane (M) ou pré-membrane (prM).
Le clivage de pré-M en M va étre une étape déterminante pour le choix de la structure du
virion.
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dans celles de moustique. Elles sont connectées au cytoplasme via un systeme de pores.
L’ARN viral ainsi que les protéines non structurales requises a la réplication NS5, NS3, NSI1,
NS4A et NS4B ont été identifiés au sein de cette structure démontrant son role certain dans la
réplication. Cependant, il n’est pas encore décrit si cette structure est indispensable a la
réplication. Elle pourrait également servir de protection vis-a-vis des senseurs cytosoliques de
I’immunité innée ou des nucléases cytosoliques. Les CM sont des structures dérivées du RE
lisse enrichies en NS2B, NS3, NS4A et NS4B. Leur fonction n’est pas encore connue mais
elle pourrait participer a la modulation de I’immunité innée (52). Les VB sont des citernes
dilatées du RE pouvant accumuler des virions nouvellement synthétisés (d’aprés la revue :

(30)).

3.3 Assemblage et sortie des particules infectieuses
L’¢étape d’assemblage des flavivirus est encore aujourd’hui une €tape trés peu comprise.

L’ARN néosynthéthisé est encapsidé avec des protéines C formant la nucléocapside. La
protéine C s’assemble en dimére mais son organisation dans la nucléocapside n’est pas encore
tres claire (12). L’assemblage des particules virales a lieu dans la lumiére du RE granuleux et
la maturation de ces particules a lieu dans le réseau trans-golgien ou prM est clivée en M par
une protéase furine résidant dans le Golgi. Le clivage de prM en M libére alors I’hétérodimere
prM-E permettant & E de former des homodimeres. La maturation consiste également en des
réarrangements conformationnels des protéines E. Cette étape de maturation est essentielle
pour assurer la transition du virus de fusion-incompétent non infectieux vers des virions
matures, compétents et infectieux. Un blocage du clivage prM/M conduit au relargage de
virions immatures non infectieux (53).

3.4 Structure des particules virales
La microscopie cryoélectronique et la reconstruction d’image ont permis de fournir des
informations précieuses sur la structure des flavivirus (Fig. 5).

Les particules virales sont constituées d’une bicouche lipidique provenant de I’hdte ou sont
insérées les protéines E et M. La quantité de protéines M dans la bicouche lipidique est
variable selon les flavivirus. Cette bicouche entoure la nucléocapside constituée du génome
viral associ¢ a la protéine C. Les protéines E et M n’interagissent pas avec la nucléocapside.

L’infection par les flavivirus est connue pour produire un mélange de particules matures,
immatures et partiellement matures. Dans certaines études pres de 90% des particules de
DENV issues de I’infection de cellules de moustiques C6/36 sont des particules partiellement
matures (54).

La particule infectieuse mature est une particule d’environ 50 nm de diametre alors que la
particule immature, plus large, mesure 60 nm. Sa surface est dite lisse contrairement a la
particule immature qui a une surface en pics. C’est I’arrangement de la protéine E qui confére
une forme plutoét qu’une autre. La particule mature est constitué¢e de pres de 90 homodimeres
de protéines E qui s’organisent en téte a queue parallelement a la surface du virion alors que
la protéine E de la particule immature est sous forme monomérique s’arrangeant par 3 sous
forme de pic (55-57). Les particules immatures sont considérées
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Figure 6 : Cycle de transmission de YFV (point jaune), DENV (point orange) et ZIKV
(point violet). Traduit et adapté de (58,59). YFV, DENV, ZIKV circulent dans un cycle
humain et un cycle sylvatique. Chez le moustique une transmission transovarienne (TTO) est
aussi possible; Ae : Aedes; Cx: Culex ; H: Haemagogus.
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comme non infectieuses puisqu’en théorie la protéine E ne peut pas interagir dans cette
conformation avec les récepteurs d’entrée ; néanmoins la fixation d’anticorps a leur surface
peut, par les mécanismes d’ ADE, favoriser leur entrée, rendant alors possible une infection du
virion (60,61). Il existe également des particules partiellement matures qui vont alterner pics
et zones lisses a leur surface. Il s’agit de particules ou le clivage de prM en M n’est pas réalisé
pour I’ensemble des protéines prM. Il semblerait que I’efficacité du clivage varie selon le type
de cellules : il serait plus efficace dans des cellules humaines primaires que dans des cellules
d’insecte ou des cellules issues de lignées tumorales. Les virions partiellement matures
peuvent étre infectieux (62).

Outre ces particules, il existe également des particules non infectieuses de 30 nm qui ne
contiennent pas de nucléocapside. Le réarrangement de leur protéine E est sensiblement
proche de celui des particules matures mais ces particules ne sont constituées que de 30
dimeres de E. On parle de particules recombinantes subvirales. Ces particules seraient non
infectieuses mais capables néanmoins du mécanisme de fusion (63,64).

4. Epidémiologie

Plus de 50% des flavivirus ont été associés a des pathologies humaines. Nous décrirons dans
cette partie seulement I’épidémiologie de deux des pathogénes majeurs de I’homme a savoir
YFV, DENV, virus au cceur de notre projet.

4.1 Cycle écologique

Le cycle de vie des flavivirus fait intervenir de multiples hotes parmi les vertébrés. On peut
parler de pléiotropie. Les cycles écologiques de YFV et DENV sont similaires. Ils circulent
tous deux dans un cycle humain (ou urbain) et un cycle sylvatique (Fig. 6). Dans le cycle
sylvatique, les virus sont maintenus entre primates non humains et moustiques des genres
Aedes et Haemagogus en Amérique du Sud pour YFV (58,59,65).

Dans le cycle humain, les virus sont maintenus entre humain et moustique du genre Aedes,
principalement Aedes aegypti. La transmission s’effectue par un cycle intermédiaire dans les
zones rurales ou le vecteur moustique Aedes permettrait la transmission des virus du singe a
I’Homme. Jusqu’a 2015, trés peu de cas de transmission de personne a personne n’avaient été
décrits chez les flavivirus hormis dans les cas accidentels de don d’organe ou de transfusion
sanguine (66) ou dans le cas rare de transmission placentaire report¢ pour JEV (67).
Cependant, ce sont les épidémies de ZIKV en Amérique du Sud en 2015 qui ont mis en
évidence une possible transmission du virus par voie sexuelle et par voie placentaire chez
I’Homme a une fréquence non négligeable. La transmission directe Homme-singe n’a pas été
décrite. Il semble que les souches virales isolées a partir des humains et des primates non
humains sont génétiquement différentes, indiquant que leurs cycles de transmission ont
divergé dans le passé. Chez le moustique une transmission verticale (ou transmission
transovarienne) a également été démontrée par isolement du virus a partir de larves de
moustiques participant alors au maintien du virus dans I’environnement (68—70).
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Figure 7: Distribution géographique des deux pathogénes majeurs du genre Flavivirus
(71). Les cartes montrent la distribution géographique des virus YFV et DENV. Ces

distributions correspondent également a celles mises a jour en 2018 pour YFV et 2017 pour
DENYV par le centre de contrdle et de prévention des maladies (72,73)
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4.2 Distribution géographique
Les flavivirus ont une distribution géographique mondiale mais les espéces sont restreintes a
des endémies ou épidémies spécifiques. La distribution des arthropozoonoses causées par ces
virus est étroitement liée au mode de vie des vecteurs responsables de leur transmission mais
aussi de leurs hotes réservoirs.

La dengue, maladie transmise par le virus DENV, sévit principalement dans les régions
tropicales et subtropicales (Fig. 7). DENV-4 semble étre le sérotype que 1’on retrouve avec la
plus faible occurrence et sa distribution sur le continent Africain de 2000 a 2013 est plus
faible que les autres sérotypes (74). La co-circulation de différents sérotypes ou de différentes
souches d’un méme sérotype a été reportée dans la littérature (75-78). Prés de 4 milliards de
personnes sont ainsi exposées au risque d’infection du virus soit prés de 40% de la population
mondiale. Des études dénoncent qu’en réalité prés de 390 millions personnes par an dans le
monde seraient infectées et que parmi ces personnes, 50 a 100 millions développent des
symptomes (79,80) . On dénombre 500 000 cas séveéres nécessitant une prise en charge
hospitaliére. Ces cas sont mortels dans pres de 5% des cas correspondant alors au déces de
pres de 20 000 personnes chaque année. Avec les déplacements aériens et le réchauffement
climatique qui favorisent I’installation du vecteur, la dengue est devenue une menace au-dela
des zones équatoriales (81). Selon I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), en 2015, en
France métropolitaine, 135 cas de dengue ont été déclarés. La plupart étaient importés mais 6
cas autochtones ont été détectés a Nimes (82). En avril 2018, 1816 cas autochtones ont été
confirmés sur I’lle de la Réunion contre moins de 100 en 2017 (83).

La distribution géographique de YFV est moins étendue que celle de DENV. La maladie de la
fievre jaune est endémique dans les foréts tropicales d’ Afrique et d’Amérique Latine (Fig. 8).
Selon I’OMS, chaque année 80 000 a 200 000 cas sont dénombrés dans le monde. Le nombre
de morts est estimé entre 30 000 et 60 000 chaque année. D’apres I’OMS, du ler juillet 2017
au 28 février 2018, 723 cas confirmés de fievre jaune ont été reportés au Brésil parmi lesquels
274 morts (37,8%). Ce nombre de cas est plus haut qu’en 2016/2017 sur la méme période ou
576 cas ont été confirmés incluant 184 morts.

4.3 Dispositif de surveillance

L’essentiel des mesures mises en ceuvre est dirigé contre la prolifération des vecteurs. La lutte
anti-larvaire en période inter-épidémique, I’information et la sensibilisation du public visent a
limiter la multiplication des gites larvaires (84). Le dispositif de surveillance s’appuie
¢galement sur la surveillance entomologique (des moustiques vecteurs) et épidémiologique
(des cas humains) pour prévenir et évaluer les risques de dissémination.

Des études mathématiques développent également des modeles prédictifs en se basant sur des
données environnementales comme par exemple la température ou le taux d’humidité. Le but
est de prédire les régions favorables au fort développement des vecteurs (85) ou a la survenue
d’une épidémie humaine (86).
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5. Pathogenese de 'infection par les flavivirus

Selon les dommages causés, les flavivirus peuvent étre regroupés en deux catégories : ceux
qui causent des fievres hémorragiques comme c’est le cas de DENV et YFV et ceux qui
causent des encéphalites incluant WNV, JEV.

5.1 Route de progression des virus au sein de leur héote

Apres une incubation de 4 a 10 jours, un arthropode infecté peut transmettre le virus jusqu’a
la fin de sa vie. L’inoculation du virus a I’Homme s’effectue via la piqire d’un arthropode
infecté au niveau de la peau. La dose de virus inoculée par le moustique dans les conditions
naturelles n’est pas connue avec exactitude mais il semblerait qu’elle se situe entre 3 et 4
log;oPFU pour YFV (88). La route de progression dans le corps n’a pas été clairement établie
(Fig. 8). Il apparait que pour tous les flavivirus, les cellules dendritiques (DCs) du derme
notamment les DCs résidentes appelées cellules de Langerhans, mais aussi les kératinocytes et
les macrophages soient les premicres cellules a étre infectées. Les DCs migrent a partir du site
de piqlre vers les ganglions lymphatiques ou les virus vont se répliquer activement puis étre
disséminés dans la circulation et aux organes.

Dans le cas des virus encéphaliques, ils entrent alors dans le systéme nerveux central en
traversant la barriére hémato-encéphalique par un mécanisme non défini.

Les virus a fiévres hémorragiques, DENV et YFV, sont caractérisés par des fortes fievres et
des fuites capillaires associées a une réduction du volume plasmatique et un défaut du
systeme de coagulation. Paradoxalement, les formes séveres de la maladie de dengue sont
caractérisées par une augmentation de la perméabilit¢ vasculaire sans dommage
morphologique des endothéliums capillaires (18). Ces pathologies sont également associées a
une atteinte multi-organes comme des atteintes du cceur, des reins et du foie ou des antigeénes
viraux ont ¢été détectés. Cependant, 1’étendue de la réplication virale dans ces tissus et leur
contribution dans la pathologie n’est pas encore claire. La réplication virale dans le foie
semble tout de méme critique dans I’établissement de la maladie fiévre jaune (89).

Bien que des effets cytopathiques directs des virus puissent contribuer a la sévérité de la
maladie, des dérégulations de la réponse immunitaire innée semblent également jouer un rdle
important dans ces pathologies.

5.2 Maladies
La plupart des cas d’infection par les flavivirus sont asymptomatiques variant entre 50% des
cas pour YFV et 90% des cas pour DENV.

Pour I’ensemble des flavivirus, aprés environ 1 semaine d’incubation, certains symptomes
peuvent apparaitre. Le plus souvent, ces symptomes sont de type grippal incluant de la fiévre,
des maux de téte, des courbatures associées a des douleurs abdominales, des nausées et
vomissements. Les symptomes peuvent ensuite évoluer vers une maladie aux symptomes
séveres (Tab. 2). Dans le cas de DENV, il arrive également parfois que les symptomes
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Proportion de cas Symptomes Symptémes Taux de
Virus asymptomatique modérés séveres mortalité Séquelles Références
hémorragie associée a une
symptdmes de thrombocytopénie +
type grippal atteinte du foie (transaminase
(fievre, maux de > 1000 IU/L, jaunisse,
YFV 50% téte, courbatures), hépatomégalie) + atteinte 12 3 25% Non (90)
nausée, douleur multi-organe :
abdominale, systeme nerveux (léthargie,
vomissements agitation)
coeur, rein, poumon
hémorragie associée a une
symptomes de thtjombocyt.openle +
. atteinte multi-organes :
type grippal, -foie (transaminase > 1000 >%
DENV 50 -90% nausée, douleur o . . (20 000 Non (91)
. IU/L, jaunisse, hépatomégalie)
abdominale, N , . personnes/an)
. - systéme nerveux (Iéthargie,
vomissements s
agitation)
- coeur, rein, poumon
symptdomes de
t ippal . . .
natlJFs)Zegr(I:lF;riﬁéur atteinte neurologique 84 cas reportés (92)
ZIKV 80% - (microcéphalie, atteinte de (sans compter Oui
abdominale, i .
) Guillain-Barré) les avortements)
vomissements,
conjonctivite
symptémes de
type grippal, atteinte neurologique Oui
JEV 1:25a 1:1000 nausée, douleur (méningite, myélite, 20a30% descas 20a50% (93)
abdominale, encéphalite) des cas
vomissements
t6 t . .
symp;r?rr)r;? ype atteinte neurologique
WNV 80% nausée, douleur (enlcep'hallte,' meningite, 0,6% Oui (94)
. désorientation, coma,
abdominale,

vomissements

paralysie)

Tableau 2 : Symptomes induits par les flavivirus
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grippaux ne soient pas visibles et que seule la forme sévere est détectée. Les 4 sérotypes de
DENYV peuvent étre responsables des 3 formes cliniques suivantes : la dengue avec ou sans
signes annonciateurs d’une progression de la maladie vers une forme sévere et la dengue
sévere. Différentes signes annonciateurs d’une forme sévere ont été répertoriés par I’OMS :
des douleurs abdominales, des vomissements persistants, des signes d’épanchements
liquidiens, des saignements muqueux, une léthargie ou une agitation, une hépatomégalie (>2
cm), ou encore une augmentation de I'hématocrite (> 20%) concomitante avec une diminution
rapide des plaquettes. L’apparition de signes d’alarme doit conduire a une exploration et une
prise en charge hospitaliere immédiate. La forme sévere de la maladie se caractérise par des
fuites plasmatiques importantes et des dommages au niveau des organes incluant une atteinte
hépatique caractérisée par une montée du taux de transaminases (> 1000 IU/L) et une atteinte
du systéme nerveux central du patient (95).

Apreés une possible période de rémission de courte durée, la phase de sévérité de la fievre
jaune est appelée phase d’intoxication. Elle est caractérisée par une recrudescence de fievre,
une jaunisse, des syndromes hémorragiques, une thrombocytopénie ainsi qu’une atteinte
multi-organes touchant principalement le foie et le rein. La réplication virale dans le foie
semble critique dans I’établissement de la maladie fievre jaune (89). Dans pres de de la moitié
des cas, la maladie évolue vers une forme sévere. Les survivants n’ont pas de séquelle notoire.

Aussi bien dans le cas de DENV que YFV, ’explication de I’évolution d’une forme a 1’autre
de la maladie n’est pas connue. Le phénotype clinique semble principalement affecté par
I’age, la prédisposition génétique et le statut immunitaire (98)(99). De nombreuses études
s’accordent en effet a dire que les individus d’ages extrémes, enfants ou personnes agées, ont
un risque plus élevé de développer une pathologie sévere (96-98). Dans le cas de la dengue,
les formes séveres surviendraient plus fréquemment chez des individus de moins de 15 ans
(99). De plus, certains facteurs de comorbidité tels que les maladies cardiovasculaires, le
diabete ou la drépanocytose peuvent également favoriser le développement de formes séveres
(100,101). La malnutrition a aussi un impact sur la pathologie (102).

Dans le cas de I’infection par DENV, une ré-infection par un sérotype différent de celui ayant
induit I’infection primaire pourrait également étre un facteur de risque de progression vers une
forme grave (103,104). Certaines études reportent que le sérotype pourrait également étre
associ¢ a la sévérité de la pathologie. Le plus souvent, ¢c’est DENV-2 qui corréle avec la
sévérité (105-107). Cependant, ce point est controversé puisque certaines études ne trouvent
pas de corrélation entre sérotype et sévérité (108) ou bien I’associe a un autre sérotype (109).

Enfin, la virulence des souches est également un facteur important qui peut aussi moduler le
degré de sévérité de la maladie (110).

6. Role de I'immunité dans la pathogeneése induite par les flavivirus
Que ce soit pour I’immunité innée ou pour ’immunité adaptative, le systtme immunitaire
semble jouer un double rdle dans I’infection des flavivirus : d’une part dans la protection
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Figure 9: Voies de signalisation de I’'immunité innée (111).

Les cellules humaines possédent des PRRs qui permettent la reconnaissance de différents
PAMPs de pathogeénes. Cette reconnaissance entraine une cascade de signalisation intra-
cellulaire qui conduit a la sécrétion de cytokines et chimiokines dont les IFN-I (IFN-o/f), les
IFN-III (IL-28/29) et TNF-a. Ces molécules vont se fixer sur leur récepteur respectif présent
sur les cellules infectées et les cellules avoisinantes entrainant une cascade de signalisation
qui conduit a I’activation des ISGs.
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contre les virus et leur élimination et d’autre part dans la pathogenése. Cette dernicre est tres
certainement liée aux stratégies d’évasion que les flavivirus ont développée au cours de leur
évolution.

6.1 Immunité innée induite par l'infection des flavivirus

6.1.1. Généralité sur la reconnaissance des virus

L’immunité innée est la premicre ligne de défense contre les pathogenes. Un schéma
récapitulant les principales voies de signalisation est représenté dans la figure 9. Pour détecter
I’invasion de pathogénes, les cellules de mammiféres utilisent des récepteurs membranaires
ou cytosoliques regroupés sous le nom de récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires (PRR, acronyme de Pattern Recognition Receptor). Ces récepteurs sont des
protéines capables de reconnaitre des motifs moléculaires associés aux pathogénes (en anglais
Pathogen-Associated Molecular Pattern, PAMPs) ou associ¢s aux dommages tissulaires (en
anglais Damage-Associated Molecular Pattern, DAMPs). Les PRRs sont classés en 4
catégories : les récepteurs de type Toll (en anglais Toll-like receptors, TLR), les récepteurs de
type RIG-I (Retinoid-inducible gene I (RIG-I)-Like Receptors (RLR), les récepteurs de type
NOD (NOD like-receptors, NLRs) et les récepteurs de lectines de type C (C-type lectin
receptors, CLRs). La fixation du ligand aux PRRs entraine 1’activation de protéines
adaptatrices conduisant a la mise en place d’une cascade de signalisation. Celle-ci conduit a
I’activation de facteurs de transcriptions tels que IRF3, IRF7, NF-kB, ATF2 et AP-1 qui une
fois activés entrainent la transcription de génes codant pour de nombreuses cytokines dont les
interférons (IFN) de type I (IFN-a/B) et IFN de type III (IFN A ou IL28/1L29) (112) . Chacun
des IFN sécrété se lie a son récepteur présents a la surface des cellules infectées et cellules
non infectées voisines, conduisant a l'activation de la voie JAK / STAT (113). Cette
stimulation conduit a la formation de 1’hétérodimere STAT1/STAT2 qui migre dans le noyau
et s’associe a IRF9 formant le complexe appelé ISGF3. Celui-ci active les ¢éléments
régulateurs stimulés par I'I[FN (ISRE), favorisant l'expression de plus d’une centaine de génes
regroupés sous le nom de génes stimulés par les [FNs (ISGs) (114). Les ISGs ont un tres large
spectre d’activité qui peut etre divisé en trois catégories : les effecteurs anti-viraux qui ont une
action directement contre les virus (ex : OAS/RNAseL, IFITM), les régulateurs positifs de la
voie de signalisation IFN (ex :cGAS, IRF, RLRs) et ceux qui sont inhibiteurs de la voie IFN
(ex : SOCs, USP18) (115).

6.1.2 TRLs

Les TLRs sont des protéines transmembranaires présentes au niveau des membranes
plasmiques des cellules ou en intracellulaire au niveau des endosomes. Il existe 10 TLRs
chez ’'Homme nommés TLR1 a 10 (116). TLR3, -7, -8, et -9 sont capables de détecter les
ARNSs ou ADNs viraux simple ou double brin. Ils sont présents au niveau de la membrane des
endosomes. A I’'inverse, TLR1, -2, -4, -5, et -6 sont localisés a la surface de la cellule et sont
majoritairement décrits comme reconnaissant des PAMPs des parois et des membranes
bactériennes. Cependant ils sont également capables de reconnaitre quelques PAMPs viraux
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tels que ’hémagglutinine du virus de la rougeole (117) ou encore des protéines non
structurales (118).

Différents TLRs sont impliqués dans la réponse face a I’infection des flavivirus.

Cependant, il semble que les flavivirus n’induisent pas les mémes TLRs et que la fonction
d’un méme TLR peut-Etre différente selon le virus (119,120). Prenons ’exemple du TLR3.
D’un coté, sa surexpression in vitro, entraine la production de cytokines et inhibe la
réplication de DENV suggérant un réle important de ce TLR dans la réponse antivirale (119).
D’un autre c6té, TLR3 a ét¢ montré comme favorisant I’infection par WNV en facilitant
d’une part sa réplication dans les cellules nerveuses et d’autre part sa propagation dans le
cerveau (120).
Concernant les autres TLRs, ’expression de TLR2 et TLR4 est augmentée dans les
monocytes de patients infectés par DENV (121). Dans le cas de YFV, a notre connaissance
seule des données au sujet des TLRs induits suite au virus atténué 17D sont disponibles dans
la littérature. Suite a la vaccination, I’expression des TRL3 et TLR9 est augmentée dans les
cellules NKs (pour en anglais « Natural Killer ») (122) et celle de TLR7 dans les cellules
mononucléées sanguines périphériques (PBMC) (123). De plus, 1’activation des cellules
dendritiques in vivo semble dépendant des TLR2, 7, 8 et 9 (124).

6.1.3 RLRs

Les membres de la famille des RLRs, RIG-I et MDAS sont des protéines ubiquitaires
cytosoliques capables de détecter les virus a ARN. Plusieurs études ont démontré que RIG-I
reconnait préférentiellement les ARNs simple brin a I’extrémité 5° triphosphates libre.
Cependant Kato et al. ont montré plus récemment que RIG-I et MDAS peuvent tous deux lier
I’ARN double brin de fagon longueur dépendante : RIG-I lierait et serait activé par les petits
ARNs double brin tandis que MDA-5 reconnaitrait les génomes ARN double brin de grande
taille ou les long duplexes d’ARN produits durant la réplication du génome. Un troisiéme
membre de la famille des RLRs a été décrit : LGP2 (125). Tout d’abord décrit comme
inhibiteur de la voie des RLRs (126), LGP2 apparait aujourd’hui comme régulateur positif de
RIG-I et MDA-5 (127).

Concernant les flavivirus, RIG-I a été montré comme impliqué dans la reconnaissance
de tous les flavivirus testés a ce jour a savoir JEV, WNV et DENV (128). MDA-5 participe
aussi a la résistance de I’infection de DENV (129). Le role des RLRs dans le contréle de YFV
n’a pas été encore étudié. Cependant, RIG-I, MDA-5 et LGP2 ont leur expression augmentée
dans les PBMC issues d’individus vaccinés par YFV-17D suggérant un possible role de ces
PRRs dans la réponse a YFV in vivo (123).

6.1.4 NLRs

Les NLRs détectent des DAMPs de I’environnement cellulaire. La détection de ces
signaux de danger conduit a la formation d’un complexe de signalisation appelé
inflammasome qui conduit a la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires de la famille des
IL-1B incluant IL-1p, IL-18 et IL-33. Ces cytokines se fixent ensuite a leur récepteur respectif
conduisant a I’activation de NF-kB (130). Certains NLRs comme NOD1 and NOD2 peuvent
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conduire a I’activation des IRF et des voies NF-kB et MAPK favorisant la production d’IFN.
A T’inverse, d’autres NLRs ont ¢ét¢ démontrés comme inhibant la signalisation IFN, par
exemple les NLRs, NLRX1 et NLRCS5 (131,132).

Les infections de DENV chez I’Homme sont associées a un taux d’IL-10 élevé dans le
sang suggérant une activation potentielle de I’inflammasome (133,134). Des études in vitro
suggeérent en effet que I’inflammasome NLRP3 est activé suite a I’infection de DENV
(133,135). Dans le cas de YFV, IL-1B a été trouvé induit in vitro aussi bien par la souche
sauvage de YFV que la souche atténuée (136). Suite a la vaccination, 1’expression des
caspases 1 et 5 est augmentée. Ces 2 caspases étant présentes dans la voie de I’inflammasome
NLRPI indique un potentiel activation cette voie suite a I’infection de 17D (137)

6.1.5 CLRs

Les CLRs comprennent un grand nombre de protéines qui reconnaissent une grande
diversité de ligands. Décrits comme majoritairement favorables a une protection contre les
pathogeénes champignons et bactériens, dans le cadre d’une infection virale les CLRs semblent
plutot en faveur de I’infection et de la propagation virale (138). Nous avons en effet décrit en
amont de cette partie, que la protéine DC-SIGN est un co-récepteur facilitant I’entrée des
flavivirus dans les cellules cibles. Néanmoins, il semble que d’autres CLRs soient plutot en
faveur de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires suggérant qu’un réle antiviral puisse
leur étre aussi assigné.

Chen et al. ont noté que CLECS peut interagir directement avec DENV conduisant au
relargage de cytokines pro-inflammatoires (139).

6.1.6 Autres récepteurs
Plus récemment, il a été montré que la voie cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)-STING,
qui habituellement reconnait les virus & ADN, est aussi capable de reconnaitre les virus a
ARN incluant DENV (140). La mécanistique de reconnaissance n’est pas encore bien
comprise mais certains dommages mitochondriaux induits par DENV semblent impliqués
dans le processus (141).

D’autres récepteurs de surface incluant les récepteurs du complément ainsi que des
récepteurs Fc participent a la mise en place d’une réponse immunitaire innée efficace. La
fixation du ligand entraine une cascade de signalisation intracellulaire qui conduit a la
production et au relargage de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines.

6.2 Mécanismes d’évasion de I'immunité innée

Grace a leurs protéines NS et aux ARN sf, les flavivirus ont mis en place des stratégies
d’évasion permettant de détourner les voies de I'immunité innée (Fig. 10). Nous ne
répertorions ici que celles mises en place par DENV et YFV.

6.2.1 Par les protéines NS
Les protéines structurales peuvent interférer a plusieurs niveaux en amont et en aval des voies
de signalisation de ’IFN-L
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Figure 10: Détournement des réponses immunitaires innées par les protéines non

structurales des flavivirus (142) (A) Détournement des voies en amont de la transcription
des génes IFN-I (B) Détournement des voies en aval des protéines IFN-I
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Sur les voies de signalisation en amont de I’IFN :

- NS4A de DENV empécherait la phosphorylation du complexe TBK1/IRF3 (143). Elle
pourrait également agir comme protéine séquestratrice de MAVS, évitant 1’interaction
de MAVs avec RIG-I (144).

- NS2B de DENV peut se lier au récepteur cGAS conduisant a sa dégradation
lysosomale (145).

- Le complexe NS2B-NS3 interagirait également avec la kinase de la famille des
Ikk(146). 11 est également capable d’interférer avec IFN-I notamment a travers le
clivage de STING, protéine adaptatrice de cGAS et de RIG-LMDA-5 (147). NS4B de
YFV peut serait ¢galement capable d’interagir avec STING (148)

- NS3 de DENV utilise un autre mécanisme. Elle entre en compétition avec RIG-I et
fixe la protéine chaperone 14-3-3¢, responsable du déplacement du complexe RIG-I-
ARN a la membrane mitochondriale (149).

En aval de I’IFN, les protéines ciblées sont essentiellement STAT1 et STAT2.

- Différents mécanismes inhibant I’activité de STAT1 ont été reportés. Ils consistent
soit a un blocage de sa phosphorylation soit a inhiber sa translocation nucléaire.
NS2A, NS4A, NS4B de DENV et NS4B de YFV en seraient capables (150).

- NS5 de DENV pourrait également se lier et induire la dégradation de STAT?2 a travers
le protéasosme (151,152). Pour YFV, la protéine NS5 pourrait interagir uniquement
avec STAT2 phosphorylé en la présence d’IFN-I et une ubiquitine ligase (153).

De fagon intéressante, certains mécanismes d’évasion semblent réalisés uniquement par
certaines souches au sein d’une méme espéce de flavivirus. Par exemple, I’étude de
Dalrymple et al. démontre que, contrairement a DENV-2 et DENV-4, seule la NS4A de
DENV-1, est capable de bloquer la signalisation de RIG-I en inhibant la phosphorylation de
TBKI1/IRF3 (143). L’émergence de mutations au sein des protéines NS au cours de
I’évolution pourrait expliquer ces différences d’évasion comme le montre 1’étude récente avec
ZIKV ou une mutation dans NS1 apparue apres 2012 dans le génotype asiatique confére la
capacité a cette protéine d’inhiber I’IFN-I (154).

6.2.2 Parl’ARN sf

Chez DENYV, les ARN sf impactent négativement 1’induction de ’interféron en se liant a
TRIM25, une ubiquitine ligase qui facilite I’interaction de RIG-I avec MAVS (155,156). Les
ARN sf jouent aussi un rdle dans I’expression d’ISGs au niveau post-transcriptionnel. En
effet, les ARN messager codant pour les protéines G3BP1, BP2 et CAPRIN, qui sont des
ISGs impliqués dans la traduction d’autres ISG, peuvent étre la cible des sfRNA. (157).

Liu et al. démontrent également que les ARN st de DENV sont capables de moduler les voies
Bcel2 et AKT/PI3K conduisant a la mort cellulaire des cellules (158). De fagon intéressante,
des souris infectées par WNV déficient dans la production d’ARN sf survivent toutes alors
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que toutes succombent lors de I’infection par le virus sauvage. Les ARN sf pourraient donc
moduler la pathogenése des flavivirus (28).

6.3 Facteurs solubles :
e Complément :

Le systeme du complément est une cascade biochimique de plus de 35 protéines qui jouent un
role important dans la réponse immune innée contre différents pathogeénes a travers leur lyse,
la chimioattraction, I’opsonisation et I’activation des mastocytes.

Le role de protection du complément a été par exemple visualisé in vivo chez la souris C3-/-.
Celle-ci est plus susceptible a I'infection par WNV avec une propagation virale plus
importante et une réduction du titre d’anticorps (159). Des études récentes ont démontré que
le complément serait également capable de diminuer les infections de flavivirus en
restreignant le mécanisme d’ADE (160). Cependant, DENV, YFV et WNV semblent avoir
développés des techniques de détournement du systéme de complément notamment par le
biais de la protéine NS1 (161-163). Finalement, le complément a aussi été¢ décrit comme
pouvant favoriser la pathogenése des flavivirus. En effet, un taux élevé de certaines protéines
du complément a été retrouvé chez les patients atteints de dengue sévere (164,165).

e (Cytokines et chimiokines :

Le role des cytokines et chimiokines dans la protection est indispensable comme I’indiquent
les études sur souris déficientes aux récepteurs d’IFN-I ou déficientes aux récepteurs CCRS,
récepteurs de chimiokines. Les souris meurent rapidement suite aux infections par DENV
(166). Dans le cas de YFV, le role des IFN-I parait aussi indispensable a la protection contre
le virus. Les souris IFN-I -/- sont hautement susceptibles a I’infection de YFV sauvage
conduisant a la mort des souris (167).

Cependant, une réponse immunitaire exacerbée de 1’hdte semble jouer un role direct dans la
pathogenese des flavivirus et porte le nom de choc cytokinique. Dans le cas de la maladie
sévére de la dengue et de la fiévre jaune, il est pensé que ce choc cible 1’endothélium
vasculaire pouvant conduire a une augmentation de la perméabilité vasculaire, donnant lieu a
des manifestations hémorragiques responsables de la pathologie (168,169). Des taux €levés de
cytokines proinflammatoires et de chimiokines sont retrouvés chez les patients atteints de
dengue. La plupart de ces molécules sont retrouvées a un niveau plus élevées chez les patients
atteints de forme sévere. C’est le cas par exemple du TNF-a (170), des interleukines IL-6, IL-
8, IL-13 et IL-18 (171-173). Dans le cas de la maladie fievre jaune, la contribution des
médiateurs inflammatoires a aussi été démontrée. Le niveau d’IL-6, MCP-1, IP-10,TNFa et
IL-1RA a été retrouvé statistiquement plus élevé chez les patients atteints de la forme fatale
de la maladie que chez les patients atteints de la forme hémorragique non fatale (174).
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Figure 11: Conséquence d’une infection secondaire (A) Profil schématique de la quantité
d’ARN viral de NS1, des anticorps anti-flavivirus IgM et IgG dans le sang aprés une premicre
et une seconde infection (175). (B) Facilitation de I’infection dépendante des anticorps
(ADE). L’ADE a lieu lors d’une infection hétérotypique, les anticorps (Ac) non neutralisants
d’une primo-infection se lient aux particules virales de la nouvelle infection. Ce complexe

Ac-virus s’attache aux récepteurs Fcy présents a la surface de cellules puis est internalisé
(176)
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6.4 Réponse adaptative :

6.4.1 Réponse humorale
Lors de I’infection par les flavivirus, la réponse humorale est importante pour le contrdle de
I’infection virale et de la dissémination des virus. Ce controle est principalement établi par des
anticorps neutralisants qui ciblent des épitopes localisés sur la protéine E. Ces anticorps
inhibent 1’attachement du virus et/ou dans une étape en aval de I’attachement (177).

Cependant des réponses humorales différentes ont ét¢ établies entre les flavivirus. Par
exemple, chez la souris déficiente en lymphocytes B fonctionnels, la dissémination et la
persistance de WNV est beaucoup plus longue que chez les souris non mutées (178) alors que
dans le cas d’une infection par DENV, aucun impact ni sur la sévérité de la pathologie ni sur
la virémie n’est remarqué (166).

Lors d'une infection primaire (ou primo-infection), une réponse IgM se met tout d’abord en
place puis une réponse IgG qui est généralement plus élevée apres la deuxieéme semaine de la
maladie. Au cours d'une infection secondaire, la réponse en IgG augmente généralement plus
rapidement (Fig. 11A). Les anticorps homotypiques neutralisants, spécifique du virus
rencontrés, conférent une protection a vie contre le virus. Dans le cas de DENV par exemple,
I’infection par un sérotype de DENV confére chez le sujet une protection a vie contre ce
sérotype (179).

Les anticorps IgG ont également une réactivité croisée entre les flavivirus, connus sous le
nom d’anticorps hétérotypiques neutralisants, qui conférent une certaine protection. Par
exemple, une premiére infection par JEV, YFV ou DENV-1 confére une protection contre une
infection secondaire de YFV chez le hamster (180). De plus, chez ’'Homme, les personnes
primo-infectées par DENV semblent moins sujets a des formes séveres de YFV que les sujets
naifs (181). Du fait de cette cross-réactivité, le diagnostic par détection des anticorps IgG et
IgM par technique ELISA fait face a un réel défi.

Il existe en revanche des anticorps a réactivité croisée mais non neutralisants qui pourraient
favoriser une infection secondaire plus séveére (182), expliquée par le mécanisme d’ADE
surtout décrit dans le cas des infections DENV (179,183) et JEV (184). L’ADE a lieu
lorsqu’un virus complexé a un anticorps entre dans une cellule via un récepteur Fcy (Fig.
11B). Ce phénomene a été montré in vitro comme favorisant la réinfection des flavivirus dans
des lignées de macrophages (46,185). Les évidences in vivo sont plus controversées. Chez la
souris, certaines pré-expositions aux anticorps favorisent la progression de la pathogenese
alors que pour d’autres aucun impact sur I’infection n’est visualisé (186—188). Chez I’homme,
I’évidence est indirecte. Les sera de patients atteints de dengue fatale développent des
mécanismes d’ADE in vitro plus importants que les patients atteints de dengue non fatale
(189,190). De plus, une étude récente réalisée sur une cohorte de patients démontre une
corrélation directe entre le niveau d’anticorps pré-existant et la sévérité de la dengue. Les
auteurs définissent un intervalle de titre d’anticorps pour lequel le risque de sévérité est éleve.
Cet intervalle est beaucoup plus large dans le cas d’une infection secondaire que lors d’une
primo-infection. Néanmoins que ce soit lors d’une primo-infection ou lors d’une infection
secondaire, un fort taux d’anticorps est protecteur de I’infection (104).
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La théorie de I’ADE comme facteur d’aggravation de la sévérité est un sujet controversé et
n’est pas admis par I’ensemble de la communauté scientifique. Une deuxiéme théorie postule
que l’infection secondaire par DENV conduit a 1’expension dominante de lymphocytes T
(LTs) cross-réactifs de faible affinit¢ pour les antigénes du nouveau sérotype. La
reconnaissance des nouveaux peptides par ces LTs induirait une production anormale de
cytokines par ces cellules, pouvant étre responsables du choc cytokiniques observé chez
certains patients. Cette théorie est connue sous le nom de «péché antigénique d'origine» ou de
«peptide modifié ligand» (191).

La théorie de ’ADE et celle du « péché antigénique d'origine » ne sont pas mutuellement
exclusives et reposent toutes deux sur le fait que l'infection antérieure par la dengue est un
facteur de risque de développement d'une maladie plus grave. Cependant, 99% des infections
secondaires de dengue sont bénignes et certaines infections primaires peuvent également
conduire a une pathologie sévere suggérant que d’autres facteurs pourraient également étre
impliqués (192,193).

6.4.2 Immunité cellulaire :
Les chimiokines sécrétées lors de la phase de reconnaissance vont notamment conduire au
recrutement des LTs sur le site de I’infection. Les LTs cytotoxiques ou LTs CD8+ sont
particulierement importants pour la clairance des flavivirus (194).

Les infections par la dengue sont associées a une réduction du nombre de LTs CD4 +, de LTs
CDS + et de cellules NKs (195). Les niveaux de ces cellules sont les plus bas lorsque la fi¢vre
s'installe et que la phase sévere débute, puis augmentent ensuite. Le nombre de cellules B
n’est pas affecté. En accord avec cette suggestion, chez I’Homme, 1’étude de S. Green et al.
montre que les patients atteints de dengue sévere ont une activation des LTs CD8+ plus
importante que les patients atteints de dengue non sévere.

La protéine CD8 a la surface des LTs cytotoxiques reconnait la protéine CMH-I a la surface
des cellules entrainant une liaison étroite entre le LT et la cellule cible. De nombreux virus ont
développé la capacité de diminuer 1’expression du CMH-I des cellules infectées de facon a
¢chapper aux LTs. Ce n’est pas le cas des flavivirus qui a l’'inverse induisent une
augmentation de I’expression des CMH-I et II et ’expression de certaines molécules
d’adhésion incluant ICAM-1, VCAM et E-selectin (196). Certains auteurs voient ce paradoxe
comme un moyen de favoriser une auto-immunité et donc la destruction de tissu du soi
comme observé dans le cas de WNV infection (197).

Les LTs CD4+ sont aussi critiques dans la protection contre les flavivirus comme illustré dans
le modéle souris infect¢ par YFV (198). Cependant, leur role dans la protection ou la
pathogenese des flavivirus a €té moins étudi¢ que celui des LTs CD8+.

7. Traitements et approches vaccinales

7.1 Traitements

Aucun traitement n’est actuellement commercialisé et approuvé pour soigner une infection
par un flavivirus. L’administration de drogues non spécifiques comme le paracétamol,
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’aspirine et d’autres médicaments non stéroidiens anti-inflammatoires est utilisée. Toutefois,
en cas de suspicion d’infection de DENV ou YFV, la prise d’aspirine et d’anti-inflammatoires
est a éviter en raison des propriétés anticoagulantes de ces produits et des risques
hémorragiques qui s’y rattachent. Pour pallier a la coagulopathie observée dans ces deux
maladies, des transfusions sanguines sont réalisées. Une réhydratation orale ou par
intraveineuse est également effectuée.

L’insuffisance hépatique aigiie retrouvée dans le cas de la fievre jaune peut donner lieu a des
transplantations du foie. Néanmoins le taux de survie suite a cet acte chirurgical est évalué a
20% (199).

Des projets de recherche sont en cours pour identifier des molécules anti-virales en réalisant
un criblage des chimiothéques existantes, en utilisant des techniques a haut débit ou par des
approches par anticorps (pour revue récente voir (200,201)). Le criblage des interactions entre
flavivirus et cellules hotes constitue également un enjeu important pour le développement de
petites molécules.

Les protéines virales E, NS3 et NS5 sont des cibles attractives pour ces molécules car elles
portent des fonctions essentielles pour I’infection. NS3 et NS5 sont les plus étudiées pour les
approches médicamenteuses puisque des traitements antiviraux contre d’autres virus (HIV,
Herpes par exemple) ciblent déja les protéases ou polymérases virales. La protéine E est la
cible principale des traitements par anticorps méme si certains composés sont développés
pour empécher le changement conformationnel de E afin d’éviter sa fusion avec la membrane
de I’hote (202). Des composés aux cibles non spécifiques ont également été rapportés comme
le curcumin qui pourrait inhiber DENV-2 (203).

7.2 Approches vaccinales

Des vaccins sont disponibles contre YFV, TBEV, JEV et DENV. Différents types de vaccins
ont été développés : vaccin vivant atténué, inactivé, vaccin chimérique, vaccin a8 ADN ou
encore des vaccins a sous-unité.

Le premier vaccin développé est celui contre YFV. A I’origine le vaccin a été généré par des
passages successifs de la souche YFV-Asibi sur des tissus de souris et de poulet. Deux sous-
types de 17D sont actuellement utilisés pour la manufacture du vaccin : 17DD par Bio-
Manguinhos au Brésil et 17D-204 sous le nom de Stamaril® par Sanofi Pasteur en France,
I’Institut Pasteur au Sénégal, I’institut Chumakov en Russie et sous le nom de YF-VAX® par
Sanofi Pasteur aux USA et YF Vaccine Live en Chine. Encore aujourd’hui, le vaccin produit
par Sanofi Pasteur est amplifié sur ceufs. Une seule immunisation entraine plus de 98% de
séroconversion et un taux d’anticorps neutralisants persistants sur plus de 30 ans. Des effets
secondaires ont été répertoriés : 38.3/100 000 doses ont provoqué des fiévres, rougeurs et
douleurs au site d’injection. Des troubles sévéres ont également été reportés dans une
proportion comprise entre 1.1 et 4.7/100 000 doses comme des troubles neurologiques ou des
atteintes hépatiques similaires a une infection naturelle (204). Des contre-indications a la
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Figure 12: Construction du vaccin CYD-TDV Dengvaxia®. D’apres (205,2006)

Il s’agit d’un vaccin tétravalent obtenu par clonage des genes codant les protéines prM et E
des souches Dengue 1 Thailandaise PUO-359/TVP-1140, Dengue 2 Thailandaise PUO218,
Dengue 3 Thailandaise PaH881/88 and Dengue 4 Indonésienne 1228/TVP-980 dans I’ADN
complémentaire codant pour le génome de la souche YF-17D 204 délétée de ses génes codant
les protéines prM et E.
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vaccination sont ainsi émises pour les enfants de moins de 9 mois, les personnes
immunodéprimées et les femmes enceintes (207).

Le vaccin 17D est aujourd’hui utilisé pour développer d’autres vaccins contre d’autres
flavivirus, ses parties non structurales servant de support dans des vaccins chimériques. C’est
le cas du vaccin chimérique ChimeriVax-JE contre la JEV, commercialisé en Thailande et en
Australie par Sanofi Pasteur basé sur le squelette de 17D dans lequel les protéines pr-M et E
sont remplacées par les protéines de la souche JEV SA14614-2. Une approche vaccinale
similaire contre ZIKV est ¢également envisagée (208,209).

Enfin, le seul vaccin contre DENV actuellement commercialisé utilise également cette
technologie de chimére. Il s’agit du vaccin CYD-TDV Dengvaxia® développé par Sanofi
Pasteur. Il s’agit d’un vaccin tétravalent obtenu par clonage des génes codant les protéines
prM et E des souches Dengue 1 Thailandaise PUO-359/TVP-1140, Dengue 2 Thailandaise
PUO218, Dengue 3 Thailandaise PaH881/88 and Dengue 4 Indonésienne 1228/TVP-980 dans
I’ADN complémentaire codant pour le génome de la souche YF-17D 204 délétée de ses genes
codant les protéines prM et E (Fig. 12). Le vaccin est composé d’un mélange lyophilisé
unidose des quatre valences a 5log;(DICCsy de chaque sérotype (205). Enregistré pour la
premicre fois en 2015 au Mexique, il est recommandé pour des individus de 9 a 45 ans
vivants dans des zones endémiques. Son efficacité de protection a tout d’abord été évalué en
Thailande en phase 2b (210) puis a plus grande échelle sur 2 études cliniques en phase III en
2014 comptant plus de 30 000 participants agés de moins de 16 ans (211,212).Les participants
des 2 études ont regu 3 doses de vaccin au cours de la premiere année. Les taux d'efficacité
globale pour la dengue symptomatique au cours des 25 premiers mois étaient de 60,3% (IC a
95%, 55,7 a 64,5) pour tous les participants des deux études de phase IIl. Des analyses
complémentaires ont récemment confirmé les observations préliminaires d'un role majeur de
l'exposition antérieure au virus de la dengue dans la performance des vaccins. Les niveaux
d'efficacité étaient statistiquement significatifs chez les participants séropositifs mais restaient
faibles a modestes chez ceux qui étaient séronégatifs (213).

D’autres vaccins sont également en voie de développement parcourant les différentes phases
cliniques (pour revue récente voir : (204,214)). Les approches vaccinales contre les flavivirus
restent encore un défi aujourd’hui. Certaines pathologies comme celles induites par WNV et
ZIKV n’ont pas encore de vaccins approuvés. De plus, méme lorsque le produit est
commercialisé, la vaccination rencontre des succeés variables dus en partie a la nécessité
d’administration répétée pour une immunité efficace (ex tous les 4 ans pour TBEV). La
variabilité qui existe au sein d’une méme espece de virus augmente également la difficulté de
production de vaccins efficaces. C’est le cas de DENV ou ’existence des 4 sérotypes rend
difficile la découverte d’un vaccin efficace contre ’ensemble des sérotypes. Néanmoins, les
bénéfices de la vaccination contre les flavivirus restent indéniables comme 1’illustre I’exemple
du programme de vaccination contre TBEV conduit en Autriche : le taux de couverture de
85% a eu pour conséquence de diminuer drastiquement le taux d’incidence qui est passé de
5,7/100 000 personnes (moyenne de 1972 a 1981) a 0,9/100 000 (moyenne de 2002 a 2011)
(204).

59



(A)

Sinusoide hépatique

Veine centrale

Hépatocytes Canalicule biliaire

Cellules endotheliales
Veine centrale

Sinusoide hépatique
Canalicule biliaire

Hépatocytes
Espace porte

Lobules hépatiques Branche canal biliaire

Branche de la veine porte

Branche de I'artére hépatique

Hépatocytes et sinusoides

(B)

Canal biliaire

Hépatocytes

\: . . Espace de Disse
Canalicule
. L biliaire
Artére hépatique

Figure 13 : Architecture du foie (A) Représentation schématique de 1’organisation d’un
lobule hépatique. Il s’agit de ’unité structurale et fonctionelle du foie. Traduit de (215) (B)
Organisation du foie en travée -Traduit de (216). KC : Cellules de Kupffer ; LSEC : cellules
endothéliales des sinusoides du foie ; HSC : cellules étoilées du foie.
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Partie 2 : L’ atteinte hépatique dans le cadre
d’une infection par DENV et par YFV

Les maladies de la dengue et de la fiévre jaune sont toutes deux caractérisées par des
symptomes a fievres hémorragiques ayant un fort impact sur la santé publique a 1’échelle
mondiale. Elles sont causées par des virus phylogénétiquement proches, maintenus dans
I’environnement dans un cycle écologique similaire. Les formes séveres des maladies sont
caractérisées par une atteinte multi-organes en particulier une atteinte au niveau du foie.

1. Le foie

Avec ses 1,5 kg, le foie est le plus gros organe du corps. Il est situ¢ du c6té droit de la cavité
abdominale, sous le diaphragme, protégé par les cotes.

1.1 Architecture et composition cellulaire

Le foie est entouré d’une capsule conjonctive fibreuse, ou capsule de Glisson, dont les
prolongements divisent le foie en plus de 100 000 lobules d’environ 1 a 2 millimeétres qui
représentent 1’unité anatomique du foie (Fig. 13). Chaque lobule hépatique est une structure
hexagonale avec au centre la veine centrale (ou centolobulaire) a partir de laquelle les
hépatocytes forment des travées a disposition radiaire. Aux coins extérieurs de 1’hexagone se
trouvent des espaces portes appelés espaces portes de Kiernan. Chacun de ces espaces
contient une branche de la veine porte, une branche de I’artére hépatique et une branche du
canal biliaire. On dénombre ainsi trois zones au sein d’un lobule : la zone portale, proche de
I’espace porte, la région centrolobulaire, proche de la veine centrale et au milieu des deux, la
région midzonale.

Le sang arrive au foie par deux voies. La premiere voie est celle de la veine porte ou le sang
provient des organes rate, pancréas, intestin et est donc riche en nutriments et pauvre en
oxygene. Cette veine se divise dans le foie en un réseau de sinusoides séparant les travées
d’hépatocytes et dont le sang va représenter 75% du volume sanguin du foie. La deuxiéme
voie est celle de 1’artére hépatique issue directement du tronc cceliaque transportant un sang
riche en oxygene et pauvre en nutriments. Elle constitue un réseau de capillaires en continuité
avec les sinusoides veineux.

Les hépatocytes, aussi appelés cellules parenchymateusees, sont les principales cellules du
foie (60-70% des cellules) (217). Ils conditionnent et supportent les principales fonctions
hépatiques. L’organisation des hépatocytes en travée leur confére une forme polarisée a 3
domaines, essentielle pour la sécrétion biliaire et le métabolisme hépatique. La partie basale
ou domaine canaliculaire concourt a la constitution des canalicules biliaires. Les canalicules
biliaires n’ont pas de paroi propre, leur paroi est constituée de la membrane plasmique des
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hépatocytes : chaque hépatocyte a une dépression qui forme la moitié d’un canal, et c’est
I’accolement de ces 2 hémi-canaux qui forme les canalicules. Ces canalicules se jettent dans
des canaux biliaires qui eux sont bordés de cellules spécialisées appelées cholangyocytes
représentant 3% des cellules de foie (217). Le domaine latéral des hépatocytes consiste en une
interaction inter-hépatocytes. La partie apicale ou domaine vasculaire est le coté par lequel
I’hépatocyte est en contact avec les capillaires sinusoides, par I’intermédiaire de 1’espace de
Disse (218).

Les sinusoides sont bordés de cellules endothéliales appelées LSEC (pour Liver Sinusoid
Endothelial Cells). Ce sont des cellules hautement spécialisées, différentes des cellules
endothéliales qui tapissent la veine porte ou 1’artere hépatique, caractéris€es notamment par
l'absence d’expression des molécules d’adhésion E et P-sélectine. Ainsi, elles ne constituent
pas un endoderme jointif mais fenestré permettant le transfert de molécules et protéines du
sang vers les hépatocytes. Attachées a la paroi sinusoidale, les cellules de Kupffer (KCs) sont
des macrophages hépatiques résidents représentant environ 2% des cellules du foie. Ils jouent
le role de phagocytes et de sécréteurs de protéases et de cytokines (219).

Entre les cellules endothéliales et les hépatocytes se trouve 1’espace de Disse qui contient les
cellules étoilées (ou cellules de Ito) représentant environ 1,5% des cellules de foie (217). Ces
cellules qui stockent la vitamine A sont responsables de la synthése de facteurs de croissance
(ex : HGF) et ont un réle important dans les processus de fibrose hépatique.

Enfin, des cellules immunitaires résidentes sont retrouvées dans le foie a savoir des cellules
dendritiques (DCs), des cellules NK (Natural Killer) et des cellules NKT. Le foie est
constamment exposé¢ a des antigénes non dangereux liés aux produits alimentaires et
commensaux issus du tractus gastro-intestinal. Lorsqu’il rencontre un pathogene, il doit donc
exercer une réponse immunitaire appropriée contre celui-ci tout en maintenant une tolérance
vis-a-vis du soi et des antigénes du non-soi non dangereux.

1.2 Fonctions

Le foie est un organe filtrant essentiel au métabolisme et a 1’assimilation d’un ensemble de
molécules provenant de la circulation sanguine et des voies digestives. Il participe activement
a plusieurs fonctions :

- métabolisme glucidique : stabilisation du taux de glucose dans le sang grace a sa
capacité de captation et d’entrep6t du glucose sous forme de glycogeéne et au besoin,
dégradation du glycogeéne en glucose.

- métabolisme protidique : synthése de la majeure partie des protéines plasmatiques y
compris 1’albumine et la plupart des globulines autres que les gammaglobulines.
L’albumine a un role important dans le maintien de la pression osmotique et joue
¢galement un role dans le transport de certaines hormones, protéines et vitamines. Les
globines comprennent les facteurs de coagulation suivants: le fibrinogeéne, la
prothrombine (facteur II) et les facteurs V, VII, IX et X qui participent activement a la
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Figure 14 : Hépatocytes et réponses immunitaires. Traduit de (220). Suite a I’invasion d’un
pathogene, les cytokines sécrétées notamment par les KCs et les DCs entrainent une cascade
de signalisation conduisant a la production des protéines de la phase aigiie a travers
I’induction de la cytokine IL-6 (gauche). Les hépatocytes sont également capables de
répondre directement a I’invasion de pathogénes griace a 1’expression de PRRs. Suivant les
PRRs activé la réponse engendrée peut étre ’activation de I’inflammasome, de 1’apoptose ou
encore de la sécrétion IFN (pour plus de détails voir partie 1, section 6.1 de ce document). Les
hépatocytes sont aussi des cellules présentatrices de 1’antigéne non conventionnelles
exprimant CMH-I et CMH-II. L’activation des LTs CD8+ peut conduire a une activation
abortive due a I’absence des molécules de co-stimulation ou les hépatocytes sont aussi
capables d’internaliser les LTs puis de les dégrader.
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- formation des caillots sanguins et donc a I’hémostase. Le foie est aussi le siege de la
dégradation de la plus grande partie des acides aminés en les catabolisant en urée.

- métabolisme lipidique : captation notamment des acides gras et estérification en
triglycérides. Il est aussi le lieu de synthése majoritaire du cholestérol, constituant
majeur des membranes cellulaires nécessaire a la formation des sels biliaires. Ces sels
biliaires sont responsables de la formation de la bile, indispensable a la digestion des
aliments.

- Détoxification : Grace a son systéme enzymatique tres riche, le foie métabolise de
nombreuses substances toxiques (par exemple I’alcool) afin de les empécher de passer
dans la circulation générale de I’organisme. Lorsque le foie n’est pas en mesure
d’exercer cette fonction, par exemple dans le cas d’une cirrhose, les conséquences sur
I’organisme vont étre trés importantes pouvant notamment causer de I’inflammation
dans le cerveau.

La quasi-totalité des fonctions exercées par le foie sont réalisées par les hépatocytes. De ce
fait, ils produisent et contiennent un grand nombre d’enzymes présentes au niveau de leur
réticulum endoplasmique (RE) lisse et dans leurs microsomes.

Le métabolisme hépatique est sensible a un ensemble de paramétres physico-chimiques liés a
I’age, au sexe, la flore intestinale, un contexte pathologique ou encore a un polymorphisme
génétique (221-225).

1.3 Les hépatocytes, des agents immunologiques :

Les hépatocytes participent activement a la réponse immunitaire innée (Fig. 14).

Ils vont tout d’abord jouer un role central dans la mise en place de la phase aigiie en réponse
aux cytokines sécrétées par les DCs et les KCs principalement TNF-a, IL-1a et IL-6 (226).
Les protéines de la phase aigiie (APP) sont exclusivement produites par le foie et plus
précisément par les hépatocytes. Elles forment un groupe hétérogene de protéines
plasmatiques et sont des composants critiques pour restaurer I’homéostasie apres 1’infection.
Ces protéines ont des fonctions :

- hémostatique comme c’est le cas par exemple du fibrinogene, de la prothrombine ou
encore du facteur de coagulation VIII.

- microbicide et phagocytique comme c’est le cas par exemple des molécules du
complément dont nous avons ¢voqué le role dans la protection et la pathogenese des
flavivirus dans la section 7.2 de la partie 1. 80% a 90% des composants du systéme du
complément sont synthétisés par les hépatocytes (227).

- anti-thrombotique comme c’est le cas par exemple de 1’ al-acid glycoprotéine.

- anti-protéolytique comme c’est le cas de 1’al-antitrypsine qui protege les tissus des
enzymes produites par les cellules inflammatoires.
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Les hépatocytes sont aussi la source majeure de PRRs solubles de 1’organisme. Ces PRRs
vont avoir deux fonctions principales: ’activation du complément et 1’opsonisation des
pathogénes favorisant leur phagocytose. 4 classes majeures de PRRs solubles sont identifiées:
les collectines, les pentraxines, les lipides transférases, et les protéines reconnaissant les
peptidoglycanes. Ces protéines sont sécrétées dans la circulation sanguine jouant un role
important dans I’immunité innée locale et systémique (227).

Les hépatocytes vont aussi répondre directement aux agressions environnantes grace a
I’expression de PRRs et leur capacité a sécréter des cytokines et chimiokines anti et pro-
inflammatoires. De plus, ils peuvent interagir localement avec les cellules professionnelles de
I’immunité innée, comme les NKs via leur CMH-I ou les NKTs via leur CD1d, mais
¢galement avec les cellules professionnelles de I'immunité adaptative. En effet, les
hépatocytes expriment le CMH-I et sous certaines conditions inflammatoires sont capables
d’induire I’expression de CMH-II. Ainsi, des études in vitro et in vivo démontrent que les
hépatocytes sont capables de présenter des antigénes aux LTs naifs, les classant ainsi dans les
cellules présentatrices de 1’antigéne (APC) non conventionnelles. Néanmoins les hépatocytes
n’exprimant pas les molécules de co-stimulation nécessaires a la pleine activation des LTs,
I’interaction des hépatocytes avec les LTs va conduire a une activation abortive entrainant la
mort des LTs. Remarquons que les LSEC sont aussi des APC non conventionnelles (220,228).

L’activation des voies de I'immunité innée va avoir un impact non négligeable sur les
fonctions métaboliques des hépatocytes. En effet, il est aujourd’hui bien établi qu’une
interaction étroite existe entre immunité et métabolisme (225). Les récepteurs nucléaires
illustrent parfaitement cette interaction. Parmi ces récepteurs, on retrouve le récepteur X du
prégnane (PXR) et le récepteur constitutif d'androstane (CAR), acteurs majeurs de la fonction
de détoxification entéro-hépatique (229). L’expression de ces récepteurs peut étre étroitement
régulée par des médiateurs pro-inflammatoires. L’IL-6 et 'IL-1p sont par exemple capables
d’inhiber I’expression de ces récepteurs (230,231). De plus, une inhibition fonctionnelle entre
NF-kB et PXR a été révélée : I’activation de NF-xB inhibe 1’induction du CYP3A4 par le
PXR in vivo (232) et in vitro (233). A I’inverse, les récepteurs nucléaires peuvent aussi
directement jouer sur I’'immunité innée. C’est le cas de LXR et PXR qui peuvent inhiber
I’activité¢ de NF-kB (229,234) ou encore de PXR qui serait capable d’induire I’expression des
TLR-2, -4, -9 et NLR, NOD-1 and -2 et NLRP3 (235).

2. Mise en évidence de I'atteinte hépatique chez des
patients infectés par DENV et YFV : données cliniques et
histologiques

La sévérité du disfonctionnement du foie dans le cas de YFV est considérée comme unique
parmi les virus hémorragiques. Pour autant, trés peu d’études répertoriant des données
cliniques attestant de I’atteinte hépatique ont été reportées dans la littérature. A contrario,
dans le cas de la DENV, de nombreuses études de cohortes prospectives et rétrospectives ont
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¢été menées pour évaluer I’atteinte hépatique. Pour cela, des données médicales ont été suivies
sur des périodes plus ou moins longues sur des patients atteints plus ou moins sévérement.

2.1 Données d’observation clinique

En moyenne, pres de 40% des patients infectés par DENV manifestent une sensibilité a la
palpation au niveau de I’hypochrondrium droit (236). De plus, une augmentation du volume
du foie appelée hépatomégalie, est retrouvée dans 24 a 100 % des cas selon les études (237—
239). Dans le cadre d’une méta-analyse réalisée en 2013, I’hépatomégalie a ¢été
préférentiellement associée a la forme sévere de la dengue (240). Des cas d’hépatomégalie ont
¢galement été répertoriés chez les patients atteints de YFV dans une proportion, qui a notre
connaissance, est inconnue. De maniére générale, [’hépatomégaliec peut éEtre liée a
I’accumulation de lipides dans les hépatocytes, a une obstruction des canaux irrigants
(cholestase, congestion), a un abces ou a une inflammation importante (241).

Dans 2 a 29% des cas de dengue, une jaunisse est reportée classant ce parameétre dans les
manifestations atypiques de la Dengue (242-244). Dans le cas de YFV, la fréquence de
jaunisse est plus importante et peut atteindre 70% des cas (245). Ce symptOme est
significativement associ¢ a un risque de mortalité plus €élevé puisque qu’on dénombre parmi
les personnes atteintes de jaunisse, un taux de mortalité variant entre 20 et 50% (245). La
jaunisse ou ictere est liée a une augmentation du taux de bilirubine libre ou conjuguée dans le
sang. Elle peut avoir plusieurs origines : une hémolyse rapide de globules rouges, une
insuffisance hépatique, ou une anomalie du transport canaliculaire li¢ par exemple a une
obstruction des canaux biliaires ou a I’action de certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-1
et IL-6) qui peuvent inhiber le transport (246).

2.2 Données biologiques et biochimiques
Pour évaluer I’atteinte hépatique, différents tests fonctionnels peuvent étre réalisés afin de
mesurer la quantité d’enzymes et des protéines spécifiques dans le sang.

2.2.1 Les transaminases

Classiquement, les taux d’aspartate transaminase (AST) et d’alanine transaminase
(ALT) sont mesurés. Les AST sont principalement exprimées par les cellules musculaires
cardiaques et squelettiques mais aussi par les hépatocytes. Les ALT sont quant a elles
principalement produites par les hépatocytes. Il s’agit d’enzymes cytoplasmiques. Leur
présence dans leur sang est donc le signe de dommages cellulaires.

Chez 65 a 96% des patients atteints de dengue, le taux de transaminase est retrouvé
¢levé avec une persistance pouvant atteindre jusqu’a 60 jours apres les premiers symptomes
(236,238,243,247,248). De nombreuses études cliniques établissent le degré de sévérité de
’atteinte hépatique en fonction de la quantité de transaminases détectée dans le sang. Ainsi, le
grade, ou I’atteinte hépatique est la plus sévere, est caractérisé par un taux de transaminases
au moins 10 fois supérieur a la normale (> 300 UI/L). Il regroupe prés de 4% des patients
(247,249). Enfin, une étude observant le taux de transaminases chez des patients infectés par
DENV-1, DENV-2 et DENV-3 montrent que seuls les patients infectés par DENV-2 et
DENV-3 ont un taux d’ALT significativement plus élevé que le controle suggérant que
certains sérotypes de DENV pourraient favoriser des dommages hépatiques (250).
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Le taux de transaminases dans le cas de DENV est préférentiellement associé a la sévérité de
la maladie (240).

C’est ¢galement le cas pour YFV ou le taux de transaminases est directement corrélé a
la sévérit¢ de la maladie et ou les patients qui survivent ont une concentration de
transaminases significativement plus faible que ceux qui ont un pronostic mortel (88,251).
Cependant, le taux de ces enzymes dans le cas de YFV semble drastiquement supérieur a
celui observé dans les cas de DENV. En effet, dans une étude réalisée au Brésil, les groupes a
symptomes dits faibles (asymptomatique ou fievre) et séveéres présentent des taux de
transaminases médians autour de 650 UI/L et 1670 UI/L respectivement soit 20 a 40 fois
supérieurs a la normale (245). Ces données suggerent que les dommages hépatiques observés
dans le cas de YFV seraient beaucoup plus importants que dans le cas de DENV.

Etonnamment, contrairement a ce qui est retrouvé dans les infections par les virus de
I’hépatite B et C (HBV et HBC), le taux d’AST chez les patients atteints de DENV et YFV est
souvent retrouvé supérieur a celui des ALT. L’atteinte des muscles cardiaques et squelettiques
dans le cas des infections par ces deux flavivirus pourrait expliquer cette observation (88,236)

2.2.2 Autres protéines

Outre le taux de transaminases, le taux d’albumine dans le sang est également
quantifié. Chez certains patients atteints de dengue, le taux d’albumine se retrouve diminué.
Ce parameétre est associ¢ a la sévérité de la maladie (240). Néanmoins, il faut noter que
certaines ¢tudes n’associent pas ce parametre a une atteinte du foie mais plutdt a une atteinte
du rein. En effet, ’albuminémie serait liée a une augmentation de la perméabilité rénale
expliquant la forte concentration d’albumine dans les urines.

Le taux de bilirubine, qui peut directement tre associé¢ a la jaunisse, est retrouvé
¢galement ¢€levé chez certains patients atteints de DENV (244). Dans le cas de YFV, tout
comme la jaunisse, ce taux a été significativement associé¢ a un risque plus ¢levé de mortalité
(245,251).

Plus rarement, les taux de créatine kinase, d’alkaline phosphatase et de gamma-
glutamyl transferase sont mesurés et retrouvés parfois altérés chez les patients atteints de
DENV et de YFV (243,248,251).

2.2.3 Coagulation
Lorsqu’une rupture d’un vaisseau sanguin subvient, l’organisme réagit par la
formation d’un caillot limitant la fuite plasmatique et permettant la réparation du vaisseau.
Plusieurs étapes sont nécessaires a la formation d’un caillot :
- D’agglutination de plaquettes au niveau de la bréche
- Dactivation des facteurs de coagulation. Celle-ci conduit a la conversion du
fibrinogeéne soluble en fibrine insoluble.
- I’association de la fibrine soluble aux plaquettes.
On voit donc que différents facteurs peuvent favoriser une hémorragie : la réduction du
nombre de plaquettes, la réduction du taux de facteurs de coagulation ou la réduction de leur
activité.
La réduction du taux de facteurs de coagulation peut résulter soit d’une consommation
intravasculaire, soit d’une synthése altérée par le foie (252). La coagulopathie de
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consommation (ou coagulation intravasculaire disséminée) est visible par la formation de
petits caillots sanguins qui consomment les facteurs de coagulation rendant la coagulation
anormale. En général, elle n'est pas une cause majeure de saignement mais peut le devenir en
cas d’activation simultanée du systéme de lyse de la fibrine. Afin d’évaluer la fluidité du sang,
des mesures du taux de prothrombine (TP) et du temps de thromboplastine partielle (TTP)
sont effectués. Ces mesures exprimées en secondes quantifient la vitesse de coagulation du
sang permettant de faire une estimation du taux de certains facteurs de coagulation.

Dans le cas de YFV, une réduction des facteurs de coagulation II (ou trombine), V,
VII, IX, et X et une prolongation du TTP et du TP ont été démontrées. L’hémorragie dans la
fievre jaune survient en cas d'atteinte hépatique marquée. La réduction de la synthése des
facteurs de coagulation par le foie est probablement I'explication prééminente des
saignements anormaux. Cependant, des tests indiquent qu’un syndrome de coagulation
intravasculaire disséminée a aussi ét€ visualisé (88).

D’apres T.P. Monath et al., chez les patients atteints de dengue sévere, la fonction
hépatique et la synthése des facteurs de coagulation sont relativement bien maintenues par
rapport a la fievre jaune (88). Il est vrai qu’en général, dans le cas de la DENV, de 1égéres
diminutions des taux des facteurs II, V, VII, VIII, IX, X et XII sont observés associés a une
TPP normal ou légérement prolongé, tandis que la réduction des taux de fibrinogeéne et de
plaquettes est beaucoup plus importante (253,254). De fagon intéressante, des anticorps anti-
thrombine capables aussi bien d’une activité anti-thrombine et pro-fibrinolytique ont été
détectés dans le sang de patients atteints de DENV (255). L’ensemble de ces points seraient
donc plutot en faveur que le foie n’a pas un role prépondérant dans la coagulopathie observée
dans le cas de DENV (252).

2.2.4 Atteinte hépatique aiglie

L’ensemble des parametres décrits ci-dessus peut aider a diagnostiquer une atteinte hépatique
aiglie. Elle est définie par une évidence d’une coagulation anormale associée a une altération
mentale (encéphalopathie) chez des patients non atteints de cirrhose. Dans le cas de la dengue,
les atteintes hépatiques aigues sont rares, d’une incidence allant de 0.31% a 0.77%. Elles sont
fortement associé¢es a un taux de mortalité ¢levé (256) si le patient ne regoit pas les soins
appropriés (257). Dans le cas de YFV, le taux d’incidence n’est pas reporté dans la littérature,
mais ce cas de figure est suffisamment fréquent pour que des cas de transplantation du foie
aient été effectués (199).

2.2.5 Limites

Il est difficile d’établir au sein d’une étude si un paramétre peut €tre associé ou non a la
sévérité de la maladie. En effet, les études comportent souvent un nombre de patients limité et
les prélévements sont réalisés alors que les patients sont rarement au méme stade de la
maladie (asynchronisation). Il est également trés rare que les études comportent des patients
sans signes de progression vers une forme sévere et enfin, les études posseédent généralement
des populations de patients treés hétérogenes en termes d’age, de genre, ou encore de facteurs
de prédisposition (obésité, malnutrition, alcool).
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2.3 Données sur coupes histologiques

Des analyses histologiques ont été réalisées sur des foies de patients décédés suite a une
infection par DENV et YFV. De maniére générale, des dommages parenchymateux sont
retrouvés. Le tissu a une architecture altéré parfois méme décrit comme friable dans certains
cas de YFV (258). De plus, des dérégulations métaboliques sont observées avec ’apparition
d’une rétention anormale de lipides au sein des hépatocytes, visualisée soit sous forme de
petites vacuoles autour du noyau (microstéatose) soit de grosses vacuoles avec déplacement
du noyau en périphérie (macrostéatose). Ces stéatoses sont essentiellement présentes dans la
région midzonale pour YFV et au niveau de I’espace porte dans le cas de la DENV. Des zones
nécrosées sont également constatées avec a proximité la présence de corps de Councilman
caractéristique d’une nécrose acidophile. Des cellules apoptotiques caractérisées par une
dégénération des noyaux et un gonflement des mitochondries sont aussi observées. Enfin, des
techniques d’immunohistochimie et d’immuno-électromicroscopie ont permis de mettre en
¢vidence la présence d’antigenes de DENV et YFV principalement dans les hépatocytes mais
aussi dans les cellules de Kupffer. La détection des antigénes NS3 et de I’ARN viral a permis
de valider que les virus se répliquent au sein de ces cellules (259,260). Dans certains cas,
DENYV a également été détecté dans les cellules endothéliales du foie associé ou non a la
détection d’une réplication virale (d’apres les revues (88,236,261)).

Comme ces résultats sont des descriptions sans véritables données chiffrées et réalisées par
différents laboratoires il est difficile de comparer la sévérit¢ des dommages liée aux infections
de YFV et DENV. Il existe quelques données chiffrées dans les cas de dengue ou le
pourcentage de cellules infectées est répertorié. Celui-ci est trés variables allant de plus de
90% d’hépatocytes infectées a 4-7 hépatocytes/0,96mm? de tissu (260). A notre connaissance,
dans le cas de fiévre jaune, aucun dénombrement n’a été reporté dans la littérature.
Cependant, dans les deux cas, certaines études ne détecte aucun antigene dans le foie (262—
264) . La technique de détection utilisée et la préparation des échantillons peuvent avoir un
impact sur la détection des antigénes. En effet, I’étude de J.A.S. Quaresma ef al., montre une
détection d’antigénes de YFV dans les hépatocytes par immunohistochimie alors qu’en
microscopie ¢lectronique aucune particule infectieuse n’est visualisée (263). Une seule ¢tude
compare avec une technique similaire des échantillons de YFV et de DENV. Dans cette étude,
les antigenes de DENV sont retrouvés essentiellement dans les KCs, et en faible quantité dans
I’endothélium. Aucune zone de nécrose n’est décrite mais des congestions vasculaires sont
observées, associées a une infiltration de cellules immunitaires. Dans le cas de YFV, les
antigénes viraux ont été détectés occasionnellement dans les cellules de Kupffer et
majoritairement dans les hépatocytes de la région midzonale dans ou proche des zones
nécrotiques.

Aussi bien dans le cas de DENV que YFV, une inflammation et une infiltration de cellules
immunitaires ont pu étre visualisées sur les coupes histologiques. Dans le cas de YFV, les
coupes histologiques montrent que la majorité des cellules recrutées sont des LTs CD4+. Des
LTs CD8+, des lymphocytes B, des NKTs et des DCs sont aussi visualisées (265,266). En
comparaison des dommages observés, beaucoup d’auteurs reportent que le nombre de cellules
recrutées est faible (263). Alors que d’autres hépatites virales endommagent le foie
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Primates non humains

Modeéle Alouatta sp Macaque Rhesus Macaque Rhesus
Voie d'injection infection naturelle ? IP
Virus YFV sou.chelnon YFV sou.chel non o
renseignée renseignée YFV souche non renseignée
Dommage du foie +++ +++ +++
Enzymes hépatiques AST/ALT (24h avant lamort)
Dégénération des hépatocytes +++ +++ +++ (24h avant la mort)
Stéatose +++ +++
Hyperplasie des KCs + ++ (1ere cellules infectées)
Infiltration
de cellules immunitaires 19/98
endothélium préservé
Hémorragie du foie extravasion des GRs
hémorragies (2/3)
Références (269) (258) (88)
Hamster Souris

Modele M. Sauratus M. Sauratus Al129

Voie d'injection IP 10° TCID, IP 10° TCIDs, SC 10* PFU

Virus Jimenez adaptée Jimenez adaptée Asibi

Dommage du foie rég;:;nzl:;stion +++

Enzymes hépatiques

AST et ALT élevés (4-6 X)
Bilirubie total élevée

Dégénération des

Nécrose massive puis

hépatocytes regénération +++ +++
Microstéatose dans 85-

Stéatose 100% lobule puis

résorption F++
Infiltration cellules
immunitaires +++ 4

congestion

Hémorragie du foie vasculaire

dépot de fibrine

Autres observations

Hepatomégalie
Ictere du foie

Icteric serum

Références

(267) (268) (167)

Tableau 3 : Evaluation de I’atteinte hépatique suite a une inoculation de YFV dans
différents modeles animaux
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indirectement par le biais de la réponse immunitaire cellulaire, la fievre jaune provoque une
infection cytopathique directe des hépatocytes (270).

Dans le cas de la DENV, il n’est pas encore établi si la majorité des dommages sont liés a des
effets directs du virus, au systéme immunitaire ou a ’interaction des deux. L’infiltration de
cellules mononucléaires comme des macrophages ou des lymphocytes a été observée avec la
présence de macrophages hyperplasiques marquant leur activité. Dans [’étude de
Bhamarapravati N et al., sur 100 foies de patients examinés, 64 cas d’infiltration de cellules
immunitaires sont repportés (271). Dans I’étude de Huerre et al., sur 5 foies analysées, 4
montrent une histopathologie mais non associés ou trés faiblement a une réponse
inflammatoire (272).

3. Mise en évidence de I'atteinte hépatique dans le cas
d’animaux infectés par DENV et YFV : données cliniques et
histologiques

3.1 Atteinte hépatiques chez les animaux infectés par YFV
La souris, le hamster et les primates non humains (NHPs) sont utilisés comme modéles
animaux pour ¢étudier la pathogenese de YFV (Tab. 3).

3.1.1 Modele NHPs

Certaines espéces de NHPs étant des hotes naturels de YFV, les changements
histopathologiques suite a une infection naturelle ont pu étre reportés. Dans 1’étude de Leal
SG et al., les 1ésions les plus fréquemment observées sont retrouvées au niveau du foie. Ces
Iésions sont caractérisées par une apoptose et une nécrose des hépatocytes de la région
midzonale associées a une stéatose. Une infiltration de cellules mononucléaires est mise en
¢vidence dans 19 foies sur 98 observés (269).
Des expériences réalisées chez le macaque Rhésus montrent également que le foie est
I’organe qui a les 1ésions les plus frappantes. Son aspect est friable avec une déstructuration
des tissus. Une microstéatose est souvent retrouvée dans la région midzonale. Il semble
cependant que I’accumulation de lipides chez I’animal soit plus importante que celle
observée. De plus, une nécrose est aussi visualisée avec une dégénération des hépatocytes
dans la région midzonale. Une hyperplasie des KCs est observée mais en plus faible quantité
que chez I’homme. L’endothélium des sinusoides est préservé (258).
Un des avantages des modéles animaux est qu’ils offrent la possibilit¢ de suivre plus
facilement la progression de la pathologie hépatique a différents intervalles apres I’infection.
C’est le cas de I’étude de Monath ef al. qui montre qu’aprés une injection intrapéritonéale de
YFV chez le singe Rhésus, les KCs sont les premieres cellules a étre infectées. Une virémie
est ensuite détectée suggérant une virémie secondaire libérée par le foie. En paralléle, le virus
est détecté dans les hépatocytes puis les organes lymphoides secondaires. La dégénérescence
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Souris

Modele

C56BL/6 C56BL/6 AG129
Voie d'injection IV 10® PFU IV 10® PFU IP 10° vs10’ PFU
Virus DENV-2 DENV-2 DENV-2
Détection antigéne dans foie oui dés 14 h.p.i quantité virus 10* = 10’
AST et ALT augmentent J3-
J7

Enzymes hépatiques

(rg: virus inactivé ASL/ALT
augmentent aussi a J3)

10* (AST/ALT) < 10’

Dégénération des

Apoptose dépendante

. en partie des NKs et LT oui dommage 10*< 10’
hépatocytes
CD8+
Express&cérlm_SCXCLlo, avec dose 107,
i . . . . LT CD4+ (37%) lymphocytes agrégés
Immunité du foie Infiltration d'abord NKs LT CD8+ (63% ) dans zone porte et dans

(dépendant de CXCL10)
puis LT CD4+ et LT CD8+

sinusoides

Hémorragie du foie

avec dose 10, quelques
foyers hémorragiques

Autres observations

2nd inoculation: AST
augmentent rapidement
et infiltration LT aussi (%LT
CD8+)

Références

(273)

(274)

(275)

Tableau 4 : Exemples d’études démontrant une atteinte du foie dans le cas d’une
inoculation de DENV chez différents modéles murins

1102

78




1103
1104

1105
1106
1107
1108
1109
1110

1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120

1121
1122
1123
1124
1125
1126
1127
1128
1129
1130
1131
1132
1133
1134
1135
1136
1137
1138
1139
1140

des hépatocytes et I’élévation du taux d'enzymes hépatiques ne sont visibles que 24 heures
avant la mort des animaux (88).

La pathologie fievre jaune observée chez le singe est proche de celle observée chez
I’homme mais avec une sévérité beaucoup plus exacerbée. En effet, les singes Rhesus
meurent 5 jours apres inoculation du virus (276).

Le modele de singe a aussi servi a I’étude du vaccin 17D. A notre connaissance une seule
¢tude reportée dans la littérature évalue I’impact de 17D sur le foie. Seulement quelques foci
d’infection ont été observés au niveau de cet organe (277).

3.1.2 Modele hamster

Un mode¢le de pathogenése moins virulent que chez le singe a pu étre établi chez le hamster
syrien doré en utilisant des souches de YFV adaptées au modele (adaptation par passages
successifs). Dans 1’¢tude de Tesh RB et al., une cinétique a été réalisée chez le hamster.
L’infection de cellules de Kupffer n’y est pas mentionnée. Il est noté que la dégénérescence
des hépatocytes progresse rapidement entre le jour 2 et le jour 5 post-infection. Elle est
associée a une expansion de la microstéatose dans la quasi-totalit¢ de la zone
parenchymateuse. Ensuite, survient I’infiltration des cellules immunitaires au niveau du foie.
La nécrose diminue ainsi que 1’expansion de la microstéatose jusqu’a ce que les cellules se
régénerent et se multiplient (268).

3.1.3 Modele murin

Les souris sont naturellement résistantes a I’infection par les flavivirus. Le géne OAS1b a été
identifi¢ comme un des facteurs génétiques jouant un role dans cette résistance (278). Les
souris peuvent étre infectées par les flavivirus mais le titre de virus amplifiés sur ces tissus ex
vivo est 1000 a 10 000 fois plus faible que celui obtenu sur tissus d’animaux susceptibles a
I’infection (279). Pour pallier a cette résistance, des études ont recours a des souris dont le
systeme immunitaire est altéré. Néanmoins, le taux de survie chez ces souris peut parfois étre
compromis et ce méme en inoculant le vaccin 17D. Par exemple, I’étude de Lee et Lobigs
démontre qu’une inoculation sous cutanée de 17D dans une souris AG129, déficiente pour les
récepteurs des IFN-I et -II, résultent en la mort de 88% des souris associée a un taux d’AST
particulierement élevé (280). Des souris A129, déficientes seulement pour le récepteur aux
IFN-I, sont alors utilisées permettant notamment la comparaison de I’infection de YFV et de
17D (167). 1l apparait que YFV et YFV17D se distinguent facilement sur la base de la
morbidité, de la mortalité et de la pathogenése. Tout comme chez le singe, des antigénes
viraux peuvent étre détectés dans le foie suite a 1’inoculation du vaccin. Néanmoins
I’histopathologie provoquée est nettement moins sévere. L’infection par YFV présente un
viscérotropisme prononcé, provoquant une histopathologie séveére du foie et de la rate, en
corrélation avec une induction dérégulée des cytokines. De plus, contrairement a 17D, des
signes d'hépatomégalie et d’ictere du foie sont observés. Une microstéatose propagée sur une
grande partie du parenchyme lobulaire est également reportée.
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3.2 Atteinte hépatique chez les animaux infectés par DENV

3.2.1 Modele NHPs

Les modeles d’infection de la dengue incluent les macaques Rhesus et les chimpanzés.
Les deux modeles montrent une virémie détectable lors d’injection en sous-cutanée ou dans le
derme (281). Une limitation majeure de ce modéle pour étudier la pathogenése de dengue et
I’efficacité des vaccins est que l’infection conduit souvent a des symptomes subcliniques
(282) et ne récapitule pas les symptomes observés chez les patients. La thrombocytopénie par
exemple n’a jamais été observeé chez les NHPs mais une diminution modérée du taux de
plaquettes a quand méme ¢été documentée chez M. mulatta (282,283).
A notre connaissance aucune ¢tude n’évalue I’'impact de ’infection de DENV au niveau du
foie. Quelques études mentionnent que le virus peut étre détecté dans le foie (284) ou qu’un
taux anormal d’enzymes hépatiques peut étre détectée chez certains animaux (282) (285) et ce
quel que soit le sérotype de DENV injecté (286).

Enfin, des études de toxicité du vaccin CYD ont aussi été réalisées démontrant qu’

aucun signe d’infection du foie n’est observé apres une inoculation du vaccin (277).

3.2.2 Modele murin

Les premiers modeles de dengue ne reflétaient pas les signes cliniques observés chez
I’homme (287). Les souris immunocompétentes comme les souris A/J, BALB/c et C57BL/6
supportent une réplication de DENV mais les souris A/J et BALB/c meurent souvent apres
avoir développé une paralysie (288,289) suggérant une atteinte neurotropique qui n’est que
trés rarement reportée chez 1’homme.

Contrairement aux études réalisées chez le singe, de nombreuses €tudes décrivent le
signe d’atteinte hépatique dans le cas d’une infection DENV (Tab. 4) (274,290-293). Elles
montrent que le virus peut étre détecté dans le foie, que de ’apoptose d’hépatocytes et une
dérégulation légére des enzymes transaminases peuvent étre visualisée. De nombreuses études
cherchent a comprendre I’origine de cette atteinte hépatique. Différentes cytokines ont pu étre
détectées au niveau du foie suite a I’infection CXCL10, CCL2, CCL3 et CCLS5 suggérant le
recrutement de cellules immunitaires (273,294). L’¢tude de Sung et al. démontre que le
recrutement se fait en deux vagues. Une premicre consiste au recrutement des cellules NKs en
réponse a la sécrétion de CXCLI10, la deuxiéme permet le recrutement de LTs dont
principalement des LTs cytotoxiques. Ces cellules ont été montrées comme ayant une
responsabilité majeure des dommages hépatiques observés (273). Une deuxiéme inoculation
de virus conduit a une aggravation des dommages hépatiques associée a un recrutement plus
importants de LT CD8+ (274).

De plus, des souris déficientes en iNKT sont plus résistantes a ’infection sévere de
DENV et développent des dommages et une charge virale hépatiques moins importants. Les
iINKT semblent donc aussi impliqués dans la pathogenese hépatique observée chez la souris
(295). La mutation des chimiorécepteurs CCR4 ou CCR2 favorise aussi la protection et
diminue les dommages hépatiques méme si le titre viral au niveau du foie n’est pas différent
(294). CCR4 pourrait jouer un role important dans le recrutement et I’activation des iNKT et
des LT CD8+ (103). Enfin plus récemment la cytokine IL-22 a ét¢ démontrée comme jouant
un role dans la protection de la pathogenese du foie a I’inverse de IL-17A qui favoriserait les
dommages hépatiques (296). R.Guabiraba et B. Ryffell émettent I’hypothése que les NKs
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seraient la principale source d’IL-22 dans le parenchyme hépatique jouant un réle dans
I’hémostase du tissu tandis que les LT CD8+ produiraient eux massivement de I’IL-17 dans le
foie et contribueraient a une réponse inflammatoire massive responsable des dommages
hépatiques observés dans les cas séveres (103).

Les modéles murins de DENV seraient donc en faveur de dommages liés en majorité a
une réponse immunitaire dérégulée. Néanmoins, il faut garder en téte que, comme tout
modele, ce modele présente des limites a savoir I’utilisation parfois de souche DENV adaptée
a I’animal ou encore ’inoculation de virus a forte dose (10° PFU). Encore aujourd’hui, le
paralléle avec la pathogenése hépatique de I’homme n’a pas été établi.

4. Mise en évidence de I'atteinte hépatique dans le cas de
cellules infectées par DENV et YFV : données in vitro

4.1 Modele de foie in vitro :

Les hépatocytes étant les composants majoritaires du foie et assurant la majorité de ses
fonctions, ils constituent la plupart des modeles d’étude in vitro du foie. Le modele d’étude le
plus physiologique est celui des hépatocytes primaires (PHHSs) isolés directement a partir de
I’organe. Cependant, certains inconvénients limitent leur utilisation : (1) la variabilité inter-
donneurs. Elle peut avoir des conséquences directes sur le résultat expérimental et également
compliquer 1’établissement des conditions de culture (ex : difficulté d’adhésion sur le support
de culture pour certains lots de cellules) (2) culture a court terme. Les cellules vont
rapidement perdre leur phénotype en culture, en moins d’une semaine pour certains lots (3)
disponibilit¢ limitée des dons souvent associée a des donneurs ayant des pathologies
métaboliques du foie (ex : alcoolisme, diabéte, obésité).

Pour pallier a ces limites, la plupart des études utilisent des lignées hépatiques. Elles
possedent, de par leur propriété tumorale, la capacité de se diviser indéfiniment procurant
alors un avantage économique indéniable. Néanmoins, les mutations génétiques retrouvées
dans ces cellules peuvent éloigner la compréhension de mécanismes physiologiques. C’est le
cas par exemple de la lignée Huh-7 qui posseéde une faible expression du PRR, TLR-3, et dont
certains clones présentent des mutations dans le géne codant pour RIG-I (297). La lignée
HepG2 possede quant a elle des mutations induisant une faible expression des cytochromes
P450 (298). Les cellules HepaRG constituent une lignée particuliere puisque leur utilisation
nécessite une phase de différenciation cellulaire. Dérivées de cellules de carcinome
hépatocellulaire, elles peuvent étre progénitrices de deux types de cellules distinctes selon les
conditions de culture : les hépatocytes et les cellules biliaires (299).

Ces derniéres années, un nouveau modele de cellules a été développé : les hépatocytes dérivés
de cellules souches pluripotentes (iHeps). Le principe est de dédifférencier des cellules, le
plus souvent des fibroblastes dermiques, en cellules souches puis de les redifférencier en
hépatocytes. Afin de s’assurer que les cellules obtenues en fin de différenciation soient bien
des hépatocytes, une liste de critéres de caractérisation a été établie. Un hépatocyte est
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Figure 15: Techniques permettant la formation de sphéroides hépatiques. (A) par
technique de bioprinting (300) (B) par syteme de microgouttelette. Ici exemple de 1’utilisation
du systéme « Hanging Drop » du fournisseur InSphero® (C) par utilisation de plaque a tres
faible adhérence. Ici par exemple, des plaques ULA Gravity TRAP InSphero® (D) par
I’utilisation de nanoparticules et de support magnétiques (301).
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caractérisé par la synthése d’albumine, d’urée, de fibrinogeéne. De plus, des tests a I’aide de
drogues doivent étre effectués afin de s’assurer que les fonctions de détoxification sont bien
actives. Enfin, la fonction de stockage des glycogenes peut étre visualisée en utilisant une
coloration PAS (réaction de Schiff) (302). Les cellules souches pouvant se multiplier de fagon
indéfinie, ce modele posséde 1’avantage de pouvoir procurer un nombre infini d’hépatocytes
issus d’'un méme donneur.

L’étude des profils d’expression des différents types cellulaires suite a I’exposition de drogues
démontre que les iHeps ainsi que les HepaRG seraient les modéles possédant un métabolisme
le plus proche de celui des hépatocytes primaires (303). De plus, les iHeps ont des réponses
immunitaires innées proches de celles observées dans les cellules primaires et sont considérés
comme plus immunocompétents que certaines lignées hépatiques classiquement utilisées pour
I’étude d’HCV (111,304).

In vivo, la coopération cellulaire est indispensable pour assurer I’ensemble des fonctions de
I’organe. Pour se rapprocher au mieux des conditions physiologiques, des mises au point de
co-culture de différents types cellulaires ont été établis comme par exemple la co-culture entre
hépatocytes et cellules de Kupffer permettant d’étudier avec plus de finesse I’inflammation et
I’hépatotoxicité in vitro (305). Des systémes de co-culture en sandwich alternant hépatocytes,
collagéne et LSEC ont aussi été évalués (306,307).

De plus, ces dernieres années, afin de se rapprocher de la morphologie du foie, de nombreuses
méthodes ont été développées pour permettre la culture des cellules en trois dimensions (3D)
(Fig. 15) :

- utilisation de plaques a tres faible adhérence (308,309)

- utilisation de plaques magnétiques associées a 1’ajout de nanoparticules magnétiques
dans les hépatocytes (301)

- utilisation d’un systéme de bioprinting (300)

- utilisation d’un systéme de microgouttelette (310,311).

La culture 3D favorise la viabilité et la stabilité¢ des cellules sur des temps de culture plus
longs et permet également d’utiliser un nombre de cellules plus faible par condition réduisant
le cotit expérimental.

La co-culture est également envisageable pour les systémes 3D comme démontré dans 1’étude
de Bell et al., dans laquelle les hépatocytes sont associés a des KCs, des cholangyocytes et des
cellules étoilées (309).

En plus des mod¢les statiques, les systemes microfluidiques ajoutent de la complexité aux
modeles de cultures cellulaires existants (312).

4.2 Etudes de la permissivité des cellules du foie a DENV et YFV
In vitro, la permissivité des hépatocytes aux virus DENV et YFV a été démontrée.
Pour YFV, toutes les données publiées sont des études menées sur lignées hépatiques. C’est le
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cas également pour la plupart des études de DENV, néanmoins la permissivité des
hépatocytes a également ét¢ montrée sur PHHs et iHeps (313,314). Généralement un seul
sérotype est €tudié et principalement le sérotype 2. Cependant, les études de Thepparit et al.
comparent la réplication et I’internalisation des 4 sérotypes de DENV dans la lignée cellulaire
HepG2. Elles mettent en évidence que la propagation est différente selon les sérotypes et que
cette observation peut étre liée a un mode d’entrée différent ou a I’utilisation de co-récepteurs
différents (315,316).

Comme observé in vivo, le pourcentage d’hépatocytes infectés in vitro par DENV est
variable. Il oscille entre 20 et 90% sur lignées, est supérieur a 90% sur iHeps et a 70% sur
PHHs (313,314,317,318). Pour YFV, une étude comparant 17D et YFV démontre que sur
lignée hépatique ces deux virus n’infectent pas les cellules avec la méme facilité : dans le cas
de YFV, moins de 10% des cellules Huh7 ou HepG2 sont infectées alors que 90-100% le sont
avec la souche vaccinale 17D (41). Cette étude démontre que les mécanismes d’entrée utilisés
par 17D et YFV peuvent étre différents. Si la réplication dans les lignées THLE-3 et Huh7 n’a
¢té démontrée qu’avec la souche vaccinale 17D (319), cette derniere se réplique mieux que la
souche sauvage Asibi dans les cellules HepG2 (319,320) et inversement dans les cellules
PHSCHS (321).

Des ¢études d’infectivité des souches chimériques CYD ont aussi ét¢ menées in vitro
sur différentes lignées de cellules hépatiques (HepG2, HUH7 et THLE3) comparant les
cinétiques de croissance des CYD et de leurs souches parentales YF-17D et virus Dengue
sauvages. Il a pu étre montré une réplication réduite des CYD par rapport a la souche 17D sur
cellules HepG2 et THLE3 mais pas sur les Huh7 qui dans tous les tests menés se comportent
plutot comme les cellules Vero (319). Ces résultats suggerent que les virus CYD seraient
moins hépatotropiques que le virus vaccinal YF-17D comme suggéré dans I’étude chez le
singe (277).

Finalement, une seule étude compare I'infection de DENV-1 et YFV sur lignée
HepG2. Elle démontre que le nombre de cellules infectées ainsi que le nombre de particules
infectieuses produites sont plus importants pour YFV que DENV. De plus, I'infection par
DENYV induit une apoptose plus précoce que celle de YFV (322).

Outre des études sur hépatocytes, la permissivité de KCs primaires aux virus DENV et
YFV a aussi été évaluée. Il semble que DENV peut étre internalisée dans ces cellules mais ne
puisse ni s’y répliquer ni s’y propager. YFV quant a lui se réplique activement et mieux que la
souche 17D (323).

4.2 Réponses cellulaires induites in vitro suite aux infections DENV et YFV

L’induction de I’apoptose suite a I’infection de DENV a été visualisée in vitro,
démontrant que le virus en lui-méme est capable d’induire directement des dommages
hépatiques (282,313). Il semble que ’activation du facteur de transcription NF-kB soit un pré-
requis pour I’induction de la mort cellulaire (324). De plus, I’accumulation de protéines
virales dans le RE peut aussi étre a I’origine de la mort cellulaire (325).
Des marqueurs précoces d’apoptose ont été¢ décrits avec la souche 17D (IEX-1, IRF-1, DEC-
1) dés 1 heure post infection dans les cellules HepG2 (320).
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Des approches « omiques » ont été utilisées afin d’étudier ’ensemble des réponses
induites suite a I’infection d’hépatocytes. L’infection de iHeps par DENV-2 induit I’activation
des voies IFN et NF-«kB ainsi que 1’expression de cytokines pro-inflammatoires (313). Une
¢tude de RNA-seq a aussi été menée comparant une souche DENV-1 sauvage et sa souche
homologue atténuée ayant pour but d’identifier des modifications post-transcriptionnelles des
ARN cellulaires (326).

Une analyse protéomique de cellules HepG2 infectées par DENV identifie 17 protéines
différentes de la condition non infectée, protéines principalement impliquées dans la
régulation de la transcription et de la traduction (317).

Au sein du laboratoire Sanofi Pasteur, une étude comparant le transcriptome de PHHs 3D
infectés par 17D et YFV a permis de mettre en évidence une dynamique de réponse
immunitaire innée différente entre 17D et YFV. La souche 17D met notamment en place une
réponse interféron plus précoce que la souche YFV (311).
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Objectifs



17D DENV

17D/DENV

Comparaison Régions Conclusion si Conclusion si
communes phénotype similaire | phénotype différent

DENV vs 17D/DENV | Enveloppe (E) et Phénotype 1i¢ aux Phénotype 1ié aux
Membrane (M) protéines E et M protéines NS et C

17D/DENYV vs 17D Protéines non Phénotype non li¢ & | Phénotype li¢ a E et
structurales (NS) et | E et M de DENV M de DENV
Capside (C)

Figure 16 : Stratégie d’utilisation des souches chimériques 17D/DENV dans le but de
comprendre le role des régions structurales et non structurales dans I’infection de DENV

92




1318
1319
1320
1321
1322
1323
1324
1325
1326
1327
1328
1329
1330
1331
1332
1333
1334
1335
1336
1337
1338
1339

1340
1341
1342
1343

1344
1345
1346
1347
1348

1349
1350
1351
1352
1353
1354
1355
1356
1357

1358

La fieévre jaune et la dengue sont des pathologies virales humaines causées par des flavivirus,
le virus de la fievre jaune (YFV) et le virus de la dengue (DENV) respectivement. Ces deux
virus circulent dans I’environnement dans un cycle écologique similaire et sont transmis a
I’homme par le biais de la piqiire du moustique principalement du genre Aedes. Les formes
séveéres des maladies, parfois mortelles, sont caractérisées par une atteinte du foie. Pour
autant, la sévérité avec laquelle ces deux virus affectent le foie semble différente. Dans le cas
de la fievre jaune, le foie semble étre un organe de prédilection puisqu'une réplication active
du virus est détectée aussi bien chez ’homme qu’au sein des mod¢les animaux. De plus, la
maladie est caractérisée par des cas de jaunisses fréquents (>70%), des dérégulations des
enzymes hépatiques importants (taux de transaminase pouvant atteindre prés de 20 a 40 fois la
quantité normale) et une diminution de la synthése des facteurs de coagulation. Néanmoins, le
peu d’études cliniques répertoriées dans la littérature sont majoritairement des revues basées
sur des observations descriptives du début-milieu du 19™ siécle.

Dans le cas de la dengue, les données cliniques répertoriant 1’atteinte hépatique sont
nombreuses. La fréquence des jaunisses se situe entre 2 et 29% des cas, les taux de
transaminases peuvent atteindre plus de 10 fois la quantité normale dans 3% des patients et la
diminution de la synthése des facteurs de coagulation semble faible.

Ces données suggerent que I’atteinte hépatique dans le cas de la dengue est moins séveére que
celle dans le cas de la fievre jaune. Néanmoins, encore aujourd’hui, aussi bien pour la dengue
que pour la fiévre jaune, les mécanismes associés a la pathogénése hépatique sont mal
compris. L’étude développée ici s’inscrit dans cette problématique.

L’objectif de cette thése est de comparer les infections de YFV et DENV dans un mod¢le in
vitro d’hépatocytes afin d’identifier les facteurs qui pourraient expliquer leur différence de
pathogenese hépatique. Le role respectif des protéines non structurales et structurales dans
I’infection de DENV sera en particulier évalué.

Dans le but de répondre a cet objectif, deux approches ont été réalisées :
(1) L’évaluation de la permissivité des hépatocytes aux virus et la production des
particules virales (Etude I et II)
(2) L’analyse des réponses cellulaires induites suite aux infections par technique de RNA-
seq (Etude III)

Afin de représenter au mieux la diversité du virus DENV, nous avons inclus au sein du projet
les 4 sérotypes de DENV (DENVI1-4). L’infection des 4 sérotypes de DENV est ainsi
comparée a celle de YFV sauvage. De plus, I'infection des chimeres 17D/DENV (ou CYD)
est aussi étudiée. Ces souches sont composées des régions prM et E des 4 sérotypes de DENV
choisis et des protéines non structurales et de capside de la souche YFV-17D. La comparaison
des infections de DENV, 17D/DENV et YFV-17D permettra ainsi d’identifier le role respectif
d’une part des protéines d’enveloppe et d’autre part des protéines non structurales et de
capside dans la pathogenese DENV (Fig. 16).
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De par sa facilit¢ d’utilisation et sa capacité a mettre en place une réponse immunitaire
efficace, nous avons opté pour I’utilisation d’un mode¢le in vitro d’hépatocytes dérivés de
cellules souches pluripotentes (iHeps) fourni par la compagnie Celllular Dynamics
International. Un autre avantage pour ce modele est la mise a disposition par le fournisseur
d’un protocole permettant la culture des iHeps en 3D. Nous pourrons ainsi comparer les
infections d’une part dans un modé¢le d’iHeps cultivés en 2D (Etude I) et d’autre part dans un
modele ou les iHeps sont sous formes de sphéroides (Etude II).
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1. Virus et modeles cellulaires

1. Virus

Les virus DENV-1 (souche PUO 359, Thailand), DENV-2 (souche PUO 218, Thailand),
DENV-3 (souche CH53489, Thailand), DENV-3 (souche 16562, Philippines), et DENV-4
(souche 1228, Indonesia) sont cultivés au moins une fois sur la lignée de cellules de
moustiques C6/36 puis amplifiés sur cellules VERO. Les souches chimériques
YFV17D/DENV (ou CYD) sont produites et amplifiées sur cellules VERO.

La souche sauvage YFV (souche Asibi, originalement isoléee d’un patient Ghanéen infecté
par YFV en 1927) a été produite et amplifiée sur cellules VERO. Le virus YFV-17D (souche
17D-204) est dérivé d’un stock du vaccin Stamaril de Sanofi Pasteur (Lyon, France) et
propagé sur cellules VERO. Un virus inactivé 17D a été produit par inactivation sous lampes
UV (intensité 1,8mW- 4 min pour 10 mL de volume de suspension virale).

2. Modeles cellulaires :

e iHeps cultivés en 2D
Les iHeps sont recus sous la forme d’hépatocytes pré-différenciés, fournis par la société
Cellular Dynamics International (Madison, WI, USA). Le procédé de maturation se fait selon
le protocole du fournisseur. Rapidement, les cellules sont décongelées et ensemencées sur des
plaques coatées au collagéne I de rat dans un milieu d’ensemencement contenant du milieu
RPMI (Roswell Park Memorial Institute), du supplément B27, de I’oncostatine M (20
pg/mL), de la déxamethasone (0.1 puM), de la gentamicine (25 pg/mL), et du supplément
fourni par le Cellular Dynamics International. Le milieu est changé tous les jours pendant 4
jours. Au jour 5, le milieu est remplacé par le méme milieu sans oncostatine M. Le milieu de
maintenance est changé tous les 2 jours. Les fournisseurs recommandent ’utilisation des
cellules entre les jours 7 et 14 post-décongélation.

e iHeps cultivés en 3D

Avant d’étre mis sous la forme de sphéroides, les iHeps sont préalablement cultivés en 2D
comme précédemment mais en milieu DMEM/F-12. Au 5™ jour, les cellules sont décollées
du support a 1’aide d’un traitement rapide d’accutase. Les cellules sont alors mélangées a du
milieu de maintenance des sphéroides qui contrairement au milieu d’ensemencement ne
contient pas d’oncostatine M. De plus, on ajoute dans ce milieu de maintenance du Geltrex
(A15696-01, Thermo Fisher Scientific) a hauteur de 10% final. Le volume de milieu ajouté
aux cellules décollées sera ajusté en fonction du nombre de cellules souhaitées par sphéroides.
Une fois le mélange milieu et cellules effectué, on transfére 70ul/puit de cette suspension
dans une plaque ULA GravityTRAP (InSphero). La plaque est centrifugée puis incubée a
37°C 5% CO;. Le milieu est changé tous les 2 jours avec le milieu de maintenance de
sphéroides.
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2. Infection
e Infection iHeps 2D

Les iHeps sont infectés 9 jours apres leur décongélation a une multiplicité d’infection (MOI)
de 3 pendant 2 heures dans un volume de 50 pL. Apres un lavage en PBS 1X, les cellules sont
incubées pour une demi heure dans le milieu de maintenance. Le milieu est de nouveau
¢liminé et les cellules rincées de nouveau avec du PBS 1X. Les cellules sont ensuite incubées
dans du milieu de maintenance a 37°C/5% CO,. Les surnageants sont récoltés aux temps
indiqués dans les expériences et stockés a -80°C jusqu’a leur analyse.

e Infection iHeps 3D

Les iHeps sont infectés par le virus 17D 2 jours apres leur formation en suivant la méme
procédure que l’infection des iHeps 2D mais avec un temps de contact de 4 heures et un
volume d’infection de 20 pL.

Pour les expériences réalisées afin d’évaluer I’infection de DENV et YFV, les iHeps sont
infectés a une MOI de 3 dans un volume de 80 pL. L’inoculum n’est pas 6té et aucun ringage
n’est effectué. Les cellules sont incubées a 37°C/5% CO,.

Les surnageants sont récoltés aux temps indiqués dans les expériences et stockés a -80°C
jusqu’a leur analyse.

3. Titrages viraux

e Titrage infectieux
La quantification des virus infectieux dans les surnageants est réalisée par titrage de la dose
infectant 50% des cellules en culture (DICC50) sur cellules VERO comme décrit (327).
Rapidement, des cellules VERO sont ensemencées en plaques 96 puits. Dans un second
temps, elles sont infectées avec des dilutions virales successives en pas de 4 a raison de 10
réplicats. Aprés 7 jours d’incubation a 37°C 5% CO,, les tapis cellulaires sont fixés a
I’acétone 85% et les puits infectés sont révélés par immunorévélation. La précision du titre
déterminé est de +/- 0,3 logo.

e Titrage génomique
La quantification des virus dans le surnageant nécessite au préalable une extraction des ARN
viraux réalisée a 1’aide du kit NucleoSpin® 96 Virus (Macherey Nagel, KG, Diiren,
Allemagne). Une fois les ARN viraux extraits, une qRT-PCR est réalisée a 1’aide d’amorces
ciblant la NS5 de YFV ou de DENV comme décrit (328). On utilise également pour le titrage
des 17D/DENV, les amorces ciblant la NS5 de YFV. En cas d’absence de détection d’ARN
dans le surnageant, une valeur arbitraire de 2 log;o GEQ/mL est donnée.

4. Immunofluorescence

e Marquages iHeps 2D
Les iHeps sont fixés avec du paraformaldehyde (PFA) 4% pendant 15 min et rincées ensuite a
3 reprises avec du PBS 1X. L’¢étape de perméabilisation est ensuite réalisée avec du PBS
contenant 0,2% de Triton X-100 pendant 10 min. Les cellules sont ensuite rincées a 3 reprises
puis saturées pendant 1h avec une solution d’albumine de sérum bovin (BSA) 3% diluée en
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Protéine ciblée | Référence Fournisseur Dilution finale
KRT18 ab133272 Abcam 1 :1000

ALB A6684 Sigma-Aldrich |1 :500

HNF4a ab92378 Abcam 1:250

ds RNA 11010200 Scicons 1:1500
E-YFV mab36055 Abcam 1:1500

E - DENV 5C12-3G9 Biotem 1:2000

Tableau 5 : Liste des anticorps primaires utilisés pour des marquages immunofluorescents
d’iHeps infectés ou non.

102



1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452

1453
1454

1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463
1464
1465

1466
1467
1468
1469
1470
1471
1472
1473
1474
1475
1476
1477
1478
1479

1480
1481
1482
1483
1484
1485
1486

PBS. Les anticorps primaires sont ensuite incubés a différentes dilutions (voir Tab. 5) pendant
1h a température ambiante. Les cellules sont rincées a 3 reprises en PBS puis incubées 1 h
avec un anticorps anti-souris ou anti-lapin couplé a I’Alexa555 (1:2000, Invitrogen, Carlsbad,
CA). Les noyaux des cellules sont marqués a 1’aide du 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI;
Invitrogen). Les images sont capturées a 1’aide du microscope Axio Observer Z1 (Carl Zeiss,
Oberkochen, Allemagne).

e Marquages iHeps 3D

Les microtissus hépatiques sont fixés au PFA 4% pendant 1 heure a température ambiante
puis rincés 4 fois au PBS 1X avec des temps d’incubation d’une demi-heure au minimum.
Une perméabilisation est effectuée avec du Triton a 0,2%, pendant 1 heure a température
ambiante. Aprés 4 lavages en PBS 1X, les sites aspécifiques sont saturés en BSA 3% pendant
2 heures. L’anticorps anti-KRT18 (1:500, Abcam), dilu¢ dans le tampon de saturation, est
ajouté pendant 2 heures. Les cellules sont lavées a nouveau 4 fois. L’anticorps secondaire de
cheévre anti-lapin couplé a I’Alexa555 (1:2000, Invitrogen, Carlsbad, CA), dilu¢ dans le
tampon de saturation, est ajouté et les microtissus incubés a température ambiante pendant 2
heures. Les noyaux des cellules sont marqués a ’aide du 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI; Invitrogen). Les images sont capturées a 1’aide d’un microscope confocal (Carl Zeiss,
Oberkochen, Allemagne).

5. Extraction ARN cellulaires

e iHeps 2D

Le milieu de culture des cellules est retiré puis le tampon de lyse est ajouté. On mélange
par aspiration refoulement. Les lysats sont ensuite stockés a -80°C jusqu’au jour de
I’isolement des ARN.

Les ARN totaux sont isolés et extraits a 1’aide du kit ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep
System en suivant les recommandations du fournisseur (Promega, Madison, WI, USA). La
quantification et la qualification des ARN sont effectué¢es a 1’aide du kit Bioanalyzer 2100
RNA (Agilent technologies, CA, USA).

Pour I’étude de RNA-seq, les ARN totaux sont isolés et extraits a I’aide du kit SV 96
Total RNA Isolation System en suivant les recommandations du fournisseur (Promega,
Madison, WI, USA). La quantification et la qualification des ARN sont effectuées a 1’aide du
kit HT RNA Reagent et de I’équipement LabChip GXII (PerkinElmer, MA, USA)

e iHeps 3D
Le milieu de culture des cellules est retiré puis du PBS 1X est ajouté. Les sphéres sont alors
récupérées par aspiration a 1’aide d’une pipette et d'un cone 1 mL. Les sphéres sont
mélangées de fagon a obtenir 20 000 cellules par tube (par exemple, les sphéres de 3 000
cellules sont poolées par 7). Apres centrifugation, le PBS est 6t¢ du tube et on ajoute le
tampon de lyse du kit ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System. Les lysats sont ensuites
stockés a -80°C jusqu’au jour de I’isolement des ARN.
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Géne ciblé Symbole | Référence
Albumine ALB | Hs00609411-ml
Alpha-foetoprotein AFP Hs00173490-m1
Apolipoprotéine-B ApoB  |Hs00181142-m1
Aldolase B ALDOB |Hs01551887-m1
Récepteur AXL tyrosine AXL

kinase Hs01064444-m1
Cytochrome P450 3A4 CYP3A4 | Hs00604506-m1
Claudine-1 CLDNI1 | Hs00221623-m1
Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase | GAPDH |Hs02786624-g1
Glucuronidase Beta GUSB | Hs00939627-m1
Facteur nucléaire

hépatocytaire 4 alpha HNF4a |Hs0023053-ml
Interferon lambda 1 IFN-L1 |Hs00601677-g1
Récepteur 1 de la laminine | LAMRI | Hs00347791-s1
Sodium taurocholate co-

transporting polypeptide NTCP |Hs00161820-m1
Protéine de liaison aux

régions TATA TBP Hs00427620-m1

Tableau 6 : Liste des couples d’amorces utilisés au sein du projet. Mélange d’amorces et
de sonde Tagman fourni par Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA).

104



1487

1488
1489
1490
1491
1492
1493
1494
1495
1496
1497
1498
1499
1500
1501
1502
1503

1504
1505
1506
1507
1508
1509
1510
1511
1512
1513
1514
1515
1516
1517
1518
1519
1520
1521
1522
1523
1524
1525
1526
1527

6. Quantification expression de genes

6.1. RTqPCR
La RT-PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR) est réalisée en une seule étape a 1’aide du
kit Quantitect Probe RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Allemagne) en utilisant les couples
d’amorces avec la sonde Tagman spécifique du geéne ciblé (Tab. 6). Le mélange amorces et
sonde est fourni par Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Les conditions de
quantification sont les suivantes : 95°C pendant 10 min, suivi de 40 cycles de 95°C-15 s et
60°C-60s. Les données de qRT-PCR sont normalisées aux genes de ménage : glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), glucuronidase beta (GUSB), and TATA-binding
protein (TBP). Les résultats sont présentées sous la formes de fold changes c’est a dire en
expression relative de celle observée soit au jour 3 ou 5 post-décongélation pour 1’expression
des marqueurs hépatiques soit a la condition non infectée pour I’expression d’IFN-L1. Les
variations d’expression (fold-change) sont calculées en utilisant la méthode 2-AACt (329), a
I’exception de I’expression des co-récepteurs de DENV ou les datas sont analysées en
utilisant une quantification relative (AACt) et ou les valeurs de Ct sont normalisée a la
GAPDH. En cas d’absence de détection par qRT-PCR, une valeur de 40 Ct est donnée de
facon arbitraire.

6.2. Etude RNAseq

Pour cette étude, 4 lots de cellules ont été infectés a une MOI de 3 de fagon indépendante par
chacun des virus: YFV, DENV-1 a 4, 17D/DENV-1 a 4 et YFV-17D (voir procédure
d’infection plus haut).

Les ARN totaux des cellules infectées et non infectées sont extraits aux temps 24, 48 et 96
heures post-infection selon la méthode d’extraction décrite précédemment. Le kit Universal
mRNA de NuGEN a ¢été utilisé pour la préparation des librairies en suivant les
recommandations du fournisseur. Briecvement, les ARNm sont purifiés a partir de 10 ng
d’ARN total grace a I'utilisation de billes magnétiques oligo-dT. Les ARNm sont ensuite
fragmentés puis synthétisés en ADNc. Apres une réparation des extrémités des ADNc doubles
brins, des adaptateurs sont ligués de part et d’autres des ADNc. Une amplification des ADNc
est réalisée grace a I’utilisation d’amorces spécifiques des adaptateurs générant des amplicons
d’une taille d’environ 200-500 bp. Contrairement au fournisseur qui recommande une seule
purification a 1’éthanol 70% des amplicons, deux étapes de purifications successives ont été
réalisées afin d’¢liminer toute trace de fragments non spécifiques (ex : dimeres d’amorces).
Les librairies amplifiées sont ensuite hybridées sur puce (“flow cell”’) de séquencage Illumina
a une concentration de 1.6 pM. La lecture de séquencage s’effectue a partir d’une seule
extrémité (Single-end reads) sur une longueur de 75 pb. Une étape de contréle qualité est
alors effectuée afin d’éliminer les échantillons dont le séquengage est de qualité trop faible ou
le nombre de lectures insuffisant. Dans notre cas, aucun échantillon n’a été éliminé. Chacun
des échantillons est ensuite aligné au génome humain de référence (Homo sapiens.
GRCh38.77) en utilisant le logiciel STAR. Le nombre de lectures (“count”) par geéne est
calculé en utilisant le logiciel Salmon. Les données sont ensuite normalisées a 1’aide de la
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méthode DESeq2. Pour chacun des temps étudiés, les génes différentiellement exprimés ont été
identifiés en comparant 2 a 2 les génes associés aux cellules infectées et aux controles a I’aide
de DESeq2 (330). Pour chaque virus et point de temps, les 4 réplicats techniques provenant
des cellules infectées ont été¢ comparés aux 4 échantillons contrdles. L’analyse en composante
principale sur les données normalisées a mis en évidence des effets liés aux batch
d’extractions de I’ARN et de préparation des librairies ainsi qu’aux lots de cultures. Afin de
supprimer ces effets confondants, 2 termes associés a ces effets ont été rajoutés dans le
modele. Une source importante de faux positifs dans les analyses différentielles provient des
genes faiblement exprimés pour lesquels de larges fold-changes peuvent étre observés par
chance, sans signification biologique. Afin d’éviter ce probleme, DESeq2 propose 3 méthodes
de correction (« shrinkage ») des fold-changes. L’approche apeglm, récemment publi¢e et
recommandée par les auteurs de DESeq2, a été choisie dans ce travail (331).

Pour I’analyse biologique, seuls les transcrits différentiellement exprimés avec une p-value
ajustée supérieure a 0.05 et un fold-change (log,) supérieur a 1 et inférieur a -1 ont été
analysés.
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Etudel: Comparaison de I'infection de DENV et YFV dans un

modele d’hépatocytes dérivés de cellules souches pluripotentes
cultivés en monocouche.

1. Objectifs

L’objectif de cette premicre étude est de comparer la permissivité des hépatocytes dérivés de
cellules souches (iHeps) aux virus YFV sauvage et aux 4 sérotypes de DENV ainsi que la
production de particule virale suite aux infections par ces virus.

Une premicre partie des résultats est présentée sous la forme d’un article scientifique qui sera
prochainement soumis dans le journal Virology de Elsevier. Les points clés de cette étude
sont repris dans la section 3 de cette étude.

Enfin une deuxiéme partie des résultats ont pout but d’évaluer I’impact des protéines non
structurales et structurales dans I’infection de DENV sur iHeps grace a [’utilisation des
chiméres 17D/DENV.

2. Résultats et dicussion - partie 1
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Dengue virus infection in hepatocytes derived from
induced pluripotent stem cells.

Genevois M"?, Lecine P?, Barban V!
Research and Development Department, Sanofi Pasteur, Marcy L'Etoile, France;
’BIOASTER Microbiology Technology Institute, Lyon, 69007, France

Running head: Dengue infection in hepatocyte-like cells

HIGHLIGHTS

- YFVreplication in iHeps (hepatocytes derived from induced pluripotent stem cells) is
higher than those of all DENV serotypes

- Contrary to YFV, DENV internalization in iHeps and PHH (primary human
hepatocytes) is low.

- A combined role of non-structural and structural proteins may be implicated in the
low DENV-3 replication.

ABSTRACT

The pathogenesis of dengue virus (DENV)-induced liver injury is unclear. In recent years, hepatocytes
derived from induced pluripotent stem cells (iHeps) have become useful in vitro models to study
virus—hepatocyte interactions. In this work, we demonstrate that all DENV serotypes are able to
replicate in iHeps, albeit with different efficiency and with lower rates compared with yellow fever
virus (YFV). This difference between DENV and YFV may be explained in part by viral dissemination.
Interestingly, although DENV-3 was able to enter iHeps with the same efficiency as other serotypes, it
had the lowest replication rate. Using a chimeric YFV17D/DENV3 virus, expressing precursor
membrane and envelope protein genes from DENV-3, we demonstrate that both nonstructural and
structural proteins are responsible for this phenotype.
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Introduction

Dengue virus (DENV) is a member of the Flaviviridae family and the genus Flavivirus, which includes
yellow fever virus (YFV) and West Nile virus. These are small enveloped viruses with a positive-sense,
single-stranded RNA that codes for three structural (capsid [C], precursor membrane [prM], and
envelope [E]) and seven nonstructural (NS) proteins [1]. DENV can be divided into four different
serotypes (DENV-1 to DENV-4) based on the antigenic difference of E proteins; the serotypes are
genetically diverse with limited shared identity (around 60—-75%) at the amino acid level [2]. All four
DENV serotypes are transmitted to humans by mosquitoes of the genera Aedes in tropical and
subtropical areas [2].

Although a high proportion of infections are asymptomatic, around 100 million symptomatic dengue
cases are estimated to occur each year. Symptoms range from a very mild illness with flu-like
symptoms to a fatal hemorrhagic fever coupled with multi-organ failure and severe plasma leakage
[3]. The liver is one of several organs targeted by DENV. Although viral antigens and histopathological
alterations have been found in liver samples of fatal dengue cases [4, 5], liver involvement in dengue
pathogenesis is not as obvious as in yellow fever where liver injury seems critical in disease
development [6]. Jaundice and acute liver failure have been observed in dengue cases, but less
frequently than in yellow fever cases. Nevertheless, hepatomegaly and liver enzyme abnormalities,
such as elevated aspartate and alanine transaminases, are listed as warning signs of severe dengue
by the World Health Organization [7].

The four DENV serotypes are able to enter and replicate in a number of different human hepatocyte
cell lines [8, 9]. Although these cells lines are useful readily available models, they have been
genetically modified making their biological relevance to replicate human disease uncertain [10, 11].
To avoid any bias related to cell lines, primary human hepatocytes (PHHs) are preferred as they
closely reflect living tissue. However, their use has been restricted to very specific laboratories due to
their limited and unpredictable availability, the strict culture conditions required, and variable
metabolic/functional activity between donors.

Recently, hepatocytes derived from human induced pluripotent stem cells (iHeps) have been
developed to overcome some of these limitations. These cells are generated by reprogramming
somatic cells followed by a differentiation process characterized by three essential steps: definitive
endoderm, hepatic progenitors and mature hepatocyte-like cells. The expression of different genes is
generally evaluated to ensure that cells pass through different steps of differentiation/maturation,
for example hepatocyte nuclear factor 4 alpha (HNF4a), cytokeratin 18 (KRT18), and alpha-
fetoprotein (ALFP) mark the initial hepatocyte lineage [12], whereas albumin (ALB) and cytochrome
P450 3A4 (CYP3A4) are mostly evaluated at final differentiation stages [13]. iHeps are a better
physiological in vitro model for hepatotoxicity studies than most hepatoma cell lines [14]. They have
also been used for modeling host interactions with hepatotropic viruses such as hepatitis B virus
(HBV) and hepatitis C virus [15, 16]. To the best of our knowledge, only one study has evaluated
iHeps interaction with dengue viruses (DENV-2) [17]. Of note, the differentiation process had an
impact on DENV replication and subsequently, on DENV co-receptor expression.

Here, we characterized iHeps maturation and compared the infectivity of the four DENV serotypes
relative to YFV. We confirm that all DENV serotypes replicate in iHeps, albeit with different efficiency
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and with lower rates compared with YFV. We focused on DENV-3 as it enters iHeps with the same
efficiency as the other serotypes, but had the lowest replication rate.

Materials and Methods
Cells

iHeps were received as pre-differentiated hepatocytes, purchased from Cellular Dynamics
International (Madison, WI, USA). Maturation processes were performed following the
manufacturer’s protocol. Briefly, cells were thawed and seeded onto rat tail collagen type I-coated
surfaces using Plating Medium which comprised Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium,
B27 supplement, oncostatin M (20 pg/mL), dexamethasone (0.1 uM), gentamicin (25 pg/mL), and
medium supplement provided by Cellular Dynamics International. Medium was replenished daily for
4 days after seeding. On day 5, plating medium was replaced by maintenance medium, which did not
contain oncostatin M. Maintenance medium was refreshed every 2 days. The provider recommends
initiating assays between 7 and 14 days post-plating.

Cryopreserved PHHs, a kind gift from Evotec Infectious Disease (Lyon, France) Virology Unit, were
thawed and cultured in hepatocyte growth medium (HGM) composed of William's E basal medium
supplemented with 5 mg/L insulin, 27.4 mg/L hydrocortisone, 2% dimethyl sulfoxide, 10% fetal
bovine serum, and 0.1% penicillin-streptomycin. Briefly, hepatocytes were plated in collagen-coated
culture plates at a density of 70,000 cells/96 well in HGM. After 4 h, the medium was changed; 24 h
post-seeding, the medium was changed again to HGM supplemented with matrigel. HGM was
refreshed every 2 days until use. The batch of PHHs used was previously attested to support HBV
infection.

Viruses

DENV-1 (strain PUO 359, Thailand), DENV-2 (strain PUO 218, Thailand), DENV-3 (strain CH53489,
Thailand), DENV-3 (strain 16562, Philippines), and DENV-4 (strain 1228, Indonesia) were passaged at
least once in C6/36 mosquito cells and amplified on Vero cells. Chimeric YFV17D/DENV-3 were
produced and amplified on Vero cells. Its construction is reported by Guy et al. [18].

Wild type YFV strain Asibi (originally isolated from a male Ghanaian patient infected by YFV in 1927)
was produced and amplified on Vero cells. YFV-17D (strain 17D-204) was derived from Stamaril
vaccine stocks at Sanofi Pasteur (Lyon, France) and propagated on Vero cells, as reported by Barban
et al. [19].

Cellular RNA isolation and qRT-PCR

Total RNA was isolated and purified using ReliaPrep™ RNA Tissue Miniprep System in accordance
with the manufacturer’s instructions (Promega, Madison, WI, USA). RNA quantitation and quality
were assessed using a Bioanalyzer 2100 RNA Kit from Agilent technologies. Real-time quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction (gRT-PCR) was performed in one step with
Quantitect Probe RT-PCR (QIAGEN, Hilden, Germany) using the appropriate primer pair mix with
Tagman probe supplied by Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA). Primers are listed in Table
S1. Running conditions were: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 60 s.
Data from gRT-PCR were normalized to multiple internal control genes: Glyceraldehyde 3-phosphate
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dehydrogenase (GAPDH), glucuronidase beta (GUSB), and TATA-binding protein (TBP). Results are
presented as fold changes in gene expression relative to day 3 post-seeding calculated with the 2-
AACt method [20], except for expression of DENV co-receptor where data were analyzed using
relative quantitation (AACt), where gene Ct values were normalized to GAPDH.

Albumin secretion

Albumin (ALB) secretion was measured using a human ALB enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) quantitation kit (Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, TX, USA) as per the manufacturer’s
protocol.

Viral infection and quantitation of secreted virus

iHeps and PHHs were infected at a multiplicity of infection (MOI) of three for 2 h in a total volume of
50 pL. After one wash with phosphate buffered saline (PBS), cells were incubated with the
maintenance medium for 30 min, to eliminate residual inoculum, and then washed again with PBS.
Cells were then incubated in medium at 37°C/5% CO,. Supernatants were collected at indicated time
points and stored at —80°C until analysis. Virus quantitation in the supernatant was performed by
standard 50% cell culture infectious doses (CCIDs,) assay on Vero cells as previously described [21], or
by YFV and DENV NS5-specific qRT-PCR after viral RNA extraction by NucleoSpin® 96 Virus (Macherey
Nagel, KG, Diren, Germany) [22].

Immunofluorescence

iHeps and PHHs were fixed in 4% paraformaldehyde for 15 min and washed three times with PBS.
Permeabilization was performed by incubating cells with PBS containing 0.2% Triton X-100 for
10 min. Cells were then washed with PBS three times and blocked for 1 h with 3% bovine serum
albumin diluted in PBS. Primary antibodies were incubated for 1 h at room temperature followed by
a 1 h incubation with anti-mouse or anti-rabbit Alexa Fluor 555 (1:2000, Invitrogen, Carlsbad, CA).
Primary antibodies are listed in Table S2. Cell nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI; Invitrogen). Cells were imaged with an Axio Observer Z1 microscope (Carl Zeiss, Oberkochen,
Germany). The percentage of positive cells and standard deviation were estimated from at least 500
cells. To quench PHH autofluorescence, cells were incubated with 0.3% Sudan Black diluted in 70%
ethanol before blocking.

Statistical analysis

One-way analysis of variance (ANOVA) was performed with GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). Data are presented as means + standard deviation and P values < 0.05 are
considered significant.
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Fig. 1. Maturation of iHeps does not affect DENV entry co-receptors.
Total RNA was extracted at different days post-seeding and subjected to real-time gRT-PCR to measure

=

cellular expression of albumin (ALB), cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), sodium-taurocholate co-
transporting polypeptide (NTCP), and alpha-fetoprotein (AFP). Normalization was performed using
housekeeping genes, and values at day 3 post-seeding were used as reference to calculate the fold
change.

(B) ALB protein was measured by ELISA assay in the supernatant collected at the indicated days post-
seeding.

(C) Immunofluorescence staining of iHeps at day 7 post-thawing with hepatocyte-specific antibodies of
cytokeratin 18 (KRT18), hepatocyte nuclear factor 4a (HNF4a), and albumin (ALB). Scale bar, 50 um.

(D) Total RNA was extracted at different days post-seeding and three DENV co-receptor genes were
quantified by real-time qRT-PCR: AXL receptor tyrosine kinase (AXL), claudin-1 (CLDN1), and laminin
receptor 1 (LAMR1). All the genes were normalized to glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
expression to obtain their relative gene-expression ratio.

Four independent experiments were performed. Data are presented as mean + standard deviation. P
values were calculated using one-way ANOVA: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n.s.: not statistically
significant.

120



1697

1698

1699
1700
1701
1702
1703
1704

1705
1706

1707
1708
1709
1710
1711

1712
1713
1714
1715
1716

1717
1718
1719

1720

1721

1722
1723
1724
1725
1726
1727
1728
1729
1730

Results

Evaluation of iHeps maturation and impact on DENV entry co-receptors

To evaluate the maturation state over the first 14 days of culture, expression of the following
markers was assessed: ALB, cytochrome P450 3A4 (CYP3A4), alpha-fetoprotein (AFP) and sodium
taurocholate co-transporting polypeptide (NTCP). The latter plays an essential role in the transport of
bile salt and has also been identified as crucial for HBV infection (Fig. 1A). Cell maturation resulted in
an increase of CYP3A4 and NTCP gene expression with a significant increase at day 11 post-seeding.
The expression of AFP decreased and the decrease was significant at day 13 post-seeding (Fig. 1A).

In agreement with its mRNA expression, ALB production (Fig. 1B) did not statistically differ from day
3 to day 13 post-seeding even though a trend toward an increase was observed.

To evaluate the proportion of mature hepatocytes present within the culture, we carried out
immunofluorescence assays at day 7 post-plating following staining of hepatocyte nuclear factor 4
alpha (HNF4a), cytokeratin 18 (KRT18), and ALB proteins (Fig. 1C). Most of the cells expressed KRT18,
HNF4a, and ALB proteins at day 7 post-seeding, showing that the cell culture was composed of a
highly pure and homogeneous population of hepatocytes (Fig. 1C).

Finally, expression of AXL receptor tyrosine kinase (AXL, called also TAM-3), claudin-1 (CLDN1), and
laminin receptor 1 (LAMR1) was also investigated (Fig. 1D). These proteins play important roles in
DENV binding to cell surfaces and in mediating entry into multiple cell types, including hepatocytes
[23-25]. The expression of these genes was stable during the hepatocyte maturation process. DENV
co-receptors expression is thus not altered by maturation.

In light of these data, maturation occurs in these cells over time without any impact on DENV co-
receptor expression. Given the time constraints for viral replication together with the limited culture
time of iHeps, we decided to infect iHeps with DENV between days 7 and 9 post-plating.

Replication and entry of the four DENV serotypes and YFV in iHeps

iHeps were infected with YFV and DENV 1-4 viruses at a MOI of three. Viral production was first
determined by gqRT-PCR (Fig. 2A). Viral replication was observed with all serotypes, albeit with some
variations. YFV replicated with a significantly higher titer than all DENV serotypes (multiple
comparisons: P<0.05) (Fig. 2A). Comparison of DENV serotypes highlights some differences: DENV-4
had a significant higher genomic titer than DENV-2 (P=0.02). DENV-1 genomic titer was always
observed to be between DENV-4 and DENV-2, but no significant difference could be established
between the three serotypes (DENV-1 vs DENV-4, P=0.94; DENV-1 vs DENV-2, P=0.08). DENV-3
consistently had the lowest replication rate (multiple comparisons: P<0.001) and reached 4 log
genome equivalent (Geq)/mL, which barely exceeded the threshold of detection.
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Fig. 2. DENV replication and propagation is less efficient than YFV in iHeps.

(A) iHeps were infected at a multiplicity of infection of three and rinsed 2 h post-infection. Viral RNA
was extracted from collected supernatant at the indicated time points and subjected to qRT-PCR
specific for YFV or DENV NS5 gene.

(B) Supernatant was collected at 48 h post-infection on iHeps infected as described above. Then,
infectious particles produced were quantified by plague assay on Vero cells.

(C) iHeps infected as described above were fixed at 48 h post-infection. Cells were stained with an
anti-dsRNA antibody added to an anti-E antibody to detect viral antigens and with 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). The percentage of infected cells was estimated by the ratio of the antigen-
labeled cells versus nuclei. Scale bar, 50 um.

At least three independent experiments were performed. Data are presented as mean * standard
deviation. P values were calculated using one-way ANOVA: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, n.s.: not
statistically significant. To compare genomic titer of different viruses, the area under the curve was
calculated for each virus beforehand.
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Flavivirus infection is known to produce non-infectious immature particles [26]. To evaluate the
infectivity of the produced viral particles, infectious titers were determined by plaque assay using
released virus at 48 h post-infection (Fig. 2B). Infectious particles were detected in supernatant from
all viral infections. Accordingly, infectious titer of YFV was higher than those from DENV, reflecting
the genomic titers. As expected, the infectious titer of DENV-3 was significantly lower than for YFV
and the other DENV serotypes (Fig. 2B). This difference may also reflect various percentages of
infected hepatocytes by each virus.

To assess this hypothesis, the percentage of infected cells was therefore determined by
immunofluorescence, using antibodies that recognize dsRNA and viral E proteins from YFV or from
DENV (see Table S2). Primary antibodies recognizing dsRNA and E protein from YFV or DENV were
mixed to enhance the threshold of detection. Viral antigen-containing cells were then evaluated 48 h
post-infection (Fig. 2C). YFV RNA and E protein were detected in approximately 50% of cells and
appeared homogeneously distributed in iHeps cytoplasm, validating the capacity of YFV to enter
iHeps. In contrast, and despite a difference of around 1 log Geg/mL and 2 log CCIDso/mL between YFV
and DENV-1, 2, and 4, the percentage of DENV-infected cells was low compared with YFV, but was
consistent across the different serotypes. We observed only 1-2% of infected iHeps by DENVs,
regardless of serotype, suggesting restricted DENV propagation. Fluorescent labeling was observed
throughout the cytoplasm and in the case of DENV-4, labeling was also present in the nucleus (Fig.
S1). Despite the lowest replication rate, DENV-3-specific fluorescent labeling was observed in iHeps
with the same percentage as other serotypes, which may reflect a block on replication after viral
entry.

Replication assessment of different DENV-3 strains and a chimeric YF17D/DENV3 virus

To confirm that DENV-3 is able to enter iHeps, cells were infected with a chimeric YF17D/DENV3 virus
at a MOI of three and viral replication was determined by gqRT-PCR (Fig. 3A). The envelope of this
chimeric virus shares 99% identity with the envelope of DENV-3. In parallel, the propagation of
another DENV-3 strain, named DENV-3 16562, was assessed to determine if this low replication is
serotype-specific or strain-dependent.

Both the chimeric YF17D/DENV3 and the DENV-3 16562 replicated more efficiently than DENV-3,
suggesting that the low replication of DENV-3 is not serotype-specific but strain-dependent.
Furthermore, since YF17D/DENV3 and DENV-3 harbors common structural proteins, the low
replication of DENV-3 could be attributed to NS proteins and also to the pre-M and E proteins, as
chimeric YF17D/DENV3 does not replicate as efficiently as YF17D.

Finally, to determine if low DENV-3 replication is due to an intrinsic defect of NS proteins of this
strain, replication of DENV-3 and DENV-3 16562 was evaluated in Vero cells (Fig. 3B). DENV-3
replication was close to DENV-3 16562 reaching 8 log Geq/mL, demonstrating that DENV-3
replication machinery was not impaired.
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Fig. 3. DENV-3 replication is strain specific and cell type dependent

(A) iHeps were infected at a multiplicity of infection (MOI) of three and rinsed 12 h post-infection. To
assess genomic titer, viral RNA was extracted from collected supernatant at the indicated time points
and subjected to qRT-PCR specific for YFV or DENV NS5 gene.

(B) Vero cells were infected at a MOI of three and rinsed 2 h post-infection. Viral RNA was extracted
from collected supernatant at the indicated time points and subjected to qRT-PCR specific for DENV-
3 NS5 gene.

(C) PHH were infected at a MOI of three and rinsed 2 h post-infection. Genomic titers were assessed
as described above.

(D) PHH were fixed at 48 and 96 h post-infection. Cells were stained with an anti-dsRNA antibody
added to an anti-E antibody to detect viral antigens and with 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
The percentage of infected cells was estimated by the ratio of the antigen-labeled cells versus nuclei.
Three independent experiments were performed. Data are presented as mean * standard deviation.
P values were calculated using one-way ANOVA: *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. To compare
genomic titer of different viruses, the area under the curve was calculated for each virus beforehand.
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Replication and entry of the four DENV serotypes and YFV in PHHs

As viral replication is cell-type specific, we wondered if infection of iHeps reflects flavivirus infection
of PHHs. PHHs were therefore infected with all DENV serotypes and YFV at a MOI of three. Viral
production was determined by gqRT-PCR (Fig. 3C). Overall, DENV genomic titers following infection of
PHHs were lower compared with iHeps infection. Nevertheless, viral replication order was the same
as iHeps. In accordance with iHeps infection, YFV resulted in the highest replication (multiple
comparisons: P<0.001) and reached around 8.5 log Geq/mL. DENV-4 replication was significantly
higher than DENV-2 (P<0.01). DENV-1 genomic titer was observed between those of DENV-4 and
DENV-2 but was significantly different from both of them (DENV-1 vs DENV-4, P<0.001; DENV-1 vs
DENV-2, P=0.04). Moreover, DENV-3 replication was the lowest (multiple comparisons: P<0.001) and
was only detected at 72 h post-infection.

We also evaluated the percentage of infected PHHs by immunofluorescence (Fig. 3D). Overall, the
percentage of PHHs infected by DENV and YFV was ten times lower compared with iHeps infection.
However, the ratio of infected cells between YFV and DENV was conserved: YFV infected 20 times
more cells than DENV (Fig. 2D and 3D). Moreover, the number of PHHs infected by YFV significantly
increased between 48 and 96 h post-infection (P<0.001) supporting an active propagation in YFV
infection, which may explain the observed increase in genomic titer (Fig. 3C) In contrast, as for the
genomic titer, the percentage of DENV-infected cells did not change between 48 and 96 h post-
infection, suggesting a restricted propagation of DENV.

Discussion

In vivo, hepatic lesions in DENV resemble those of the early stage of YFV infection [27]. To date, liver
involvement in DENV pathogenesis progression is not well understood.

Here, we studied DENV—-hepatocyte interaction using an iHeps model. We demonstrated for the first
time the internalization and replication of the four DENV serotypes as well as YFV in iHeps. Following
iHeps and PHHs infection, YFV shows the highest replication rate associated with the highest
percentage of infected cells. These observations are consistent with the finding of Marianneau et al.,
who compared YFV and DENV-1 replication following infection of the hepatoma cell line, HepG2 [28].
It is possible that DENV binding to hepatocytes is less efficient than YFV. Interestingly, no entry
receptor has been described for flaviviruses. Numerous molecules called co-receptors have been
demonstrated to facilitate their entry but mutation does not abrogate infectivity. To our knowledge
and in contrast to DENV, very few YFV co-receptors were reported in the literature. Only proteins
belonging to the TIM-TAM family and glycosaminoglycans have been described [24, 29, 30]. These
molecules were also associated with the DENV entry mechanism in different cell types including
hepatocytes [24, 31]. Heat shock, laminin, and claudin proteins were also found to be implicated in
DENV-hepatocyte interactions [23, 25, 32]. In our iHeps model, in contrast to a previous study with
HBV and DENV, we show that DENV co-receptor expression is stable during cell maturation and does
not correlate with progress in the maturation process [16, 17]. The different number of infected cells
observed between DENV and YFV may be due to the differential expression of a distinct unknown
receptor specifically used by each virus. Alternatively, affinity for co-receptors could be slightly
different for each virus.
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Different glycan compounds on the Flavivirus surface have also been reported to have a direct
impact on viral tropism, in particular on viral assembly [33, 34]. However, the fact that the
production of infectious viral particles per antigen-positive cell was higher for DENV than YFV
suggests that deficiencies in viral assembly and excretion could not explain the difference in
infectivity observed between DENV and YFV.

Furthermore, we observed, in contrast to YFV, a very low percentage of DENV-infected iHeps and
PHHs of around 2% and 0.5%, respectively. We also found that DENV propagation in PHHs is
restricted. To our knowledge, this is the first time that such a low infection rate has been reported.
Usually, 20-90% of hepatoma cells are infected. In the only studies done on iHeps and PHH, DENV
infected 100% of iHeps, and around 70% of PHHs [17, 35-37]. Immunohistochemistry assays on liver
from fatal DENV patients show a variable percentage of infection ranging from no antigen detection
[38] to >90% of hepatocytes infected[4]. Differences or similarities reported in in vitro studies could
be influenced by cell type, cell preparation, MOI, and cell-culture passage history of the virus. Virus
strains could also influence in vivo and in vitro pathogenesis. Finally, host factors such as age and
genetic predisposition are known to influence DENV pathology features [39, 40]. Here, iHeps and
PHHs were each taken from one donor who was potentially less susceptible to high DENV
dissemination. Nevertheless, the fact that we found similar observations in two different cell types
would favor an impact of viral factors. Restricted DENV propagation could be explained by a different
hypothesis. First, as demonstrated in HepG2, cell death is rapidly induced by DENV and later by YFV
[28]. This finding emphasizes that early apoptosis could be a protective mechanism that limits viral
propagation [41]. Second, several flavivirus escape mechanisms have been reported in the literature,
in particular to counteract the type | interferon pathway [42]; thus, YFV may be able to counteract
the innate immune response more efficiently than DENV, which is blocked by paracrine innate
signaling.

To further investigate DENV liver pathogenesis, we compared the replication and the entry efficacy
of the four DENV serotypes. We observed that DENV replication in PHHs and in iHeps was serotype-
specific. DENV-4 actively replicates, similar to DENV-1 followed by DENV-2 and then by DENV-3,
which barely exceeded the detection threshold. DENV-3 infection also produced the lowest number
of infectious particles. The use of different entry receptors on liver cells has been reported, in
particular in the Thepparit and Smith study, where DENV-1 was shown to use high-affinity laminin
receptors to bind to and enter liver cells, in contrast to infection with DENV-2, -3, or -4 [25].
Moreover, DENV-4 internalization and maturation has previously been reported to be faster than
that of DENV-3 in HepG2 cells [8]. However, our study showed that the mechanism of entry could not
by itself recapitulate the replication difference observed between the serotypes. First, the
percentage of infected cells did not differ between serotypes, suggesting a similar entry efficacy.
Second, we investigated the entry mechanism by using a chimeric strain, YFV17D/DENV3, which
shares 99% identity to DENV-3 pre-M and E proteins. As YFV17D/DENV3 replication in iHeps is higher
than its parental DENV-3 strain, we hypothesize that NS proteins are also, in part, responsible for this
low replication rate. As these proteins are implicated in viral replication and in innate immune escape
[42], we further investigated the replication of DENV-3 in Vero cells, African green monkey
fibroblasts that have lost the ability to produce type | interferon [43, 44]. The high DENV-3 replication
rate in these cells suggests that the replication machinery is not impaired and that the lower
replication observed in iHeps could be linked to repression by innate immunity. Finally, the high
replication of another DENV-3 strain in iHeps highlights the complexity of viral replication and
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suggests a strain-specific mechanism rather than serotype specificity as previously observed with
other cell types [45-49].

Observation of higher YFV-17D and YFV17D/DENV-3 chimera replication than DENV-3 has previously
been reported by Brandler et al. [50]. Injection of YFV17D/DENV-3 in combination with other
chimeras in human and non-human primates is well tolerated without any sign of liver toxicity. This
demonstrates that high viral replication in hepatocytes is not a sign of virulence, and vice versa that
low replication is not a marker of attenuation. This result was also previously observed for YFV and
17D in HepG2 [51].

In conclusion, our study demonstrates that the differences in liver involvement in the pathogenesis
of dengue and yellow fever could be, in part, attributed to a restricted propagation of DENV.
Differences in virus entry and in innate immune response may have an impact on viral spread as
suggested for DENV-3. It may be of interest to compare in vitro DENV immune responses in
hepatocytes with those of YFV to better understand DENV liver pathogenesis.
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Supplementary data

Table S1. Mix of primers and probes used for qRT-PCR.

Target gene Symbol | Reference

Glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase | GAPDH | Hs02786624-g1

Glucuronidase Beta GUSB | Hs00939627-m1
TATA binding protein TBP Hs00427620-m1
Albumin ALB Hs00609411-m1

Sodium taurocholate co-

transporting polypeptide NTCP |Hs00161820-m1

Alpha-fetoprotein AFP Hs00173490-m1
Cytochrome P450 3A4 CYP3A4 | Hs00604506-m1
Laminin receptor 1 LAMR1 | Hs00347791-s1
AXL receptor tyrosine AXL

kinase Hs01064444-m1

Claudin-1 CLDN1 |Hs00221623-m1
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Table S2. Antibodies used for immunofluorescence assays.

Target protein | Reference Supplier
KRT18 ab133272 Abcam

ALB A6684 Sigma-Aldrich
HNF4a ab92378 Abcam

ds RNA 11010200 Scicons
E-YFV mab36055 Abcam

E - DENV 5C12-3G9 Biotem

Fig. S1. Infected iHeps revealed by immunofluorescence assays.

YFV

iHeps infected at a multiplicity of infection of three were fixed at 48 h post-infection. Cells were
stained with an anti-dsRNA antibody added to an anti-E antibody to detect viral antigens and with
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Scale bar, 50 um.
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Figure 17: Réplication et internalisation de YFV, 17D, DENYV et YFV17D/DENYV dans
les iHeps.

(A)Les iHeps sont infectés a une MOI de 3 puis rincés apres 2 heures de temps de contact
virus-cellules. A 48 h post-infection, les iHeps sont fixés. Les cellules sont alors
marquées avec un anticorps anti-ARNdb additionné d’un anticorps anti-enveloppe
permettant tous deux de détecter les antigénes viraux. La coloration au DAPI est
utilisée pour marquer les noyaux. Le pourcentage de cellules infectées est alors estimé
par le ratio de cellules positives pour la détection d’antigénes versus le nombre de
noyaux.

(B) Les iHeps sont infectés comme décrits ci-dessus. Les ARN viraux sont extraits des
surnageants collectés aux temps indiqués et soumis a une RT-qPCR avec des amorces
spécifiques de NS5 de DENV ou YFV.

(C) Les surnageants de iHeps infectés comme décrits ci-dessus sont collectés a 48 h post-
infection. Les particules infectieuses sont alors quantifiées par titrage DICC50 sur
cellules VERO.

Nous avons réalisé¢ 4 expériences indépendantes. Les données sont présentées sous la forme
de la moyenne des valeurs avec leur déviation standard. Les p-values (p) sont calculées en
utilisant un test ANOVA-1 : *p<0.05, *p<0.01, p<0.001, n.s : non significatif. Pour comparer
les titres génomiques des différents virus, les aires sous courbe ont été au préalable calculées
pour chacun des virus.
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3. Points clés de la partie 1

Une différence de réplication entre les 4 sérotypes de DENV a ¢été observée: DENV-4 se
répliquant le plus fortement et DENV-3 le plus faiblement. La comparaison des cinétiques de
réplication des virus DENV-3, 17D et 17D/DENV3 a permis de mettre en évidence que les
protéines non structurales et structurales sont impliquées dans la faible réplication de DENV -
3. Finalement, I’utilisation d’une autre souche DENV-3 a permis de conclure que la
réplication est propre a chacune des souches plutot qu’a un sérotype.

D’autre part, cette ¢tude a permis de mettre en évidence que les titres génomiques et
infectieux de YFV sur iHeps sont plus élevés que I’ensemble des 4 sérotypes de DENV. De
plus, contrairement & YFV, la propagation des 4 sérotypes de DENV est faible aussi bien dans
les iHeps que dans les hépatocytes primaires. Cette observation est faite sur la base de
I’évaluation du pourcentage de cellules infectées par technique d’immunofluorescence.

4. Résultats - discussion partie 2 : Evaluation de I'impact des
protéines non structurales et structurales dans I'infection
de DENV sur iHeps.

Les iHeps sont infectés avec YFV, DENV 1-4, YFV-17D, 17D/DENV1-4 a une MOI de 3. Le
pourcentage de cellules infectées, les courbes de réplication et le titre infectieux de YFV et de
DENV1-4 présentés dans cette section sont les mémes que ceux de I’article. L’intérét de la
figure 17 réside dans la comparaison des infections de YFV-17D, DENV et 17D/DENV afin
d’évaluer I’'impact des protéines structurales et non structurales dans I’infection de DENV sur
iHeps.

Pour toutes les souches 17D/DENYV, le pourcentage de iHeps infectés est similaire a celui des
DENYV (environ 1%) et différent de celui observé pour YFV-17D (Fig. 1A). Ceci démontre
que le pourcentage de cellules infectées est le reflet du réle de I’enveloppe et/ou de la
membrane dans I’infection de DENV. La faible propagation de DENV est donc tres
certainement liée a un probléme d’entrée des 4 sérotypes de DENV dans les iHeps.

Les titres génomiques et infectieux sont quantifiés dans les surnageants de iHeps infectés
(Fig. 1B et 1C respectivement). Les titres de 17D/DENV2 et DENV-2 sont similaires
(comparaison multiple, p-value > 0.88) suggérant que pour ce sérotype, le phénotype
d’infection est grandement influencée par les protéines d’enveloppe et de membrane.
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A l’inverse, 17D/DENV3 et 17D/DENV1 ont des titres différents de leurs souches parentales
DENV respective (comparaison multiple, p-value <0.001) suggérant un impact des protéines
non structurales sur la réplication observée pour DENV-1 et DENV-3. Pour 17D/DENV4
aussi le titre infectieux est différent de celui de sa souche parentale suggérant un role des
protéines non structurales. On remarque que leur titre génomique semble aussi différent mais
cet écart n’est pas significatif (p-value > 0.06).

5. Conclusion étude I

Nous avons démontré dans cette étude que la propagation de YFV dans les iHeps est plus
efficace par rapport aux 4 sérotypes de DENV. L’utilisation des souches chimériques
17D/DENV démontre que la faible efficacité de propagation de DENV dans les hépatocytes
est liée aux protéines prM et E de DENV et donc certainement liée a une faible efficacité
d’entrée du virus dans ces cellules. Dans la littérature, de nombreux co-récepteurs ont été¢ mis
en ¢évidence pour DENV alors qu’aucun n’a ¢été décrit pour YFV sauvage (43-45).
L’expression différentielle de récepteurs d’entrée spécifiques de chacun des deux virus et/ou
une affinité différente pour de mémes co-récepteurs pourraient expliquer la différence
d’entrée entre DENV et YFV. Afin d’éliminer un biais lié au mod¢le cellulaire, nous avons
¢galement démontré que la propagation de DENV est plus faible que YFV dans des
hépatocytes primaires. Enfin, comme Ananthanarayanan A. et al. le remarquent pour HCV, il
est également possible que la différence de propagation soit liée a un biais des méthodes de
cultures des hépatocytes et que les co-récepteurs d’entrée utilisés par DENV ne soient pas
exprimés a la surface de I’hépatocyte ou bien exprimés sur un pole de la cellule inaccessible
au virus (332). Les systemes de culture 3D étant décrits comme plus représentatifs des
conditions in vivo notamment en termes de polarisation, nous allons dans 1’étude II évaluer
I’infection de DENV et YFV dans des iHeps cultivés en 3D.

D’autres explications a la faible propagation de DENV pourrait également s’additionner au
probléme d’entrée comme :

- L’induction précoce de la mort des hépatocytes suite a I’infection de DENV tandis que
dans le cas de YFV, elle pourrait étre plus tardive.

- La réponse immunitaire innée mise en place inhibe rapidement la propagation de
DENYV alors que la réponse immunitaire innée contre YFV est mise en place de fagcon
plus tardive et/ou ce virus est capable de contourner plus efficacement la réponse
immunitaire innée.
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Etude II : Evaluation de I'infection des virus dengue et fievre

jaune dans un modele d’hépatocytes dérivés de cellules souches
humaines cultivés en trois dimensions

1. Introduction

Ces dernic¢res années, les modeles de culture cellulaire en trois dimensions (3D) ont
montré une amélioration des modéles in vitro quand ils sont comparés aux cultures 2D
conventionnelles. Les modéles 3D d’hépatocytes présentent une augmentation des fonctions
hépatiques, une augmentation de la viabilité cellulaire ainsi qu'un rétablissement de la polarité
cellulaire (309,333,334). De plus, dans le cas de sphéroides d’hépatocytes dérivés de cellules
souches pluripotentes (iHeps), la maturation des sphéroides hépatiques est favorisée par
rapport aux cultures 2D (335).

Le choix de la taille des sphéroides, variant en fonction du nombre de cellules qu’il
contient, est une étape importante pour les études. Si le tissu formé est trop petit, il peut
manquer de relevance physiologique en ne mimant pas la complexité¢ de 1’architecture de
I’organe. A D’inverse si le tissu est trop gros, la diffusion de I’oxygene est plus difficile
conduisant a la nécrose des cellules au centre du sphéroide. Afin de contraindre la
morphologie des tissus, des matrices extracellulaires synthétiques ou naturelles peuvent
parfois étre utilisées formant un maillage dont la taille des pores varie en fonction de la
composition (336). Méme s’il est décrit que les sphéroides hépatiques présentent une
augmentation de la sensibilit¢ aux substances hépatotoxiques par rapport aux cultures
conventionnelles, la taille des sphéroides peut avoir un impact sur la vitesse de dégradation
des drogues (308).

Outre une application pour les études de toxicité, les sphéroides hépatiques ont aussi été

¢valués pour leur capacit¢ a mimer des infections virales (332,337,338). De facon
intéressante, 1’étude Ananthanarayanan A. et al. démontre une localisation des co-récepteurs
d’entrée d’HCV différente entre hépatocytes cultivés en 3D et en 2D, celle des sphéroides
étant plus proche de celle observée in vivo. Cette polarisation des sphéroides hépatiques
favorise I’infection d’HCV (337).
Dans notre étude I, contrairement a I’infection de YFV, nous avons observé une faible
internalisation et propagation des 4 sérotypes de DENV dans des iHeps cultivés en 2D. Afin
d’évaluer si dans un modéle plus physiologique, I'internalisation de DENV peut étre
favorisée, nous avons comparé dans cette ¢tude I’infection de DENV et YFV dans un mod¢le
d’iHeps cultivés en 3D. Nous avons, au préalable, caractérisé la stabilit¢ et le niveau
d’expression de geénes hépatiques dans des iHeps 3D de différentes tailles ainsi que leur
capacité a maintenir I’infection du virus 17D.
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Figure 18 : Evaluation de la maturation de sphéroides hépatiques de différentes tailles
(2000- 10000 cellules) (A) Protocole de formation des sphéroides hépatiques. (B) Sphéroides
de différentes tailles obtenus aprés 2 jours d’incubation, (C) Les ARN totaux des sphéroides
hépatiques sont extraits 7 et 18 jours apres décongélation (a.p.) ainsi que ceux des iHeps 2D
au jour 5 a.p. Une RT-qPCR est ensuite réalisée afin de quantifier I’expression des genes :
albumine (ALB), cytochrome P450 3A4 (CYP3A4),alfa-foetoprotéine (AFP), transporteur
d’acides biliaires dépendant du sodium (NTCP) (D) Les ARN totaux des sphéroides de 3000
cellules et des iHeps 2D sont extraits au jour 7 a.d. et soumis a un qRT-PCR ciblant les
mémes genes que ci-dessus ainsi que ceux de I’aldolase B (ALDOB), de I’apolipoprotéine B
(ApoB) et du facteur nucléaire hépatocytaire 4 alpha (HNF4a). (C)(D) La normalisation est
effectuée sur la moyenne d’expression de 3 génes de ménage (GAPDH, GUSB, TBP) et les
valeurs des iHeps 2D au jour 5 sont utilisées comme référence pour calculer les fold-changes.

Sont représentées, la moyenne et la déviation standard de deux expériences indépendantes.
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2007 2. Résultats

2008

2009 Evaluation de la maturation de sphéroides hépatiques de différentes tailles (2000- 10000
2010 cellules)

2011 Apres 5 jours de culture en 2D, les iHeps sont décollés et mélangés a un milieu de culture
2012 contenant 10% de Geltrex™ final. Ce mélange est ensuite transféré dans des plaques a faible
2013 adhérence (Fig. 18A). Des suspensions de différentes concentrations cellulaires sont préparées de
2014 fagon a obtenir des sphéroides hépatiques contenant un nombre différent de cellules. Ici des
2015 sphéroides de 2 000, 3 000, 5000 et 10 000 cellules sont préparés. Deux jours apres leur
2016 ensemencement dans les plaques a faible adhérences, des sphéroides hépatiques au contour bien
2017 définies sont observés (Fig. 18B). Leur taille varie en fonction du nombre de cellules qui les
2018 constitue. Les sphéroides de 10 000 et 2 000 cellules mesurent respectivement 400 et 200 um, la
2019 taillle des sphéroides de 5 000 et 3 000 cellules se situant entre ces deux valeurs.

2020

2021 L’expression de geénes spécifiques du foie, a savoir de 1’albumine (ALB), du cytochrome P450
2022 3A4 (CYP3A4) et du transporteur d’acides biliaires dépendant du sodium (NTCP), est quantifiée
2023 au jour 7 et 18 post-décongélation soit 2 et 13 jours apres la formation des sphéroides. On
2024 quantifie aussi I’expression du gene alfa-foetoprotéine (AFP) qui code pour une glycoprotéine
2025 produite par les hépatocytes immatures (Fig. 18C). De maniére générale, on ne note pas de
2026 différence de profil d’expression entre les différentes tailles de sphéroides aussi bien au jour 7
2027 qu’au jour 18 post-décongélation. Les niveaux d’expression des différents marqueurs hépatiques
2028 sont proches entre les différentes tailles de sphéroides. Des le deuxieme jour de leur formation,
2029 I’expression des genes est plus élevée que celle des iHeps 2D au jour 5 (J5). A I’exception de
2030 celle de AFP, I’expression des marqueurs a J18 a tendance a étre plus élevée que celle a J7 mais
2031 ces différences ne semblent pas significatives. Toutefois, I’expression au J18 semble moins
2032 variable que celle observée a J7. On observe une diminution de I’expression de AFP. L’ensemble
2033 de ces données suggere que le phénotype de maturation des iHeps est maintenu jusqu’au moins
2034 18 jours apres la décongélation, voire méme qu’une légere maturation a pu avoir lieu entre J7 et
2035 J18.

2036

2037 Afin d’évaluer I’impact de la culture 3D sur la maturation des iHeps, 1’expression de plusieurs
2038 marqueurs hépatiques est comparée entre des iHeps cultivés en 2D et en 3D, 7 jours aprés la
2039 décongélation des cellules (Fig. 18D). Il apparait clairement que I’expression de 1’ensemble des
2040 marqueurs est plus élevée dans les hépatocytes cultivés en 3D qu’en 2D suggérant une
2041 maturation plus rapide des cellules sont sous forme de sphéroides.

2042

2043 Evaluation de Dl’infection de sphéroides hépatiques de différentes tailles par la souche
2044 vaccinale 17D.

2045 La permissivité des sphéroides de différentes tailles au virus 17D est €valuée.

2046 La réplication virale est mesurée par quantification de I’ARN viral dans les surnageants
2047 d’infection (Fig. 19A) et dans les cellules (Fig. 19B) par qRT-PCR.
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Figure 19 : Infection de sphéroides hépatiques de différentes tailles par la souche
vaccinale 17D . Les sphéroides de différentes tailles (2000 a 10000 cellules) sont infectés par
le virus 17D et le virus 17D inactivé aux UV (INAC) a une MOI de 3 puis rincées 4 heures
apres leur infection. Apres extraction (A) des ARN viraux des surnageants collectés aux
temps post-infection indiqués (B) et des ARN totaux cellulaires, les ARN sont soumis a une
qRT-PCR dirigée contre la NS5 de YFV. Le titre génomique du virus INAC observé sur
surnageant correspond au titre moyen observé sur les sphéres de différentes tailles. (C) Apres
extraction des ARN totaux de sphéroides de 3000 cellules infectées par 17D, une qRT-PCR
est réalisée afin de quantifier I’expression de I’interféron de type III (IFN-L1). L’expression
est normalisée a celle du gene de ménage GUSB et le fold-change calculé par rapport a
I’expression de IFNL1 dans les spheres non infectées (Mock).

Les données représentent la moyenne et la déviation standard de deux expériences indépendantes.
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Que ce soit en intra- ou en extracellulaire, le titre génomique de I’infection 17D est supérieur
a celui du virus 17D inactivé aux UV. L’inactivation aux UV permet aux virus d’entrer dans
les cellules mais pas de s’y répliquer. Ces données suggerent que quelle que soit la taille, les
sphéroides hépatiques sont permissifs a 1’infection du virus 17D. De plus, le titre génomique
extra- et intracellulaire augmente de fagon constante et similaire entre 24 et 72 heures post-
infection pour les sphéroides de 2000 a 5 000 cellules. Ce n’est pas le cas pour les sphéroides
de 10 000 cellules ou le titre entre 24 et 72 h.p.i n’est pas différent. La taille des sphéres
semble donc pourvoir influencer I’infection.

Afin de valider I’internalisation du virus 17D dans les sphéroides, 1’expression de ’interféron
de type II (IFN-L1) est quantifiée dans les sphéroides de 3 000 cellules (Fig. 19C)
L’induction de D’expression de cette cytokine fait suite a 1’activation d’une cascade de
signalistion résultant de la reconnaissance de motifs viraux par les PRRs, récepteurs clés de
I’immunité innée. Dans le cas des flavivirus, les PRRs décrits sont des PRRs intracellulaires
(RLRs, TLRs endosomaux). L’expression de IFN-L1 est induite a parti de 72 heures post-
infection validant une détection et donc une internalisation du virus dans les sphéroides.

Evaluation de I’infection des iHeps 3D de 3000 cellules par YFV, DENYV et les chimeres
17D/DENV

Apres avoir évalué la permissivité au virus 17D, les sphéroides sont infectés par le virus YFV
sauvage, les souches chimériques 17D/DENV-2 et 17D/DENV-4 et leur souche DENV
parentale respective. L’inoculum d’infection n’est pas retiré de facon a éliminer un biais
potentiel de temps d’internalisation différents entre les virus. De fagon similaire a 1’infection
de 17D, le titre génomique de chacune des infections est déterminé dans le surnageant de
culture (Fig. 20A). Contrairement aux titres génomiques de DENV et YFV/DENV, le titre
génomique de YFV observé a 96 heures post-infection est supérieur a celui observé a 4 heures
avec une augmentation d’environ 1 log;o GEQ/mL. Ceci suggere une réplication de YFV dans
les sphéroides hépatiques. La diminution du titre de DENV et 17D/DENV varie entre -0,2
logip GEQ/mL a -2 log;o GEQ/mL suggérant une abscence de réplication et une stabilité
différentes des virus dans le milieu de culture.

Afin de confirmer 1’absence de réplication de DENV, I’expression de ’interferon de type III
(IFN-L1) est quantifi¢e (Fig. 20B). Dans le cas de YFV, I’expression de IFN-L1 est induite
des 24 heures post-infection suggérant une détection du virus par le systtme immunitaire et
donc une internalisation du virus. A I’inverse, I’expression de IFN-L1 n’est pas différente de
0 dans le cas d’une infection par DENV ou 17D/DENV, renfor¢ant 1’idée d’un probléme
d’internalisation des virus dans les cellules.

Dans le but d’évaluer si ce probléme d’internalisation peut-étre 1i¢ a I’interaction des virus
avec des composants de la matrice extracellulaire utilisée lors de la formation de sphéroides,
des sphéroides de 3 000 cellules sont formés en absence de matrice (Fig. 20C). Leur
morphologie est comparable a celle des sphéres avec matrice et le temps de formation du
sphéroide est le méme. Les iHeps 3D sont alors infectés avec DENV-4 et DENV-2 a une MOI
de 3. Aussi bien pour I’infection par DENV-4 que celle par DENV-2, le titre génomique avec
ou sans geltrex est similaire suggérant que la présence de geltrex n’explique pas I’absence
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Figure 20: Evaluation de I’infection de sphéroides de iHeps de 3000 cellules par YFV,
DENY et les chiméres 17D/DENV. (A) (B) Des sphéres de 3000 cellules sont infectées a une
MOI de 3. Aucun ringage n’est effectué laissant 1’inoculum en contact avec les spheres tout
au long de la cinétique. (A) Aprées extraction des ARN viraux des surnageants, une qRT-PCR
est réalisée avec des amorces spécifiques du géne NS5 de YFV ou DENV. (B) Les ARN
cellulaires sont extraits et soumis a une qRT-PCR ciblant I’interféron de type III (IFN-L1).
L’expression est normalisée a celle du géne de ménage GUSB et le fold-change calculé par
rapport a I’expression dans des spheres non infectées (Mock). (C) Infection de sphéroides de
3000 cellules contenant ou non 10% de Geltrex ™. L’infection et le titrage sont réalisés de la
méme fagon que ci-dessus. (D) Images confocales en z-stack d’un sphéroide hépatique de
3000 cellules marqué avec un anticorps anti-cytokératine-18, ciblant le cytosquelette des
hépatocytes (jaune), et du 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) marquant le noyau des
cellules.

Les données représentent la moyenne et la déviation standard de deux expériences indépendantes.
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d’internalisation de DENV.

Afin de s’assurer que les cellules a I’intérieur des sphéroides ne soient pas nécrosées et sont
accessibles au virus, un marquage du cytosquelette KRT18 et des noyaux est réalis¢ (Fig.
20D) puis les sphéroides visualisés au microscope confocal. Les noyaux sont répartis de fagon
homogene sur chacune des images de sphéroide et leur contour est net, non dégénéré ne
suggérant pas la présence d’une nécrose cellulaire au centre du sphéroide. De facgon
surprenante, seule le cytosquelette des cellules en périphérie du sphéroides est marqué laissant
suggérer soit une incapacité des anticorps a pénétrer dans le sphéroide soit que les cellules au
centre n’ont plus le phénotype d’hépatocytes. Néanmoins le fait qu’une exposition prolongée
a des concentrations ¢levée de Triton X100 (50%) n’altére pas la morphologie des sphéroides
(données non montrées), suggerent plutdt une structure compacte des sphéroides.

3. Discussion

De par leur facilitation d’utilisation et le besoin en matériel limité, la formation des sphéroides
par I'utilisation de plaques a faible attachement est une méthode souvent employ¢e. Ici, cette
technique a été utilisée pour former des sphéroides de iHeps de différentes tailles (2000 a
10000 cellules). Comme observé dans I’étude de Subramanian K et al., nous démontrons ici
que la culture 3D favorise la maturation des iHeps visible par une augmentation plus
importante de 1’expression des genes spécifiques du foie (335). De plus, ce phénotype de
maturation est stable au moins 2 semaines. La stabilité du métabolisme cellulaire sous forme
de sphéroide est une des caractéristiques et avantages de ces méthodes de culture permettant
d’utiliser les cellules sur des périodes plus longues qu’avec les systemes 2D conventionnels
(309,333,334).

Dans cette expérience, nous n’observons pas de différence d’expression des marqueurs
hépatiques entre les différentes tailles de sphéroides. Cependant, il apparait que les sphéroides
de 10 000 cellules (400 um) parviennent plus difficilement a maintenir 1’infection du virus
17D. 1l est généralement préférable de ne pas maintenir une taille d’agrégat au-dela de 250
um afin de prévenir ’hypoxie (336). La variabilité d’infection de 17D observée pour les
sphéroides de 10 000 cellules est peut-€tre liée a I’'utilisation de sphéroides aux cellules
nécrotiques.

Les sphéroides de 3000 cellules sont permissifs a I’infection par les souches YFV sauvage et
atténuée (17D). La réplication du virus est détectable dans le surnageant des sphéroides
infectés et 1’infection conduit a I’induction des réponses immunitaires innées. Dans une étude
précédemment menée au laboratoire (Sanofi Pasteur), 1’évaluation de 1’infection des souches
YFV et 17D avait été réalisée sur sphéroide d’hépatocytes primaires (PHHs) co-cultivés avec
des cellules de Kupffer et des cellules endothéliales mettant en évidence d’une part la
permissivité de ce modele aux virus et d’autre part une dynamique de réponse immunitaire
différente entre 17D et YFV. L’interféron de type III détecté ici avait été aussi trouvé induit
dans ce modele (311).
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Contrairement & YFV, aucun signe d’infection n’a pu étre détecté pour les souches
17D/DENYV et leur homologue parental DENV. Cette absence d’infection ne semble pas liée a
la mise en place d’une réponse immunitaire intense puisque la réponse interféron n’est pas
détectée dans les 96 premicres heures suivant ’infection. De plus, le fait que les souches
chimériques et DENV du méme sérotype partagent la méme enveloppe suggere plutdt un
probléme d’internalisation des virus qu’un probléme de réplication ou d’excrétion.

Les flavivirus sont capables d’interagir avec des composants de la matrice extracellulaire
comme les glycosaminoglycans ou les héparanes sulfates (44,45). Décrits comme co-
récepteurs d’entrée, certains analogues des héparanes sulfates, comme 1’héparine, ont été
démontrés comme pouvant inhiber I’infection de DENV dans des lignées cellulaires
hépatiques (339). La matrice extracellulaire ajoutée lors de la formation des sphéroides
contenant de 1’héparine, nous avons donc supposé que DENV et 17D/DENV pouvaient
interagir fortement avec ce composant limitant alors I’entrée du virus dans les cellules.
Cependant, nous avons démontré ici que cette hypothése peut étre réfutée puisque la cinétique
d’infection de DENV-2 et DENV-4 est la méme avec des sphéroides formés avec ou sans
matrice.

Finalement, il apparait que [’explication de I’absence d’infection peut étre reliée a
’organisation structurale des sphéroides. En effet, alors que la diffusion du DAPI est possible
au centre du sphéroide, I’anticorps ani-KRT18 marque seulement les hépatocytes en
périphérie. La taille moyenne d’un anticorps étant de 15 nm, il parait difficile d’envisager
qu’une particule virale de 50-60 nm puisse alors pénétrer au sein du sphéroide. Bien que
I’étude de Bell et al. montre que les PHHs cultivés en 3D pourraient étre utilisés pour des
¢tudes toxicologiques, elle montre aussi que I’infection des sphéroides par un adénovirus
recombinant n’est possible qu’avant 1’agréagation des cellules et non aprés suggérant aussi
que la compaction des sphéroides empéche la pénétration du virus (309). De plus, dans le cas
de HBV, l’infection de PHH 3D est favorisée dans un systeme microfluidique plutét que dans
un modele statique (312). Le fait de créer un mouvement dans la culture favorise peut-étre la
diffusion du virus au sein de microvascularisation de la sphere.

Dans notre étude, le parallele est a faire avec le pourcentage d’infection visualisé en 2D dans
I’étude I. 11 était de 50%, 25% et 1% pour YFV, 17D et DENV respectivement. Ainsi, si
seules les cellules en périphérie d’un sphéroide sont accessibles au virus et que le pourcentage
d’infection est le méme que celui observé en 2D, notre capacité a détecter la réplication de
DENYV dans ce modele d’iHeps 3D est limitée alors que plus probable dans le cas de YFV et
17D.

En conclusion, contrairement a ce qui avait été observé pour HCV (337), I’infection de
DENYV n’est pas favorisé dans ce modele d’iHeps 3D. Nous avons donc pour la suite de notre
¢tude utilisé les iHeps cultivés en 2D afin d’évaluer les réponses cellulaires induites suite aux
infections de DENV et YFV.
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Etude III : Etude des réponses cellulaires induites suite aux

infections de DENV et de YFV dans un modele d’hépatocytes dérivés de
cellules souches pluripotentes

1. Objectifs

A notre connaissance aucune étude in vitro ou in vivo n’a a ce jour comparé les profils
transcriptomiques de DENV et YFV. De plus, seule une étude réalisée au laboratoire de
Sanofi Pasteur a révélé le transcriptome de YFV et YFV-17D sur modele d’hépatocytes
primaires cultivés en trois dimensions (311). La comparaison des deux profils
transcriptomiques avait permis de mettre en évidence une dynamique de réponse différente
entre ces deux virus : notamment la mise en place d’une réponse immunitaire innée plus
précoce dans le cas de YFV-17D que dans le cas de YFV. Dans le cas de la DENV, deux
¢tudes de RNAseq ont ét¢ menée sur des hépatocytes cultivés in vitro . L’une d’elles a été
effectuée sur modele d’hépatocytes dérivés de cellules souches mettant en évidence une
induction de la réponse interferon, de la voie NFkB et une dérégulation de certains genes
hépatiques suite a I’infection de DENV-2 (313). Une autre étude RNAseq a ét¢ menée sur
lignée hépatique Huh7 dans le but d’observer les variations post-transcriptionnelles de I’ARN
suite a I’infection des souches DENV-1 sauvage et atténuée (326).

Notre objectif ici est de comparer les profils transcriptomiques des 4 sérotypes de DENV et
YFV dans le modele iHeps aux temps 24, 48 et 96 heures post-infection a une MOI de 3. De
plus, afin de mieux comprendre I’infection de DENV, les profils transcriptomiques de DENV
seront comparés a ceux de YFV-17D et 17D/DENV. Pour rappel, les souches 17D/DENV
posseédent les protéines non structurales et de la capside de la souche YFV-17D et les
protéines d’enveloppe et de membrane du sérotype de DENV homologue. Ainsi, selon notre
hypothese, les réponses cellulaires communes entre DENV et 17D/DENV et différentes de
YFV-17D pourront étre liées aux protéines de membrane et d’enveloppe de DENV. Et a
I’inverse, les réponses cellulaires induites par DENV qui sont différentes de celles induites
par 17D/DENYV et 17D pourront étre attribuées aux protéines non structurales de DENV.

Les différences de pourcentage de cellules infectées entre YFV sauvage, YFV-17D et les
souches DENV et 17D/DENV que nous avions observés dans 1’étude I sont a garder en téte
pour la suite des analyses : les réponses observées de DENV seront le reflet que d’un
pourcentage de iHeps infectés de 1% tandis que celle de YFV seront le reflet de prés de 50%
de cellules infectées.

L’expression de chaque condition a été comparée a la condition non infectée au méme temps
puis les listes de genes dérégulés (DEGs) ainsi obtenus ont été filtrées sur un fold-change
supérieur a 2 et une p-value ajustée inférieure a 0.05.
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Figure 21: Analyse globale des profils transcripotmiques.

Les analyses des composantes principales démontrent un regroupement des échantillons par
temps (A) plutdt que par virus (B). (C) Nombre de transcrits différentiellement exprimés
(DEGs). Les couleurs claires représentent le nombre de DEGs dont I’expression est
augmentée et les couleurs foncées, le nombre de DEGs dont I’expression est diminuée. A
I’exception de l’infection par YFV a 96hpi, la majorit¢ des conditions ont leur DEGs
augmentée. (D) Diagramme de Venn représentant le nombre de transcrits différentiellement
exprimés communs entre les iHeps infectés par YFV, DENV1 - 4. Afin de soustraire I’effet
temps, les listes de DEGs des trois temps ont été réunies pour chacun des virus.

Les listes de DEGs sont obtenues en comparant la condition infectée a la condition non
infectée au méme temps. De plus, un filtre avec une p-value ajustée < 0.05 et un fold-change
supérieur a 2 et inférieur a -2 a été appliqué.
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2. Résultats et Discussion

Analyse globale des profils transcriptomiques induit par DENV et YFV

Le séquencage des 132 échantillons en utilisant I’équipement Illumina-NextSeq500 a généré
entre 27 et 210 millions de séquences par échantillon. En moyenne 86 % des séquences ont
été alignées avec le génome humain de référence. L’analyse des principales composantes sur
I’ensemble des échantillons révele un regroupement des échantillons par temps (Fig. 21A)
plutdt qu’un regroupement par virus (Fig. 21B) suggérant que 1’effet cinétique a une forte
influence sur I’expression des génes.

A D’exception de la condition DENV-3 96h, un certain nombre de génes différentiellement
exprimés est observé pour chacune des conditions (Fig. 21C). Dans le cas des infections par
DENV, le nombre de DEGs varie entre 4 DEGs pour la condition DENV-3 48h et 140 pour la
condition DENV-1 48h. Alors que son nombre de DEGs a 24h est proche de celui des DENV,
le nombre de DEGs dans les conditions infectées par YFV est considérablement plus
important a 48 et 96h atteignant 1387 DEGs pour la condition YFV 96h. Ainsi le nombre de
DEGs est fortement associé¢ au niveau de réplication des virus : YFV qui se réplique le plus a
le plus grand nombre de DEGs cumulés, suivi de DENV-1 et DENV-4 qui ont une réplication
similaire et ont aussi un nombre de DEGs cumulé proches, puis DENV-2 et enfin DENV-3
dont la réplication est la plus basse. L’association entre réplication virale et nombre de DEGs
a déja été observée dans le cas d’infection d’autres virus comme Influenza ou HCV(340,341).
Cependant, le pourcentage de cellules infectées a certainement lui aussi une influence sur le
nombre de DEGs détectés puisque le nombre de DEGs de YFV est 4 a 10 fois plus ¢élevé que
celui des conditions de DENV.

Majoritairement, dans toutes les conditions, la plupart des transcrits différentiellements
exprimés présentent une expression augmentée, seule la condition YFV 96h compte plus de
DEGs réprimés (861 DEGs réprimés vs 526 surexprimeés).

De fagon a ¢liminer ’effet temps et ne regarder que 1’impact de chaque virus sur la réponse
cellulaire, les DEGs de chaque point temps sont regroupés pour chacun des virus. Au total, 18
genes sont communs entre les 4 sérotypes de DENV et YFV (Fig. 21D). 1l s’agit de DEGs
impliqués dans la voie de signalisation PXR/RXR et dans la voie de dégradation de la
mélatonine. On note que le plus grand nombre de DEGs communs est celui partagé par les
iHeps infectés par YFV, DENV-4 et DENV-1. On compte 46 DEGs communs entre ces trois
conditions représentant pres de 20% des DEGs induits par DENV-1 et DENV-4 et 3% de
ceux induits par YFV. Finalement, lorsque 1’on compare les réponses induites par les 4
sérotypes de DENV, un certain nombre de génes sont spécifiques pour chacun des sérotypes
avec la condition DENV-1 qui possede le plus de DEGs qui lui sont spécifiques.

Les DEGs de chacune des conditions sont réorganisés en clustering hiérarchique (Fig. 22). En
fonction des profils d’expression, 7 classes de transcrits peuvent étre faites. De fagon
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Figure 22 : Organisation sous forme de cluster hiérarchique des profils d’expression des
réponses cellulaires induites par I’infection de YFV et DENV1-4. En fonction des profils
d’expression, 7 groupes de DEGs ont été définis . Pour chacun des groupes, les principales
voies significativement enrichies ont été reportées dans la table a droite (utilisation du logiciel
Ingenuity Pathways Analysis). En dessous du cluster hiérarchique, le code couleur représente
chacun des points temps : en rouge : 24h, en vert : 48h et en bleu : 96h. On remarque ainsi que
les profils transcriptomiques induits a 24h par les différents virus se regroupent suggérant des
profils proches.
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consistante avec ce que nous avons observé précédemment (Fig. 21A), les profils
transcriptomiques de YFV, DENV1 a 4 se regroupent par temps plutot que par virus.

Les sérotypes de DENV a 24h ont ainsi un profil d’expression proche. Leurs DEGs se
retrouvent majoritairement au niveau des groupes 2 et 3 impliquant majoritairement des voies
de signalisation du métabolisme mais aussi de I’immunité avec les voies de I’adhésion et de la
diapédeése. Les voies les plus significativement enrichies sont la voie de signalisation
PXR/RXR, la voie de dégradation de la mélatonine et du tryptophane. YFV 24h aussi a un
profil de réponse proche des DENV 24 h mais présente en plus des DEGs au niveau du
groupe 1 impliqués dans la réponse immunitaire innée.

Au temps 48h, les profils transcriptomiques de DENV sont différents selon les
sérotypes. D’un c6té, DENV-2 et DENV-3 se regroupent ce qui parait cohérent au vue de leur
faible nombre de DEGs (9 et 4 respectivement). De 1’autre, DENV-1 et DENV-4 ont la quasi-
totalité de leurs DEGs regroupés au niveau des catégories 1 et 5 correspondant a des transcrits
impliqués dans les voies de signalisation des réponses immunitaires tels que la voie de
I’interféron et les voies de signalisation des chimiokines et la présentation d’antigenes.

Au temps 96h, DENV-1 et DENV-4 ont un profil transcriptomique encore plus proche
avec des geénes impliqués dans les mémes voies de signalisation qu’a 48 hpi. Le profil de
DENV-2 se rapproche alors du celui observé pour DENV-4 48h. N’ayant aucun DEG DENV-
3 n’est donc pas représenté.

YFV-48 et 96 ont des profils de réponse trés proches. De manicre intéressante, on
retrouve les génes de I'immunité innée du groupe 1 et les génes du groupe 5 mais ces derniers
sont moins représentés pour YFV que pour DENV au méme temps. De plus, contrairement
aux profils de DENV, de nombreux genes surexprimés impliqués dans des voies de
signalisation du cancer et de la dédifférenciation cellulaire sont retrouvés. Enfin, un grand
nombre de DEGs, dont I’expression est diminuée, enrichissent les voies de dégradation
d’hormones (thyroide, mélatonine, sérotonine), de détoxification (métabolisme xénobiotique)
au temps 48 et 96 h et les voies PXR/RXR, réponse de la phase aigue et celles de 1’adhésion
et de la diapedese a 96 h.

Evaluation des dérégulations des réponses immunitaires innées induites par DENV et
YFV

La majorité des DEGs induits par DENV enrichissant les voies de I’immunité, nous avons
choisi d’observer plus en détails les genes de ces voies de signalisation (Fig. 23).

Dans le cas d’une infection virale, I’induction de la voie interferon est la premiere ligne de
défense mise en place par les cellules infectées. De par I’effet autocrine et paracrine des
interférons, les cellules infectées ainsi que les cellules avoisinantes expriment des genes
antiviraux appelés ISGs (pour Inteferon Stimulated Genes) impliqués par exemple dans la
cascade de signalisation IFN-I et IFN-III amplifiant la production des ISGs.

A T’exception de DENV-3, les autres sérotypes de DENV ainsi que YFV induisent tous une
augmentation de I’expression de genes impliqués dans la voie de I’interferon (Fig. 23A et
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Figure 23 : Dérégulation des réponses immunitaires induites suite aux infections des 4
sérotypes de DENV et de YFV dans les iHeps. Les geénes différentiellement exprimés
(DEGs, condition infectée versus non infectée) sont regroupés par voie cellulaire (A) (B) la
voie de I’interféron (C) voie de communication intercellulaire. Les échelles a droite de chaque
heatmap représentent le code couleur des fold changes en log, Y : yellow fever : 1 : DENV-
1; 2: DENV-2; 3: DENV-3; 4: DENV-4. Pour chaque virus, chacune des colonnes
représente un point temps : dans I’ordre 24, 48 et 96 heures post-infection comme illustré
pour YFV dans la heatmap 23A.
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23B). Cependant, I’induction de cette voie est détectée avec une temporalité différente selon
les virus. Dans le cas des infections par DENV, des DEGs appartenant a la voie de
I’interféron sont détectés a partir de 48 h pour DENV-1 et DENV-4 et a partir de 96 h pour
DENV-2. Pour I’infection de YFV, la détection est faite dés 24hpi suggérant une induction
plus précoce de la voie interféron par YFV par rapport a DENV.

On note 4 catégories de geénes :

(1) Ceux induits aussi bien par DENV que YFV. Pour ces genes, les profils d’expression sont
trés proches entre les conditions YFV-48, YFV-96, DENV1-48, DENV1-96 et DENV4-96.
On retrouve parmi ces transcrits, les senseurs RIG-1 et MDA-5, récepteurs communément
décrits pour la reconnaissance des virus a ARN, suggérant alors un role de ces deux senseurs
dans la reconnaissance de DENV et YFV. L’induction de RIG-I et MDAS suite a I’infection
de DENV a d¢ja ét¢ démontrée in vitro dans les lignées hépatiques HepG2 et Huh7
(318,342,343) ainsi que dans d’autres types cellulaires comme les cellules dendritiques (DCs)
(344). L’interaction de I’ARN génomique de DENV avec RIG-I a ét¢ démontré in vitro (345).
Dans le cas de YFV, le role des RLR dans le contrdle du virus n’a pas €té encore examing,
seule une induction de 1’expression de RIG-I et MDA-5 dans les PBMCs de sujets vaccinés
par YFV-17D (123) ou une induction in vitro de RIG-I dans les DCs plasmacytoides (346) ont
¢té démontrées. Dans I’ étude menée au laboratoire, I’induction de 1’expression des deux
senseurs par YFV a été montrée (311).

(2) Les genes uniquement détectés dans le cas d’une infection par YFV comme par exemple
le géne IFN-B. Ce résultat est suprenant puisque IFN-B est communément décrit comme
induit lors des infections virales. Dans le cas de la DENV et YFV, leur infection est 1étale
dans des souris IFN-I -/-. suggérant un role clé de cet interféron dans la protection (166,167).
De plus, des études in vitro sur cellules HepG2 et hépatocytes dérivés de cellules souches
démontrent que IFN-B est induit par DENV-2 ou DENV3 (313,318,342). 1l est possible que
cet interféron soit induit & un point temps que nous n’avons pas ¢tudié¢ (ex autour de 72hpi). 1l
est également possible qu’il ne soit pas induit. Une étude suggeére que I’induction de IFN-I par
des virus est dépendante du type cellulaire. Bien que étant immunocompétente, 1’infection de
virus respiratoires induit uniquement IFN-III dans cellules épithéliales nasales humaines
primaires alors que IFN-B et IFN-III sont induits par ces méme virus dans la lignée A549
(347).

(3) Des ISGs uniquement induits par DENV. De facon intéressante, il représente un grand
nombre d’ISGs. On retrouve par exemple XAF1 qui a un fold-change particuliérement élevé
(10 log, pour DENV1-48 et 7 log, pour DENV4-96). XAF1 a déja été identifié comme induit
in vitro par DENV-2 dans les cellules endothéliales jouant un réle majeur dans ’induction de
I’apoptose de ces cellules, I’expression des genes caspase 3, 8, 9 et PARP étant corrélée a
celle de XAF1 (348).

(4) Enfin un certain nombre de genes sont exprimés par DENV et YFV mais avec une
expression transitoirement induite dans le cas de YFV. C’est le cas par exemple de GBP1.
Dans le cas de YFV, I’expression de ce géne a aussi été¢ détectée dans 1’expérience menée
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Figure 24 : Profils d’expression de génes suspectés comme ayant un role dans les
pathologies de DENV et YFV. Les genes différentiellement exprimés (DEGs, condition
infectée versus non infectée) sont regroupés par voie cellulaire (A) voie de I’apoptose (B)

voie de la coagulation (C) voie du complément (D) voie de signalisation PXR/RXR. Les
¢chelles a droite de chaque heatmap représentent le code couleur des fold-changes en log, Y :
yellow fever: 1 : DENV-1; 2: DENV-2; 3: DENV-3; 4: DENV-4. Pour chaque virus,
chacune des colonnes représente un point temps : dans 1’ordre 24, 48 et 96 heures post-
infection comme illustré pour YFV dans la heatmap de la figure 23 A.
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précédemment au laboratoire (349). Dans le cas de DENV, GBP1 est I’'un des geénes les plus
fortement induits dans les cellules sanguines des patients au début de I’infection , ce qui est
conforme a des études in vitro menée sur lignée de macrophagesdémontrant le role majeur de
cette protéine dans I’inhibition de la réplication du virus (350,351) .

Le fait que certains ISGs soit spécifiquement induits par DENV ou YFV suggére une réponse
immunitaire innée spécifique pour chacun des flavivirus. On note également qu’un plus grand
nombre d’ISGs est induit par DENV et que certains sont exprimés plus durablement dans les
iHeps infectés par DENV-1 que par ceux infectés par YFV. Ceci pourrait suggérer une
réponse interferon plus robuste dans le cas de DENV et un possible détournement de la voie
interféron par YFV. Il est connu que les protéines non structurales sont capables de détourner
I’activité de certaines protéines de cette voie impactant possiblement 1’expression des ISGs.

En plus de la voie interféron, certains DEGs sont impliqués dans la communication avec les
cellules immunitaires (Fig. 23C) codant pour certains pour des protéines impliquées dans la
présentation des antigénes. C’est le cas des HLA de classe I qui sont retrouvés induits par
YFV et DENV. Les génes HLA-E (CMH-Ib non calssique), PSMB8 et TAP2 ont leur
expression augmentée seulement dans le cas d’une infection par DENV-1. De nombreux virus
ont développé la capacité de diminuer 1’expression du CMH-I des cellules infectées de fagon
a échapper aux LTs. Ce n’est pas le cas DENV et WNV qui a 'inverse induisent une
augmentation de I’expression des CMH-I (196,352). Certains auteurs voient ce paradoxe
comme un moyen de favoriser une auto-immunité et donc la destruction de tissu du soi (197).
Une étude sur lignée endothéliale a démontré que la molécule HLA-E n’est pas induite par
I’infection de tous les flavivirus et que seul DENV au contraire de ZIKA pouvait I’induire.
Son rdle sur I’activit¢ des NKs est controversé, certaines études rapportant une possible
inhibition de I’activité des cellules NK (336) et d’autres une incapacit¢ de HLA-E a moduler
leur activité (337)

Enfin, des génes codant pour des chimiokines comme CCLA4, CCL5 et CXCLI10 sont
retrouvés trés fortement induits suite a I’infection de DENV et YFV et d’autres comme
CXCL17, CXCLS8 (ou IL-8) et CXCL3 ne sont induits que par I’infection de YFV. De fagon
intéressante, certaines chimiokines comme CXCLI1 et des genes codant pour des protéines
claudines ainsi que VCAMI sont réprimés a 96hpi.

L’ensemble des données de la figure 4C suggére que des protéines de surface différentes
peuvent étre induites par YFV et DENV pouvant entrainer des interactions différentes des
hépatocytes infectés avec les cellules immunitaires. Alors que DENV pourrait favoriser
I’interaction des iHeps avec les cellules immunitaires via 1I’expression de certaines classes de
HLA, YFV pourrait au contraire potentiellement I’inhiber en diminuant notament I’expression
de molécules d’adhésion.

Evaluation des profils d’expression de génes suspectés comme ayant un roéle dans les
pathologies induites par DENV et YFV

157



(A)

17D DENV-1 17D DENV-2

[ \I I‘I‘ \\

1 124 / \ 57 /

“ _, . - Ng. “/.
17D/DENV1 e i

17D DENV-3 17D DENV-4

{ '\

‘ 9 | ‘ 0 \

\

\\ /// \\.\ " 4
N .,/'/ N ///
17D/DENV3 17D/DENV4

(B) 17D_17D/DENV1 17D_17D/DENV1
22
10
L /"‘\‘
- N\
20 4 740 )
40 3 X' 1Y 2 //
5 /'; O O | 4
[0°><0
=y L
.
17D_17D/DENV3 17D_17D/DENV4

Figure 25 : Comparaison des DEGs induits par 17D/DENV et ceux induits par ses
souches parentales (A) Diagrammes de Venn représentant le nombre de transcrits
différentiellement exprimés communs entre les iHeps infectés par 17D, 17D/DENV1 a 4 et
DENV1 a 4. De fagon a se soustraire de 1’effet temps, les listes de DEGs des trois temps ont
¢té réunis pour chacun des virus. (B) Les listes des transcrits communs entre 17D et chacune
des souches 17/DENV sont récupérées puis comparées entre elles sous la forme d’un
diagramme de Venn afin de définir si des transcrits sont communs entre ces listes.
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In vivo, I’infection de YFV et DENV conduisent a la mort d’hépatocytes caractérisée par la
présence de corps de Councillman (88,236,261). Ici un certain nombre de DEGs impliqués
dans la voie de signalisation de 1’apoptose sont induits par I’infection de DENV et YFV (Fig.
24A).

Enfin, de maniere générale, les génes impliqués dans les voies de la coagulation, du
complément et de la signalisation PXR/RXR (Fig. 24 B,C,D) sont majoritairement réprimés a
96hpi par I’infection de YFV. C’est le cas par exemple du facteur de coagulation F9 et du
gene du complément C8A. La plupart de ces geénes ne sont pas retrouvés différentiellement
exprimés dans les conditions infectées par DENV.

Le systeme du complément est une cascade biochimique de plus de 35 protéines qui jouent un
role important dans la réponse immune innée contre différents pathogeénes a travers leur lyse,
la chimioattraction, 1’opsonisation et 1’activation des mastocytes. Cependant, les flavivirus
semblent avoir développé des techniques de détournement du systeme de complément
notamment par le biais de la protéine NS1 (161-163). Dans le cas de DENV, un taux élevé de
certaines protéines du complément a ¢été retrouvé chez les patients atteints de dengue sévere
(164,165). Cependant dans le cas de YFV, aucune donnée n’est reportée dans la littérature
concernant une quantification chez les patients ou un modéle animal. Néanmoins, il est connu
que certains virus hépatotropes comme HCV peuvent conduire a une inhibition de synthése de
certaines molécules du complément (353,354).

La diminution de synthése des facteurs de coagulation est quant a elle mieux documentée.
Dans le cas de YFV, une réduction des facteurs de coagulation II, V, VII, IX, et X a été
démontré, pouvant étre a I’origine des hémorragies visualisées chez ’homme. Chez les
patients atteints de dengue sévere, la fonction hépatique et la synthése des facteurs de
coagulation semble relativement bien maintenues, les hémorragies semblant plutdt associées a
une réduction des taux de fibrinogeéne et des plaquettes (253,254) (88)

Il est important de noter que 1’absence d’inhibition des voies de métabolisme par DENV
puisse étre liée a notre incapacité a détecter ces dérégulations en raison du faible pourcentage
de cellules infectées. Contrairement a la réponse immunitaire qui est facilement détectable
due a I’effet autocrine et paracrine des interférons, une amplification aussi importante des
réponses par des métabolites n’a pas été reportée.

Comparaison des DEGs communs entre 17D, DENV et 17D/DENV

Lorsque 1’on compare, pour chacun des sérotypes, les transcrits différentiellement exprimés
suite aux infections par YFV-17D, 17D/DENV et sa souche DENV parentale, un plus grand
nombre de transcrits est partagé entre YFV-17D et 17D/DENV qu’entre 17D/DENV et
DENV (Fig. 25A).

Toutes les protéines non structurales étant identiques entre les différentes souches
chimériques, les DEGs communs entre YFV-17D et chacune des souches 17D/DENV doivent
donc étre les mémes quelle que soit la souche YFV17D/DENYV. Or, ceci n’est pas le cas (Fig.
25B). Ceci suggere que le raisonnement de comparer YFV17D/DENYV a leurs souches
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parentales pour décortiquer le role des protéines structurales et non structurales ne peut
s’appliquer aux réponses cellulaires.

3. Conclusion

Le nombre cumulé de DEGs induit par chacun des virus semble associé au taux de réplication
des virus. De plus, le taux de réplication semble aussi influencer 1’induction de la réponse
interféron. En effet, ’expression de nombreux ISGs est induite précocement par YFV puis par
DENV-1 et DENV-4 suivi de DENV-2. DENV-3 dont le titre génomique est le plus faible
n’induit pas de geénes impliqués dans cette voie de signalisation. Hormis cette dynamique
différente de réponse, la majorité des ISGs induits sont communs entre YFV et DENV.
Néanmoins quelques ISGs sont tout de méme spécifiquement induits par chacun des virus et
d’autres avec une durée d’expression différente entre les conditions d’infection.

De maniére intéressante, cette analyse préliminaire indique que les infections de YFV et
DENYV induisent I’expression de genes codant pour des protéines de surface différents comme
HLA-E ou TAP-2. Ceci pourrait potentiellement influencer in vivo [’interaction des
hépatocytes avec les cellules immunitaires recrutées au site de I’infection. Contrairement a
DENV, YFV aurait tendance a inhiber cette interaction en diminuant 1I’expression de certaines
chimiokines et molécules d’adhésion. Ce mécanisme est peut-étre un mécanisme
d’échappement du virus au systéme immunitaire.

De plus, a I’inverse de DENV, nous avons détecté un impact fort de YFV sur le métabolisme
notamment sur la voie de la coagulation, celle du complément et celle de la détoxification.
Ces dérégulations métaboliques pourraient potentiellement avoir des conséquences directes
sur la sévérité de la pathologie.

Enfin, nous avons établi que 1’expression de certains génes de 1’apoptose étaient induits suite
aux infections des flavivirus. Cependant, afin de déterminer si cette expression est suffisante
pour induire des dommages cellulaires, des tests fonctionnels devraient étre réalisés comme
par exemple en utilisant un test de détection du clivage de la caspase 3.

161



162



Conclusion et

Perspectives



164



2433
2434
2435
2436
2437
2438
2439
2440
2441
2442
2443
2444
2445
2446
2447
2448
2449
2450
2451
2452
2453
2454
2455
2456
2457
2458
2459
2460
2461
2462
2463
2464
2465
2466
2467
2468
2469
2470
2471
2472
2473
2474
2475

1. Conclusion et Discussion

L’objectif de cette these est de comparer les infections de YFV et DENV dans un modele
d’hépatocytes humains dérivés de cellules souches pluripotentes (iHeps) afin d’identifier les
facteurs qui pourraient expliquer que DENV induit une pathogenese hépatique moins sévere
que YFV.

Pour cela, deux approches ont été réalisées

(1) La comparaison de la permissivit¢ des cellules aux virus YFV et DENV et de la
production virale par les virus.

(2) La comparaison des réponses cellulaires induites suite aux infections par technique de
RNA-seq.

Le premier facteur identifi¢ dans cette étude est une différence d’infectivité entre
DENV et YFV pour les hépatocytes. Nous avons en effet démontré dans cette é¢tude que la
propagation de YFV dans les iHeps est plus efficace par rapport aux 4 sérotypes de DENV.
L’utilisation des souches chimériques 17D/DENV démontre que la faible efficacit¢ de
propagation de DENV dans les hépatocytes serait liée a une faible efficacité d’entrée du virus
dans ces cellules. Dans la littérature, de nombreux co-récepteurs ont été mis en évidence pour
DENYV alors qu’aucun n’a été¢ décrit pour YFV sauvage (43—45). L’expression différentielle
de récepteurs d’entrée spécifiques de chacun des deux virus et/ou une affinité différente pour
de mémes co-récepteurs pourraient expliquer la différence d’entrée entre DENV et YFV. Afin
d’éliminer un biais li¢ au modele cellulaire, nous avons également démontré que la
propagation de DENV est plus faible que YFV dans des hépatocytes primaires. Enfin, comme
Ananthanarayanan A. et al. le remarquent pour HCV, il est également possible que la
différence de propagation soit liée a un biais des méthodes de cultures des hépatocytes et que
les co-récepteurs d’entrée utilisés par DENV ne soient pas exprimés a la surface de
I’hépatocyte ou bien exprimés sur un pole de la cellule inaccessible au virus. Les systemes de
culture 3D étant décrits comme plus représentatifs des conditions in vivo notamment en
termes de polarisation, nous avons ¢évalué¢ I'infection de YFV et DENV dans un mod¢le
d’iHeps cultivés en 3D. Cependant, la propagation de DENV n’a pas été favorisée par ce
modeéle.

L’ensemble de ces données suggere un tropisme hépatique de DENV plus faible que celui de
YFV.

Un autre facteur pouvant expliquer la différence de pathogenése entre YFV et DENV
pourrait étre li¢ aux réponses cellulaires induites par les deux virus. Nous avons démontré que
le taux de réplication des virus semble associé¢ a I’induction de la réponse interféron. Etant
plus important pour YFV, I’expression de nombreux ISGs est induite plus précocement par
YFV que par DENV. La majorit¢ des ISGs induits par DENV et YFV sont communs.
Néanmoins certains ISGs sont spécifiquement induits par chacune des virus. De maniere
intéressante 1’infection par DENV génére un plus grand nombre de ISGs spécifiques et pour
certains une expression plus stable. On retrouve dans la littérature de nombreux mécanismes
de détournement des réponses immunitaires mis en place par les flavivirus pouvant suggérer
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que dans nos conditions les mécanismes d’évasion de la voie interféron seraient plus efficaces
ou plus nombreux dans le cas de YFV que ceux mis en place par DENV.

De plus, nous avons démontré que les infections de YFV et DENV induisent I’expression de
genes codant pour des protéines de surface différentes pouvant influencer ’interraction des
hépatocytes avec les cellules immunitaires. Contrairement a DENV, YFV aurait tendance a
inhiber cette interaction. Ces observations pourraient étre clés pour la compréhension des
différences de pathogenese entre YFV et DENV. D’un c6t¢ YFV pourrait diminuer le
recrutement de certaines cellules immunitaires au foyer d’infection par la diminution
d’expression de certaines chimiokines et d’un autre empécher l’interaction efficace des
cellules infectées avec les cellules immunitaires recrutées. Ceci pourrait expliquer que in vivo,
chez I’homme et dans tous les modéles animaux, un nombre trés faible de cellules
immunitaires est détecté dans les coupes histologiques de foie (88,265,266,270)).

Pour DENV, I’infection tendrait au contraire a favoriser 1’interaction des hépatocytes avec les
cellules immunitaires. Ceci nous rappelle que dans le modéle murins d’infection de DENV, la
plupart des dommages hépatiques sont réalisés non pas par le virus mais par les cellules
immunitaires : d’abord les cellules NK puis les cellules LT CD8+ (273)

Pour finir, I’infection de YFV dans le modele iHeps conduit a des dérégulations métaboliques
séveres (ex : diminution de I’expression de facteurs de coagulation) modélisant la pathologie
retrouvée in vivo chez I’homme et démontrant que le virus en lui-méme peut étre a 1’origine
de profil pathologique.

Enfin une différence de réplication entre les 4 sérotypes de DENV a éré observée : DENV-4
et DENV-1 se répliquant le plus fortement et DENV-3 le plus faiblement. Le suivi de la
réplication d’une autre souche de sérotype 3, la souche DENV-3 16562, a permis de conclure
que la réplication est propre a chacune des souches plutdt qu’a un effet sérotype. De plus, la
souche DENV-3 utilisée au sein de cette étude a également un comportement particulier
puisqu’aucun gene de la voie de I’interferon n’a été détecté suite a I’infection. Il est possible
que I’induction de la réponse interféron soit induite a un point temps plus précoce que ceux
testés ou que I’induction soit trop faible pour étre détectée. Une fois encore la non induction
de la réponse interféron est spécifique a la souche utilisée plutdt qu’au sérotype. En effet, des
¢tudes reportées dans la littérature utilisant la souche DENV-3 16562 démontrent une
induction des réponses immunes suite aux infections dans les lignées cellulaires HepG2. De
plus, I’effet souche a déja été démontré in vitro dans différents types cellulaires (339,355—
357). In vivo, il pourrait expliquer que certaines ¢études ne s’accordent pas sur le sérotype
favorisant une dengue sévere.
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2. Perspectives

e Confirmation des données de RNA-seq au niveau protéique

Les études préminaires de 1’analyse transcriptomique seront complétées par la confirmation
de I’expression au niveau protéique. Le systtme Luminex, permettant 1’analyse simultanée
d’un grand nombre de cytokines pourra étre utilisé. Pour les facteurs intra-cellulaires ou les
facteurs de surface (ex : RLR) leur détection pourra étre ¢tudiée par immunofluorescence.
Cette approche permettra également de mettre en évidence un éventuel effet paracrine, par
double marquage avec I’antigéne viral.

Concernant I'impact sur le métabolisme hépatique, I’expression de certaines protéines
retrouvées dérégulées dans les péthologies chez I’homme pourrait étre quantifiée par ELISA.
Nous avons tenté¢ de les mesurer avec le PentraC400, équipement utilis¢ en laboratoire
clinique pour la quantification des parameétres biochimiques en laboratoire mais la production
dans le milieu n’était pas suffisante pour étre détectée. D’autres approches pourraient étre
envisagées comme la métabolomique, nécessitant tout de méme des €équipements adaptés et
des analyses plus complexes.

e Effet souche

Le choix des souches DENV dans cette é¢tude a été basé sur le fait qu’elles sont les souches
parentales des 17D/DENV permettant de décortiquer le rdle des régions structurales et non
structurales dans I’infection de DENV. Cependant, ces souches ont subi de nombreuses
amplifications successives sur cellules d’insectes puis sur cellules VERO avant d’étre
utilisées. On dirait communément qu’il s’agit de souches de «laboratoire ». Il serait
intéressant d’observer la propagation sur iHeps de souches cliniques a plus faible passage
issues de patients atteints de dengue sévere et non sévere. Nous pourrions ainsi estimer le
pourcentage de cellules infectées par ces souches cliniques a un temps précoce 24h et un
temps tardif 96h par exemple. Cette approche permettrait de déterminer si il y’a un effet
souche dans la propagation des DENV dans le foie et d’autre part si cette propagation peut
étre associée a la sévérité de la pathologie.

D’autre part, il serait également intéressant de quantifier par qRT-PCR I’expression des
molécules de présentations d’antigénes (ex : HLA-E ) et d’ISGs spécifiques de DENV (ex :
XAF1) afin d’évaluer si les profils transcriptomiques induits par les souches cliniques sont
similaires a ceux induits par les souches de laboratoire.

e Influence du pourcentage de cellules infectées sur I’expression de genes

Un autre point qui pourrait étre discuté est 1’utilisation au sein de ce projet de la technique
RNA-seq au vu du faible nombre de cellules infectées par DENV. 1l est difficile d’évaluer
dans quelle mesure ceci a pu créer un biais dans la comparaison des réponses induites par
YFV et DENV. Ceci a pu avoir un impact d’une part sur la temporalité des réponses
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cellulaires et d’autre part sur notre capacit¢ a détecter de possibles dérégulations
métaboliques.

De plus, il faut savoir que ’analyse de données RNA-seq est une analyse complexe avec
différents choix de modeles statistiques impactant plus ou moins fortement la liste de DEGs
final. Il existe par exemple différentes méthodes de normalisation, différentes méthodes de
correction des fold changes et différents effets biologiques ou techniques a corriger. Au sein
de la communauté des bioinformaticiens, le choix des méthodes n’est pas vraiment défini,
chaque bioinformaticien ayant sa propre procédure. Dans notre cas, le fait d’avoir au sein du
projet la confrontation de points de vue de 3 bioinformaticiens différents a ét¢ un réel atout
(T. Tran et J. Becker pour BIOASTER et E. Chautard pour Sanofi Pasteur). Il parait
¢galement indispensable que certaines représentations graphiques soient réalisées afin
d’assurer un controle qualité des listes de génes. C’est le cas des analyses des composantes
principales qui doivent permettre d’identifier des effets dominants sur notre jeu de données
comme des effets techniques (ex : si préparation des librairies de I’ensemble des échantillons
non réalisée en méme temps) ou des effets biologiques (lots de cellules, donneurs différents,
effet temps, effet du virus)). Ces effets seront a corriger selon la question biologique posée au
départ du projet.

Il aurait pu étre intéressant d’utiliser une technique de séquencage de cellule unique afin
d’analyser uniquement le transcriptome des cellules infectées ¢liminant ainsi le biais 1ié¢ a un
pourcentage de cellules infectées différent. La difficulté de cette technique réside en partie
dans D’étape de tri des cellules infectées tout en maintenant les cellules vivantes. Une
technique appelée viscRNA-Seq a été récemment développée pour séquencer et quantifier le
transcriptome d’un petit nombre de cellules et d’autre part I’ARN viral. De maniere
intéressante la preuve de concept de cette technique a été réalisée sur cellules Huh7 infectées
par DENV et ZIKA (358). Apres infection, les cellules sont récoltées apres trypsination et
triées au FACS afin d’éliminer les cellules mortes. Les cellules sont alors ensemencées en
plaque 384 puits lysées dans un tampon auquel sont ajoutées des amorces qui permettront la
rétrotranscription des ARN viraux. La quantité d’ARN viral est alors quantifiée dans chaque
puits, permettant de sélectionner les cellules ou le taux de réplication est le plus €levé et donc
supposant le puits contenant le plus de cellules infectées.

Une autre expérience pourrait étre réalisée plus facilement a la suite de notre projet afin de
déterminer si DENV est aussi capable d’induire des dérégulations métaboliques. Nous
pourrions augmenter la MOI de fagcon a obtenir un pourcentage de cellules infectées par
DENYV proche de celui de YFV. Si cela est le cas, nous pourrions alors regarder 1’expression
de genes du métabolisme (un gene codant pour un facteur de coagulation, un codant pour une
protéine du complément et un codant pour la voie PXR/RXR) a 24, 48 et 96 h post-infection
par qRT-PCR.

e Ftude de I’entrée

Pour aller plus loin dans cette étude, il serait intéressant de comprendre ces différences
d’entrée de YFV et DENV. Tout d’abord, il serait intéressant de regarder I’expression
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protéique et la localisation des différents co-récepteurs décrits pour DENV (Claudine-1,
Récepteur de la laminine, AXL). Pour cela un marquage par immunofluorescence des
récepteurs semblerait le plus pertinent puisque nous aurions d’une part une idée de
I’expression protéique et de 1’autre une notion de localisation de ces co-récepteurs. De plus,
un co-marquage des cellules infectées et de ces co-récepteurs pourrait étre réalisé afin de
déterminer si une expression par exemple plus forte des co-recépteurs coincide avec les
infections de DENV ou coincide avec une certaine localisation de ces protéines.

Enfin, comme aucun co-récepteur n’a ét¢ décrit pour YFV sauvage, il serait intéressant de
déterminer si les co-récepteurs décrits pour DENV (Claudine-1, Récepteur de la laminine,
AXL) sont aussi impliqués dans I’entrée de YFV. Pour cela, nous pourrions par exemple
réaliser des expériences de « Knock down », diminution d’expression de ces geénes par
technique de si-RNA ciblés. Il serait peut-&tre également possible de générer des iHeps
délétés pour ces genes en utilisant par exemple la technique de Crisper Cas9. Ceci pourrait
étre réalisée en collaboration avec les fournisseurs des iHeps puisque cette extinction de génes
pourrait étre réalisé au niveau des fibroblastes a 1’origine des iHeps (avant toutes les étapes de
reprogrammation, différenciation). Cette derniére idée est plus complexe a mettre en ceuvre
que la premiere mais présente 1’avantage d’éteindre totalement 1’expression des génes dans
100% des cellules. Nous évaluerons ensuite 1’impact de ces diminutions d’expression de co-
récepteurs sur la réplication de YFV, avec en parallele DENV-1 ou DENV-4 comme controle
positif. L’évaluation du pourcentage de iHeps infectés devra étre lui aussi évaluée.

Si la diminution d’expression des geénes a un impact sur I’infection de YFV, des expériences
de «pull down » pourraient étre ensuite réalisées en utilisant par exemple des co-récepteurs
modifiés comme [’utilisation du récepteur TIM-Fc (359). YFV est incubé avec TIM-1-Fc ou
TIM-4-Fc avec des billes de sépharose couplées a la protéine G. Le virus précipité est ensuite
analysé par Western blot en utilisant 1’anticorps OGS anti- E de YFV. Si la protéine E est
détectée alors TIM et TAM pourrait étre des co-récepteurs potentiels de YFV.

Il serait ¢galement possible de réaliser des expériences de co-immunopricipitation pour
DENV et YFV. Les iHeps infectés par DENV et YFV sont lysées. Les lysats cellulaires sont
alors purifiés en utilisant des colonnes anti-Fc compléxées a 1’anticorps 4G2 qui cible les
protéines E des flavivirus. On fait ensuite migrer sur gel de polyacrylamide les protéines
retenues sur colonne. On obtient d’une part un profil de protéines liant la protéine E de DENV
et d’autres part celui liant la E de YFV. Ceci permettrait d’évaluer dans un premier temps si
des protéines différentes interagissent avec chacun des virus. Si c’est le cas, les protéines
d’intérét pourront étre identifiées ensuite par spectrométrie de masse.

e Complexification du modele iHeps 2D:

L’utilisation d’un mode¢le d’iHeps cultivés en 3D n’a pas favorisé 1’infection de DENV.
Cependant, il aurait été intéressant de vérifier que ce modele est plus physiologique que le
modele 2D notamment en termes de polarisation des cellules. Un marquage
immunofluorescent sur coupe de sphéroides pourrait étre réalisé afin d’identifier si un réseau
de canalicules biliaires est bien mis en place dans ce modé¢le. Le transporteur canaliculaire,
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MRP2, est une des protéines classiquement révélé pour mettre en évidence la polarisation
(360,361).

De plus, I’infection aurait peut étre pu étre favorisée par une agitation des sphéroides de facon
a favoriser la circulation des virus au sein de la sphére comme illustré par le systeme
microfluidique dans I’étude d’HBV.

Cependant, il faut savoir que les sytemes 3D restent encore aujourd’hui difficile d utilisation
nécessitant des techniques d’analyses qui leur sont spécifiques ou du moins d’adapter les
techniques utilisées en 2D. Par exemple, ’extraction des ARN cellulaires nécessitent
I’utilisation de kits d’extraction tissulaire et les rendements ne sont pas aussi élevés que ceux
obtenus avec les cellules cultivés en 2D. Autre exemple, les techniques d’imagerie sont aussi
a adapter nécessitant par exemple de couper au préalable les sphéroides pour visualiser
I’organisation cellulaire a I’intérieur. Au vu de la petite taille des sphéroides, cette tache n’est
pas ais¢e.

La complexification du mod¢ele iHeps 2D peut aussi étre réalisée par des systémes de co-
culture des iHeps avec d’autres types cellulaires. Il pourrait par exemple étre intéressant de
co-cultiver les iHeps avec les cellules de Kupffer. Ceci permettrait de mimer les réponses
immunitaires innées précoces du foie induites suite aux infections.

Les cellules NKs jouant un role important dans les dommages hépatisues observés dans les
modeles murins, nous pourrions également envisager une co-culture des iHeps avec des
cellules NKs. Ceci permettrait d’évaluer si 1’augmentation d’expression de molécules de
classe I dans les hépatocytes infectés par DENV favorise ou non I’interaction avec ces
cellules L’impact sur I’activité des cellules NKs pourra également étre évalué en quantifiant
par exemple la production d’IFN-y par technique d’ELISA .

Néanmoins, la complexité des systémes de co-culture réside dans I’établissement de milieux
de culture assurant une viabilité et un maintien de phénotype des différents types cellulaires.
D’autres méthodes pourraient permettre d’évaluer I’impact des dérégulations hépatocytaires
sur d’autres types cellulaires. Certaines molécules de classe I comme HLA-E peuvent étre
sécrétées par les cellules. Apres s’étre assuré que les iHeps infectés en sont capables (par
exemple par Western Blot ou ELISA sur les surnageants), nous pourrions mettre en contact
les surnageants de iHeps infectés avec les cellules NKs et évaluer I’impact sur leur activité.
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Résumeé : Les formes sévéres de ’infection par les virus de la fiévre jaune (YFV) et de la
dengue (DENV) sont caractérisées par une atteinte du foie, plus sévere lors d’une infection
YFV. L’objectif de cette these est de comparer les infections de YFV et DENV dans un
modele d’hépatocytes humains dérivés de cellules souches (iHeps) afin d’identifier des
facteurs a I’origine de cette différence de pathogenése.

Dans un premier temps, nous avons compar¢ le tropisme de YFV aux 4 sérotypes de DENV
dans notre modele hépatique établi en monocouche cellulaire. Nous avons observé une faible
propagation de DENV dans les iHeps par rapport YFV. Les mémes observations ont été faites
dans des hépatocytes primaires. L’utilisation de souches chimériques 17D/DENV a permis de
mettre en évidence que cette faible propagation serait liée a une faible efficacité d’entrée de
DENYV dans les hépatocytes. Nous avons également étudié ’infection dans des sphéroides
iHeps, métaboliquement plus actifs que les iHeps 2D. Une infection productive a été observée
uniquement avec YFV. Ce résultat pourrait s’expliquer par la faible accessibilité des cellules a
I’intérieur des sphéroides.

Dans un 2éme temps, nous avons ¢étudié les réponses cellulaires induites dans les iHeps 2D
aprés infection par les différents virus en utilisant une approche RNAseq. Les résultats
préliminaires suggerent un lien entre le taux de réplication et le nombre de génes activés. La
réponse interféron est plus précocement détectée dans le cas de YFV, mais I’infection par
DENYV induit un plus grand nombre de geénes. De plus, DENV-1 et DENV-4 induisent une
augmentation d’expression de certains genes impliqués dans la présentation d’antigene
comme HLA-E et TAP-2, alors que YFV diminue I’expression de certains geénes de
chimiokines et molécules d’adhésion. L’analyse préliminaire des voies liées au métabolisme
hépatique révele une inhibition de la voie de la coagulation dans le cas de I’infection par
YFV, qui n’est pas observée lors de I’infection par DENV. Des observations similaires ont été
décrites in vivo, au niveau protéique, confirmant la pertinence du modele iHeps.

Abstract: Severe forms of infection with yellow fever virus (YFV) and dengue virus (DENV)
are characterized by liver damage, with more severe symptoms observed during YFV
infection. The aim of this thesis is to compare YFV and DENV infections in a model of
human hepatocytes derived from stem cells (iHeps) in order to identify factors that could
explain their difference in pathogenesis.

First, we compared YFV tropism to the four DENV serotypes in 2D iHeps. We observed a
low spread of DENV compared to YFV in both iHeps and primary hepatocytes. By using
chimeric 17D/DENYV strains, we demonstrate that this low propagation is linked to a low
DENV entry efficiency in hepatocytes. We also studied infection in iHeps spheroids,
metabolically closer to primary cells than 2D iHeps. A productive infection was observed
with YFV only. The low accessibility of cells inside the spheroids could explained this result.

Second, we studied cellular responses induced following infection by different viruses in 2D
iHeps using an RNAseq approach. Preliminary results suggest a link between replication rate
and the number of activated genes. The interferon response is detected earlier following YFV
infection, but DENV induces a greater number of genes implicated in this pathway.
Moreover, DENV-1 and DENV-4 up-regulate some genes involved in antigen presentation
such as HLA-E and TAP-2, while YFV down-regulates genes encoding chemokines and
adhesion molecules. Preliminary analysis of hepatic metabolism pathways reveals inhibition
of the coagulation pathway induced by YFV infection, which is not observed during DENV
infection. Similar observations have been described in vivo, at the protein level, confirming
the relevance of the iHeps model.
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