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1. L’herpesvirus équin 1

1.1. Histoire des herpesvirus

Les premiers écrits relatant I'existence d’infections causées par un herpésvirus datent
de la Grece antique. En effet, le mot “herpes” provient de la racine grecque “ €pnw, hérpd” et
fut utilisé par Hippocrate pour décrire des lésions qui semblent “ramper” a la surface de la
peau des personnes infectées. Peu de temps apres, c’est Hérodote qui rattacha ce terme aux

ulceres et vésicules labiales associés a de la fievre.

Aux XVeme et XVIeme siécles, Shakespeare v fit référence dans ses écrits : “O'er ladies
lips, who straight on kisses dream, which oft the angry Mab with blisters plagues, because
their breaths with sweetmeats tainted are” (Shakespeare, 1594, Romeo and Juliet, acte 1
scene 4) évoquant la présence de I’herpes labial comme un “fléau” et les personnes infectées
comme “contaminées”. Mais ce n’est qu’au XIX®™Me siécle que le scientifique francais Emile

Vidal démontra la transmission de ce virus entre individus (Wildy, 1973).

La découverte du virus de la mosaique du tabac a la fin du XIX®™e siécle a permi
I’émergence d’une science nouvelle, la virologie. Depuis, I'étude des virus est en plein essor,
notamment grace au développement de nouvelles technologies. De nombreux progres ont
ensuite été faits au cours du XXeMesiécle sur la découverte et la connaissance des herpésvirus.
La virologie a pris un nouvel essor cette année (2020) au niveau mondial suite a la pandémie
de COVID-19 liée au coronavirus SARS-CoV-2. En effet, celle-ci a obligé la communauté
scientifique a développer des tests toujours plus rapides et fiables, des vaccins et des

traitements antiviraux de derniere génération.

1.2. 'ordre Herpesvirales

Le genre herpesvirus est apparu en 1971 dans le premier rapport du comité
international de taxonomie des virus (International Committee on Taxonomy of Viruses ;

ICTV ; https://talk.ictvonline.org). Dans son second rapport, I'ICTV éleva ce genre au rang de

famille en 1976 et la nomma Herpetoviridae puis Herpesviridae en 1979 (Matthews, 1979). Ce

n‘est qu’en 2009 que I'ICTV créa l'ordre Herpesvirales (Davison et al.,, 2009). Les virus
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appartenant a cet ordre possedent tous des caractéristiques structurelles similaires : un
génome linéaire a ADN double-brin, de poids moléculaire élevé, contenu dans une capside
icosaédrique, elle-méme entourée d’une matrice protéique appelée tégument et d'une
enveloppe lipidique. Les herpésvirus possedent aussi des propriétés biologiques communes,
notamment ['expression de différentes enzymes importantes pour: le métabolisme de
I'ADN/ARN (thymidine kinase), la synthese de I'ADN (ADN hélicase) et la régulation des
protéines (protéine kinase). La réplication et I'assemblage des herpeésvirus se produisent tous
deux dans le noyau. Tous les herpesvirus connus actuellement peuvent établir et maintenir
une période de latence dans la cellule héte. Ces virus sont associés a de nombreuses
infections chez différentes espéces telles que les oiseaux, les poissons, les reptiles et les
mammiferes. L'ordre Herpesvirales est divisé en trois familles. La famille Herpesviridae est la
plus grande, avec plus de cent espéces de virus décrites pouvant infecter les mammiferes, les
oiseaux et les reptiles. La famille Alloherpesviridae regroupe les herpesvirus infectant les
poissons et les grenouilles. La famille Malacoherpesviridae, 1a plus récente des trois, regroupe
les deux seuls herpésvirus connus pour infecter les mollusques (Davison et al., 2009) (Figure

1Erreur | Source du renvoi introuvable.).

1.3. La famille Herpesviridae

La famille Herpesviridae est subdivisée en trois sous-familles selon des criteres
morphologiques et  biologiques :  Alphaherpesvirinae,  Betaherpesvirinae et

Gammaherpesvirinae (Figure 1).

Les alphaherpésvirus sont capables d’infecter une large gamme d’hétes. In vitro, ils
sont capables d’infecter des cellules de différentes especes animales et s’y propagent
rapidement. In vivo, ils possedent un cycle de réplication relativement court et efficace et
établissent leur latence principalement dans les cellules neuronales sensorielles et les
lymphocytes (Riaz et al.,, 2017). Bien qu’ils soient susceptibles d’infecter de nombreuses
especes lors d’études expérimentales, chacun de ces virus est adapté a un hobte spécifique
(Rajcani and Durmanova, 2001). Les virus appartenant a cette sous-famille sont divisés en
cing genres (Figure 1) : lltovirus, Mardivirus, Scutavirus, Simplexvirus et Varicellovirus (Davison

et al., 2009).
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vZzv* HHV-4*
EHV-1 AlIHV-1*
EHV-3 EHV-2*  RaHV-1*
EHV-4 EHV-5 CyHV-3*
EHV-8 EHV-7 IcHV-1* OsHV-1*

EHV-9 HSV-1* ChHV-5* GaHV-2* GaHV-1* cmv* SaHV-2* SalHV-1* AbHV-1*

A A A A A

—_
Scutavirus ———p

Varicellovirus
Mardivirus
Iltovirus

— Simplexvirus ——p

e g-herpesvirinae ——
== [3-herpesvirinae
—— y-herpesvirinae

Herpesviridae Alloherpesviridae

Malacoherpesviridae

Herpesvirales

Figure 1 : Représentation schématique de I'arbre phylogénétique de I'ordre Herpesvirales. Une
étoile (*) indique I'espece type de chaque genre et les espéces en rouge représentent les
herpeésvirus équins. Schéma adapté d’aprés Davison (2002) et Davison et al., 2009.

Les betaherpesvirus se différencient des alphaherpésvirus principalement par leur
nombre limité d’hotes et leur cycle de réplication plus lent (Riaz et al., 2017). In vitro, ils ne
peuvent se multiplier que dans des cellules provenant de leur héte spécifique. In vivo, la
latence de ces virus se fait principalement dans les monocytes et les macrophages (Riaz et al.,
2017). Les betaherpésvirus sont divisés en quatre genres: Cytomegalovirus,

Muromegalovirus, Proboscivirus et Roseolovirus (Davison et al., 2009).

11
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Les gammaherpesvirus possédent un nombre d’hotes encore plus limité. In vitro, ils se
reproduisent dans un nombre limité de modeles cellulaires. In vivo, leur latence est connue
pour se faire majoritairement dans les lymphocytes B et T (Ackermann, 2006). Cette sous-
famille est subdivisée en 4 genres : Lymphocryptovirus, Macavirus, Percavirus et Rhadinovirus

(Davison et al., 2009).

1.4. Le genre Varicellovirus

Le genre Varicellovirus regroupe dix-sept espéces de virus capables d’infecter des
mammiferes. L’'ensemble de ces virus est répertorié dans le Tableau 1 : Différentes espéces

appartenant au genre Varicellovirus (https://talk.ictvonline.org).. C'est au sein de ce genre

que l'on trouve I'Equid alphaherpesvirus 1 (EHV-1), également appelé herpésvirus équin 1
(HVE-1). 'Human alphaherpesvirus 3, aussi appelé virus varicelle-zona (VZV) correspond a

I'espece type du genre Varicellovirus.

1.5. Les herpésvirus équins

Actuellement huit herpeésvirus sont reconnus comme infectieux chez les équidés
(Figure 2). Parmi eux, les HVE-1, HVE-3, HVE-4, HVE-8 et HVE-9 appartiennent a la sous-
famille Alphaherpesvirinae et au genre Varicellovirus (Tableau 1). Tandis que les HVE-2, HVE-5
et HVE-7 appartiennent a la sous-famille Gammaherpesvirinae. Les HVE-2 et HVE-5 font partie
du genre Percavirus tandis que I'HVE-7 n’appartient a aucun genre (Davison et al., 2009). Il n'y
a pas de betaherpeésvirus connu a ce jour chez les équidés. Les HVE-1 a HVE-5 induisent des
formes cliniques principalement chez les chevaux. L'HVE-8, anciennement appelé herpesvirus
asin 3, est connu pour provoquer des symptomes principalement chez les dnes (Browning et
al., 1988; Liu et al.,, 2012) mais a été récemment détecté chez des chevaux (Garvey et al,,
2018). L'HVE-9 est connu pour infecter les zebres mais a aussi été retrouvé chez de
nombreuses especes de mammiferes, telles que la gazelle de Thomson, I'ours polaire et la
girafe (Donovan et al., 2009; Fukushi et al., 1997; Greenwood et al., 2012; Kasem et al., 2008;
Schrenzel et al., 2008). Les chevaux ne sont pas les hotes naturels de I'HVE-9 mais ce virus

s’est montré capable d’infecter cette espéce lors d’une étude expérimentale (Taniguchi et al.,
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2000). Par ailleurs, avec respectivement 93% et 95% d’homologie de séquence au niveau du

gene de I'’ADN polymérase, I'HVE-8 et I'HVE-9 possedent une forte homologie avec I'HVE-1

13



(Figure 2).

Tableau 1 Différentes
(https://talk.ictvonline.org).

especes

appartenant  au

Chapitre 1 : Introduction

genre  Varicellovirus

Nomenclature internationale

Abbréviation

Espéce hote

Bovine alphaherpesvirus 1 & 5 BoHV-1, -5 4,,‘"&»' G
N Sed )
Bubaline alphaherpesvirus 1 BuHV-1
Canid alphaherpesvirus 1 CaHV-1 3 ; “
Caprine alphaherpesvirus 1 CpHV-1
Cercopithecine alphaherpesvirus 9 CeHV-9
Cervid alphaherpesvirus 1 & 2 CvHV-1, -2 ,
Equid alphaherpesvirus 1, 3,4 EHV-1, -3, -4 ﬂ
Equid alphaherpesvirus 8 EHV-8 !
Equid alphaherpesvirus 9 EHV-9
Felid alphaherpesvirus 1 FeHV-1 w
Human alphaherpesvirus 3 HHV-3
(Varicella zoster virus) (VZV)
Monodontid alphaherpesvirus 1 MoHV-1 A
Phocid alphaherpesvirus 1 PhHV-1 A
Suid alphaherpesvirus 1 SuHV-1
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Figure 2 : Représentation schématique de la distribution des herpesvirus équins (HVE) aprés
alignement des séquences du géne de I’ADN polymérase viral.

Parmi les herpesvirus équins, I'HVE-1 représente la forme ancestrale (Karlin et al.,
1994) et possede de fortes similarités avec la majorité des herpésvirus humains, dont I'herpes
simplex virus de type 1 (HSV-1) et le VZV. En termes de classification I'HVE-1 est également
tres proche d’herpesvirus fortement pathogenes d’autres mammiferes tels que le Bovine
alphaherpesvirus (BoHV)-1, le BoHV-5 et le Suid alphaherpesvirus-1 (SuHV-1) (Davison et al.,
2009).

1.6. L’herpésvirus équin 1 : historique

L’'HVE-1 est I'un des virus les plus pathogenes chez les chevaux. Il peut induire
différentes formes cliniques tels que des atteintes respiratoires, des troubles nerveux et des
avortements. Les premiers cas d’avortements chez les juments causés par un microorganisme

non bactérien ont été décrits en 1932 par Dimock et Edwards dans le Kentucky (Dimock and
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Edwards, 1932). L'utilisation de matériel biologique provenant de ces feetus avortés a permis
de reproduire d’autres cas d’avortements lors d’infections expérimentales (Dimock and
Edwards, 1933). L’agent responsable a d’abord été désigné sous le nom de « equine abortion
virus » (Dimock, 1940) avant d’étre renommé equine herpesvirus type-1 (EHV-1). Les
premiers cas de troubles nerveux chez des juments infectées ont été décrits en 1949 par
Manninger (1949). Mais ce n’est qu’en 1966 que les premieres souches d’HVE-1 ont été
isolées a partir du systéme nerveux central de chevaux ataxiques (Saxegaard, 1966).
L"utilisation de la microscopie électronique a permis de classer ce virus parmi les herpésvirus
(Plummer and Waterson, 1963). Etant tres proches au niveau de leurs séquences génétiques,
les HVE-1 et HVE-4 furent considérés comme deux sous-types du méme virus jusqu’en 1981.
Les nomenclatures HVE-1 et HVE-4 furent officiellement acceptées par I'ICTV en 1988

(Roizmann et al., 1992).

1.7. Structure de I’'HVE-1

Comme la plupart des herpeésvirus, les particules d’"HVE-1 ont une taille d’environ 200
a 250 nm et sont constituées de quatre principaux éléments : le génome, la capside, le

tégument et I'enveloppe (Figure 3).

A B

Enveloppe

12 glycoprotéines
gB, gC,
gD, gE,
9G,gH,

Tégument

gl, gK,
gL, gM,

gN, gp2

Nucléocapside

Génome

Figure 3 : Structure de I’herpesvirus équin 1 (HVE-1). (A) Représentation schématique. (B)
Particule virale observée par microscopie électronique (Animal Health Trust). Schéma adapté
d’apres Paillot et al., 2008.

1.7.1. Génome
Le génome de I'HVE-1 a été séquencé pour la premiere fois par Telford et al. (1992). Il

est constitué d’'un ADN double brin linéaire de 150,2 kb. Le génome est composé d’une
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longue séquence unique (Uy) et d'une courte séquence unique (Us). Ces régions sont
flanquées par une longue séquence inversée-répétée (TR(/IR)) et une courte séquence
inversée-répétée (TRs/IRs) (Figure 4). Le génome de I'HVE-1 contient 80 cadres ouverts de

lecture (ORFs) codant 76 protéines virales.

5, 3,
TR U IR IR Us TR
L (ORF 1 - 63) ! s | (ORF 68-76) s
ORF 64— 67" 'ORF 67 — 64"

Figure 4 : Représentation schématique de I'organisation génomique de I'herpésvirus équin 1
(HVE-1). TR, terminal repeat; IR, internal repeat; U, unique; L, long; S, short.

1.7.2. Capside

Le génome de I'HVE-1 est enfermé dans une capside icosaédrique appelée
nucléocapside constituée de 6 protéines codées par les ORFs 22, 25, 35, 42, 43 et 56 (Perdue
et al.,, 1974). La capside est formée de 162 capsomeres (12 pentons et 150 hexons)

protégeant le génome viral (Figure 3).

1.7.3. Tégument

Le tégument correspond a la couche protéique entourant la nucléocapside (Figure 3).
Au moins douze protéines et enzymes virales, codées par les ORFs 11, 12, 13, 14, 19, 23, 24,
40, 46, 48, 49, 51 et 76, constituent le tégument et sont impliquées dans la réplication virale

(Paillot et al., 2008; Telford et al., 1992b).

1.7.4. Enveloppe

L'enveloppe virale, entourant le tégument et la nucléocapside, forme la couche
externe du virus (Figure 3). L'enveloppe de I'HVE-1 est constituée d’une bicouche de
phospholipides, dérivée du réseau trans-Golgi de la cellule héte et dans laquelle sont
incorporées douze glycoprotéines. Onze d’entre elles sont des homologues de glycoprotéines
retrouvés chez d’autres alphaherpésvirus et sont nommeées avec la nomenclature de I'HSV-1
(gB, gC, gD, gk, gG, gH, gl, gK, gL, gM and gN). L'HVE-1 code également une douzieme
glycoprotéine, nommée gp2, également retrouvée chez les HVE-3 et HVE-4. Les
glycoprotéines de l'enveloppe sont impliquées dans la fixation, l'entrée, la fusion, la
pénétration et la sortie des particules virales de la cellule. Ces différentes étapes sont

présentées dans la partie 2.
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2. Cycle de réplication de I'HVE-1

2.1. Attachement du virus a la cellule

'attachement des particules d’HVE-1 a leurs cellules cibles débute par I'interaction
entre les glycoprotéines gC et gB (chargées positivement) avec les sulfates d’héparanes
(chargés négativement) présents a la surface des cellules (Laval et al., 2016; Neubauer et al.,
1997; Osterrieder, 1999). Cette interaction non spécifique et réversible permet de concentrer
les particules virales a la surface cellulaire. Aprés cette premiére étape d’attachement, la
glycoprotéine gD se lie a un ou plusieurs récepteurs cellulaires pour stabiliser le complexe et
permettre au virus de pénétrer dans la cellule (Csellner et al.,, 2000) (Figure 5-1). Les
récepteurs cellulaires de la gD restent encore mal connus. Frampton et al. (2005) ont montré
que la gD de I’'HVE-1 utilise le complexe majeur d'histocompatibilité équin de classe 1 (CMH 1)
comme récepteur pour entrer dans les cellules équines. D’autres études plus récentes ont
montré que la liaison au CMH | contribue a I'entrée du virus dans les cellules endothéliales
vasculaires du cerveau équin et dans les cellules équines dermiques (ED ; E. Derm) (Kurtz et
al., 2010; Sasaki et al., 2011). En revanche, l'attachement du virus aux cellules
mononucléaires du sang périphérique (PBMCs) est facilité par la liaison de la gD a d’autres
récepteurs cellulaires, dont les intégrines, et non au CMH | (Azab et al.,, 2012; Laval et al.,
2016). Des études supplémentaires sont nécessaires pour caractériser I'ensemble des

récepteurs cellulaires impliqués dans I'étape d’attachement de I'HVE-1.

2.2. Entrée du virus dans la cellule

Une fois la glycoprotéine gD liée a son récepteur cellulaire, elle change de
conformation, ce qui permet I'activation du complexe gH-gL et 'activation de la gB. Cette
interaction induit I'entrée du virus dans la cellule (Spear and Longnecker, 2003). En fonction
du type cellulaire, la pénétration du virus se fait par fusion directe avec la membrane
cellulaire (Figure 5-2a) ou par endocytose (Figure 5-2b). Bien que ces voies d’entrées soient
distinctes, elles nécessitent toutes les deux 'activation de la protéine kinase 1 associée a Roh
(ROCK 1) (Frampton et al., 2007). Différentes études ont montré que I'HVE-1 entre par fusion

directe dans les cellules épithéliales rénales de lapin (RK13) et les cellules ED (Azab et al,,
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2013; Frampton et al.,, 2007). Cependant, Hasebe et al. (2009) ont démontré que ce virus
s’introduit également par endocytose dans les cellules ED et dans les cellules endothéliales
microvasculaires de cerveau équin. Van de Walle et al. (2008) ont rapporté que I'HVE-1 entre
dans les cellules ovariennes d’hamster de Chine (CHO-K1) et dans les PBMCs par endocytose
en utilisant des intégrines mais qu’il entre par fusion dans les cellules endothéliales équines.
Plus récemment, Laval et al. (2016) suggerent que I'HVE-1 s’introduit dans les PBMCs par
phagocytose. L'HVE-1 a donc développé plusieurs mécanismes d’entrée, lui permettant ainsi
d’accéder a un large spectre cellulaire. Ces deux mécanismes d’entrée permettent a la
capside virale d’étre relarguée dans le cytoplasme (Figure 5-3). Il semble que les mécanismes
d’entrée de I'HVE-4, pourtant tres proche génétiquement de I'HVE-1, soient plus restreints ce
qui pourrait étre a l'origine des différences dans |'expression de la pathologie (Ma et al,,

2013).

2.3. Transport de ’ADN viral jusqu’au noyau

Une fois relarguée dans le cytoplasme, la capside est ensuite transportée le long de
microtubules jusqu’au noyau a l'aide de complexes de dynéines (Frampton et al., 2010)
(Figure 5-4). Seul I’ADN viral entre dans le noyau via des complexes nucléoporeux (Figure 5-5).
La nucléocaspide, quant a elle, semble se désassembler et disparaitre dans le cytoplasme

(Pasdeloup et al., 2009; Sodeik et al., 1997).

2.4. Réplication du virus

Une fois libéré dans le noyau, '’ADN viral se circularise et peut soit rester latent, soit
entrer en cycle lytique (Garber D. A. et al., 1993; Su et al., 2002). En phase de latence, ’ADN
persiste sous forme d’épisome circulaire et ne se réplique pas (Mellerick and Fraser, 1987). Le
début du cycle lytique est quant a lui marqué par l'initiation de la transcription (Figure 5-6).
Comme pour tous les alphaherpésvirus, la transcription de I'HVE-1 se fait de maniere
séquentielle avec d’abord la transcription de genes trés précoces (immediate-early genes ; IE),

suivi de celle de
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Figure 5 : Représentation schématique du cycle de réplication de I'herpésvirus équin 1. (1)
Attachement du virus a la cellule. (2) Pénétration du virus dans la cellule (2a) par fusion ou (2b)
par endocytose. (3) La nucléocapside est libérée dans le cytoplasme puis (4) transportée
jusqu’au noyau via les microtubules. (5) Le génome viral est libéré dans le noyau. (6) Le
génome viral se circularise puis une cascade de transcription est mise en place entrainant
I'expression des immediate-early (IE ; 7a), early (E; 7b) et late (L ; 7c) protéines. (8, 9, 10) Le
génome est répliqué et intégré dans une capside néoformée. (11) La nucléocapside quitte le
noyau par fusion avec la membrane nucléaire (12) pour étre libérée dans le cytoplasme. (13)
La nucléocapside acquiere son enveloppe virale dans le réseau trans-golgien. (14) La particule
virale mature est excrétée dans I'espace extracellulaire par exocytose. Schéma adapté d’aprés
Paillot et al., 2008.

55 genes précoces (early genes ; E) et de 20 genes tardifs (late genes ; L) (Gray et al., 19873,
1987b; Purewal A. S. et al., 1994). La transcription débute grace a la protéine du tégument a-
trans-inducting factor (ETIF), acheminée dans la cellule par le virus. Celle-ci stimule la
production des protéines IE (Figure 5-7a) (Elliott and O’Hare, 1995; Smith et al., 1992). Les
genes E sont a leur tour trans-activés par les protéines IE. Les génes E codent principalement
les enzymes nécessaires a la réplication du génome telles que I’ADN polymérase et la
thymidine kinase virale (Figure 5-7b). Ils sont exprimés avant la réplication du génome viral et
sont étroitement régulés par les protéines IE. Les génes L, trans-activés par les protéines E
codent principalement pour des protéines de structure, telles que les protéines de capside et
les glycoprotéines de I’'enveloppe (Figure 5-7c) et sont quant a eux exprimés aprés le début de

la réplication virale (Figure 5-8) (Caughman et al., 1985; Gray et al., 1987a).

2.5. Assemblage et relargage des virions

Une fois les protéines de la capside synthétisées dans le cytoplasme, elles retournent
dans le noyau pour initier leur assemblage (Figure 5-9). L'assemblage de la nucléocapside se
fait a I'aide de protéines de structure permettant la formation d’une procapside sphérique
(Newcomb et al., 1996). L'encapsidation de I'ADN viral survient aprés et provoque la
libération des protéines de structure, permettant ainsi a la nucléocapside de prendre sa
conformation polyédrique finale (Figure 5-10). Les nucléocapsides quittent ensuite le noyau
par bourgeonnement au travers la membrane nucléaire interne et se retrouvent dans
I'espace périnucléaire entourées d’une enveloppe primaire (Figure 5-11). La nucléocapside

est ensuite libérée dans le cytoplasme par fusion de son enveloppe primaire avec la
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membrane nucléaire externe (Figure 5-12) (Granzow et al., 2001). Le processus final
d’enveloppement a lieu ensuite lorsque la nucléocapside bourgeonne dans les vésicules du
réseau trans-golgien qui contient toutes les glycoprotéines virales membranaires (Figure 5-
13). Les virions matures sont ensuite transportés a la surface des cellules dans des vésicules
sécrétoires et libérés par exocytose dans I'espace extracellulaire (Figure 5-14) (Guo et al.,

2010; Mettenleiter, 2002; Mettenleiter et al., 2009).

Les virus produits peuvent également infecter directement d'autres cellules par
transmission directe de cellule a cellule. Les glycoprotéines gB (Wellington et al., 1996), gD
(Csellner et al., 2000), gE/gl (Matsumura et al., 1998), gK (Neubauer and Osterrieder, 2004) et
gH (Azab et al,, 2012) sont impliquées dans ce processus. Ce mode de transmission permet a

I"'HVE-1 de se propager tout en échappant au systéeme immunitaire.
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3. Pathogenese et symptomes induits par I’'HVE-1

L’'HVE-1 est un virus treés contagieux chez les chevaux. Il se transmet généralement par
contact direct via les sécrétions infectieuses (écoulements nasaux et salive) ou par inhalation
d’aérosols infectieux (Patel et al.,, 1982). La contamination peut également se faire par
contact direct avec les tissus foetaux et placentaires, pouvant contenir d'importantes charges

virales (Reed and Toribio, 2004).

3.1. Infection primaire du tractus respiratoire supérieur

Apres inhalation de particules virales infectieuses, les cellules épithéliales du tractus
respiratoire supérieur du cheval se trouvent rapidement infectées par I'HVE-1. Le septum
nasal, les cornets nasaux, le palais mou, le nasopharynx et la trachée sont généralement
infectés (Gryspeerdt et al.,, 2010). Le virus va alors se répliquer au sein de I'épithélium
respiratoire en se propageant de cellule a cellule, provoquant différentes lésions. Ceci qui
entraine |'excrétion de particules virales pouvant durer 14 jours (Edington et al., 1986;
Gryspeerdt et al., 2010). Cependant, la stratégie de I'HVE-1 pour passer la membrane basale
est différente de celles d’autres alphaherpesvirus fortement étudiés. En effet, I'HSV-1, le
BoHV-1 et le SuHV-1 franchissent la membrane basale et infectent les fibroblastes sous-
jacents en se propageant de cellule a cellule (Glorieux et al., 2011b, 2011a; Steukers et al.,
2012), contrairement a I'HVE-1 qui utilise les cellules immunitaires comme moyen de
transport pour traverser la membrane basale (Vandekerckhove et al., 2011) (Figure 6). Il s’agit
principalement des monocytes CD172a* et des lymphocytes T CD5* (Vandekerckhove et al.,
2010; Zhao et al., 2017).

Les troubles respiratoires induits par I'HVE-1 chez les chevaux adultes sont
généralement modérés a subcliniques. Les jeunes chevaux sont plus enclins a développer des
troubles respiratoires. Cela se traduit généralement par de I’hyperthermie, du jetage nasal
léger a mucopurulent (Figure 9A, 9B), de la toux légere, une lymphadénopathie des ganglions
submandibulaires et rétropharyngés. Plus rarement des cas d’anorexie, de dépression et de

jetages oculaires ont été observés (Lunn et al., 2009; Patel and Heldens, 2005). La
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destruction des cellules épithéliales facilite également la mise en place d’une infection

secondaire par des bactéries aggravant et prolongeant la durée des symptomes.
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Figure 6 : Infection du tractus respiratoire supérieur par I’HVE-1 et diffusion du virus dans
I'organisme. (1) L’HVE-1 se réplique dans les cellules épithéliales. Des particules virales (2) sont
excrétées et (3) disséminent au sein du tractus respiratoire. (4) Des leucocytes sont recrutés
pour venir défendre le site d’infection ou ils se retrouvent infectés a leur tour par 'HVE-1. (5)
Ces leucocytes infectés retournent dans la circulation sanguine ou lymphatique. (6) L’HVE-1 se
multiplie ensuite dans les ganglions lymphatiques produisant des lymphocytes infectés. (7) Les
lymphocytes infectés par I'HVE-1 sont libérés dans la circulation sanguine. Schéma adapté
d’apres Paillot et al., 2008.
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3.2. Réplication dans les ganglions lymphatiques, mise en place de la virémie et

latence

Aprés I'infection du tractus respiratoire, les leucocytes infectés transportent I'HVE-1
jusqu’aux ganglions lymphatiques via la circulation sanguine et lymphatique (Vandekerckhove
et al.,, 2010). Une réplication virale secondaire a lieu dans ces ganglions, entrainant la
libération d’un grand nombre de PBMCs infectées dans la circulation sanguine (Allen et al.,
2004) (Figure 6), on parle alors de virémie cellulaire. Lors d’une infection expérimentale a
HVE-1, des particules virales et des antigénes viraux ont été détectés dans les glanglions
submandibulaires, retropharyngés et bronchiques 12 a 24 heures post-infection. La phase de
virémie intervient généralement sous 48 heures et peut durer 14 jours (Slater et al., 1994).
Toutefois, une virémie avec une faible charge virale peut se produire pendant une longue
période apres le pic de virémie, rendant la détection du virus difficile (Allen, 2006; Wilsterman
et al.,, 2011). Elle permet au virus de se disséminer jusqu’aux organes cibles, que sont I'utérus,
le systeme nerveux central (SNC) et les yeux (Figure 7). In vitro, 'ensemble des sous-
populations de PBMCs peuvent étre infectées par I'HVE-1 (Siedek et al., 1999). Cependant, les
cellules monocytaires CD172a%, ainsi que les lymphocytes T et B sont les principaux leucocytes
infectés par ce virus in vivo (Gryspeerdt et al., 2010; Laval et al., 2016; Scott et al., 1983). Par
ailleurs, la majorité des PBMCs infectées n’expriment pas de protéines d’enveloppe virale a
leur surface durant la phase de virémie (Gryspeerdt et al., 2012; Poelaert et al., 2019). Ceci
suggére que I'HVE-1 utilise ces cellules comme un cheval de Troie afin de se disséminer dans

I'organisme tout en évitant d’étre reconnu par le systeme immunitaire (Poelaert et al., 2019).

3.3. Réplication secondaire dans les organes cibles

La phase de virémie via l'infection des PBMCs permet au virus d’infecter
principalement trois organes distincts chez les équidés : le systeme reproducteur, le systéeme
nerveux central et le systeme oculaire. Au niveau de ces organes cibles, I'HVE-1 initie une
réplication dans les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Le transfert de 'HVE-1 des

PBMCs aux cellules endothéliales se fait par contact cellulaire direct sans passage du virus
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dans le sang (Goehring et al., 2011; Smith and Borchers, 2001). En effet, Goehring et al.
(2011) ont démontré que les anticorps neutralisants sanguins étaient incapables de bloquer le
transfert du virus des PBMCs aux cellules endothéliales. Plus récemment, Spiesschaert et al.
(2015) ont confirmé ces résultats par microscopie confocale et imagerie cellulaire. lls ont
d’ailleurs montré le réle prépondérant de la gB pour le passage de I'HVE-1 de la surface des

PBMCs aux cellules endothéliale.

Ganglions Ganglions
trigéminés  rétropharyngés

Systéme nerveux central

Septum nasal

©

Circulation
sanguine

Ganglions
submandibulaires

Utérus

Figure 7: Représentation schématique de la dissémination de I'HVE-1 chez le cheval. La
réplication virale primaire se produit dans I'épithélium des voies respiratoires supérieures (1).
Les cellules immunitaires infectées atteignent les ganglions lymphatiques (2) et entrent dans la
circulation sanguine (3). Par le biais de la virémie cellulaire, les PBMCs infectées atteignent les
organes ciblent que sont l'utérus des juments (4), le systeme nerveux central (5) et les yeux (6)
ou elles transmettent I’HVE-1 au cellules endothéliales des vaisseaux sanguins. Le tractus
respiratoire supérieur est représenté en jaune, les ganglions lymphatiques en vert, la
circulation sanguine en rouge, le foetus en marron, le systeme nerveux en bleu et le systéme
oculaire en gris. Source : A. Musso.
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3.3.1. Systeme reproducteur

Une fois infectées par I'HVE-1, les juments peuvent présenter de la fievre et des
symptémes respiratoires légers mais aussi avorter sans aucun prodrome (Allen, 2002). La
réplication secondaire de 'HVE-1 dans les cellules endothéliales de I'utérus peut provoquer
une vascularite, une thrombose multifocale et une nécrose ischémique (Edington et al., 1991;
Smith et al., 1996). Ces dégradations sont causées par deux mécanismes que sont les lésions
directes des cellules endothéliales qui tapissent les petits vaisseaux sanguins ainsi que la
formation et le dépot de complexes immuns du virus HVE-1 et d'anticorps (réaction de type
Arthus) (Reed and Toribio, 2004). La présence d’un grand nombre de ces Iésions entraine une
séparation prématurée entre le placenta et le feetus provoquant la mort de ce dernier par
anoxie. L'avorton n’est alors pas contaminé par I'HVE-1 (Foote et al.,, 2012) (Figure 8).
Cependant, le foetus peut se retrouver infecté par I’'HVE-1 suite a des lésions utéro-vasculaires
plus légéres, permettant au virus de traverser la membrane utéroplacentaire (Edington et al.,
1991). Dans ces conditions, du virus est généralement retrouvé dans les cellules endothéliales
des vaisseaux sanguins du cordon ombilical et de I'allantochorion (Figure 8) (Smith et al,,
1997, 1993). Les fcetus avortés présentent de multiples |ésions macroscopiques et
microscopiques telles qu’une nécrose hépatique multifocale, des cedémes sous-cutanés et
pulmonaires, un épanchement pleural et un grossissement de la rate (Machida et al., 1997). Il
a été démontré que les avortements surviennent majoritairement durant les 4 derniers mois
de gestation (Figure 9C) (Allen and Bryans, 1986; Léon et al., 2008). L’infection d’'une jument
ou la réactivation du virus a un stade avancé de la gestation peut induire la naissance
prématurée du poulain. La plupart de ces poulains sont faibles, présentent des problémes
respiratoires et meurent généralement dans les 7 jours post-partum, on parle alors de
« maladie néonatale du poulain » (Gerst et al., 2003; Murray et al., 1998) (Figure 9D). L’'HVE-1
est considéré comme la premiére cause virale d’avortement chez la jument (Laugier et al,,
2011; Léon et al.,, 2008). Suite a l'avortement, le virus est naturellement et rapidement

éliminé du tractus génital et la fertilité de la jument n’est pas altérée (Allen et al., 2004).
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Figure 8 : Transmission de I'HVE-1 de la jument au fcetus. Les lymphocytes maternels infectés
par I'HVE-1 atteignent les vaisseaux sanguins utérins pendant la phase de virémie. (1)
L’infection des cellules endothéliales des vaisseaux sanguins de ['utérus provoque des
vascularites, entrainant une séparation prématurée du placenta et une mort par anoxie du
feetus. (2) Des lésions moins importantes permettent au virus de passer a travers la membrane

utéroplacentaire pour infecter les lymphocytes foetaux et entrainer I'avortement. Schéma
adapté d’apres Paillot et al., 2008.
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3.3.2. Systéme nerveux central

L’'HVE-1 peut également se répliquer au sein des cellules endothéliales du systéme
nerveux central (SNC) provoquant une inflammation avec ou sans hémorragie locale, ainsi
gu’une nécrose ischémique dans le cerveau et la moelle épiniére (Edington et al., 1986). Le
manqgue d’apports en nutriments et en oxygene peut conduire a une dégénérescence des
tissus nerveux, induisant la myéloencéphalopathie herpétique équine (MHE) (Wilson, 1997)

(Figure 9E).

Plusieurs équipes ont essayé de déterminer les facteurs prédisposant au
développement de MHE. Il semblerait que les femelles et les chevaux agés de plus de cing ans
soient les plus a risque (Allen, 2008; Goehring et al., 2006; Henninger et al., 2007; Pusterla et
al., 2016; van Galen et al., 2015). Par ailleurs, la saison semble impacter, avec plus de cas
déclarés en hiver et au printemps (Goehring et al., 2006; Van Cleemput et al., 2019; Wilson,
1997). Enfin, le type de souche incriminée semble étre un facteur important pour le
développement de MHE (Nugent et al.,, 2006) (voir partie 3.5). Les signes cliniques varient
d’'une légere ataxie jusqu’a la paralysie totale de I'animal. Les chevaux atteints de MHE
peuvent présenter une incontinence urinaire, un port de téte bas, un cedeme distal au niveau
des membres et des testicules, une paralysie de la queue ainsi que de la cécité (van Maanen,
2002). Les symptdmes de la MHE apparaissent généralement entre 6 et 8 jours post-infection
(Goehring et al., 2010; Jackson and Kendrick, 1971). Le pronostic pour les chevaux qui ne se
couchent pas suite a I'apparition de la MHE est souvent favorable mais il faut généralement
plusieurs mois pour un rétablissement total. En revanche, les chevaux couchés développent

dans la majorité des cas des complications conduisant a leur euthanasie.

3.3.3. Systéme oculaire

La réplication secondaire de I'HVE-1 dans le systeme vasculaire oculaire des chevaux
peut provoquer des Iésions choriorétiniennes multifocales comme la choriorétinite et 'uvéite
(Slater et al.,, 1992). La plupart de ces lésions sont subcliniques mais sont également
observées comme entrainant une destruction de la rétine et la cécité. Les premiers cas de
choriorétinite induits par HVE-1 ont été décrits sur des lamas et des alpagas infectés
expérimentalement (House et al., 1991; Rebhun et al.,, 1988). Les premiers cas chez les

chevaux ont été constatés chez une jument et un poulain lors d’un foyer infectieux en 1992
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Figure 9 : Principaux signes cliniques associés a une infection par I'HVE-1 chez le cheval.
Troubles respiratoires caractérisés par un jetage nasal léger (A) ou mucopurulent (B),
avortement (C), mort néonatale du poulain (D), myéloencéphalopathie herpétique équine (E)
et choriorétinite (F). Les photos A et B ont été prisent durant une infection expérimentale a la
Plate-Forme d’Infectiologie Expérimentale de I'INRAE de Nouzilly. Les photos C et D sont
fournies par le laboratoire de pathologie équine de Dozulé, ANSES. La photo C est fournie par
le Dr. Pierre Tritz. La photo F est tirée de I'article Hussey et al., 2013.
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(Whitwell and Blunden, 1992). Plus récemment, il a été démontré que 50 a 90 % des chevaux
présentaient des lésions choriorétiniennes lors d’une infection expérimentale a HVE-1
(Hussey et al., 2013). Ces lésions peuvent étre observées par ophtalmoscopie entre le 20°™e
et le 111°™¢ jour post infection (Figure 9F) mais peu de cas sont rapportés sur le terrain, peut-

étre a cause d’un manque d’investigation au niveau de la sphére oculaire.

3.4. Latence et réactivation

Comme tous les herpésvirus, 'HVE-1 présente une phase de latence au sein de
I'organisme. Cette latence est la stratégie principale permettant au virus d’assurer sa survie et
sa propagation au sein de I'hGte. Durant cette période, les chevaux infectés ne présentent
aucun signe clinique et le virus n’est généralement pas retrouvé dans le sang (Allen et al.,
2004). Apres une premiere réplication dans le tractus respiratoire supérieur, il se propage
dans les cellules telles que les leucocytes et les neurones. Il a été démontré que les
lymphocytes CD8+ et les neurones du ganglion trigéminé sont les principaux sites de latence
(Baxi et al., 1995; Chesters et al., 1997, Slater et al., 1994; Welch et al., 1992). La mise en
place de la latence se fait par circularisation du génome qui forme alors un épisome associé
aux histones (Deshmane and Fraser, 1989). Pendant la phase de latence, I’ADN viral de 'HVE-
1 est copié par les ADN polymérases cellulaires pendant la mitose. Durant cette période
I'expression du génome viral est réprimée et seuls les ARN viraux codant pour des genes IE,
également appelé transcrits associés a la latence (LATs), sont retrouvés dans ces cellules

(Paillot et al., 2008; Roizmann et al., 1992).

La réactivation de I'HVE-1 peut se faire a n'importe quel moment de la vie du cheval
mais elle survient généralement suite a I'administration de corticostéroides (Edington et al.,
1985) ou suite a une période de stress, tel que le transport, le sevrage ou la castration
(Gibson et al., 1992; Slater et al., 1994; Smith et al., 1998) Suite a une phase de réactivation,
I"THVE-1 migre dans les voies respiratoires et initie alors une nouvelle réplication lytique dans
les cellules épithéliales en I'absence de statut immunitaire protecteur. Cette réplication induit
I'excrétion de nouvelles particules virales infectieuses dans les liquides biologiques. Par
ailleurs, la réactivation de I'HVE-1 induit une nouvelle phase de virémie entrainant la

dissémination du virus jusqu’aux organes cibles, provoquant les formes cliniques secondaires
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graves (avortements, MHE). Il a été démontré, lors d’une infection expérimentale, qu’'une
souche mutante d’HVE-1 en latence, délétée en thymidine kinase, n’est pas capable d’induire

sa réactivation (Slater et al., 1993).

La prévalence de I'HVE-1 a I’état latent au sein des populations équines mondiale est
variable. Il n’existe d’ailleurs que peu d’études évaluant la prévalence post-mortem de I'HVE-1
dans le monde. En Europe, l'isolement de I'HVE-1 a pu étre réalisé sur 60% des prélévement
de ganglions bronchiques équins (Edington et al., 1994). Tandis que ce virus a été détecté
dans 88% des mémes échantillons en utilisant une PCR conventionnelle. L'infection latente
par HVE-1 dans les ganglions rétropharyngés a été détectée chez 72% (Allen, 2006) et 54%
(Allen et al., 2008) de chevaux du Kentucky a I'aide d’une technique utilisant des billes
magnétiques couplées a une nested-PCR. Dunowska et al. (2015) ont montré que 33% des
chevaux de Nouvelle-Zélande étaient positifs a I'HVE-1 lorsqu’il est recherché dans les
ganglions trigéminés et rétropharyngés en utilisant cette méme technique. Pusterla et al.
(2010) ont montré que seulement 15% des chevaux de Californie étaient positifs a I'HVE-1
lorsqu’il était recherché dans les ganglions submandibulaires et trigéminés par PCR en temps
réel. Et que 25,7 % [I'étaient lorsque I'HVE-1 est recherché dans les ganglions
submandibulaires, bronchiques et trigéminés en utilisant cette méme technique (Pusterla et
al., 2012). La prévalence de I'HVE-1 semble influencée par la région géographique, mais les
meéthodes de détection et les tissus prélevés influencent fortement la sensibilité des tests de
détection. Bien que le peu de données collectées actuellement sont hétérogénes, la
prévalence actuelle de linfection latente par HVE-1 au sein de la population équine est

estimée comme étant supérieure a 60% (Lunn et al., 2009).

3.5. Virulence des souches

Les différentes formes de la maladie, la nature et la sévérité des symptomes induits
par I'HVE-1 dépendent de plusieurs facteurs comme I'age de I'animal, son statut immunitaire
et son état de santé général mais également de la variabilité des souches d’HVE-1
incriminées. Une variation de virulence a été décrite entre différentes souches d’HVE-1
isolées. En effet, certaines souches sont connues pour entrainer une forte virémie et induire

un taux élevé d’avortements et des formes nerveuses (MHE) (Smith et al., 2000). C’est en
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2006 que Nugent et al. ont démontré que le polymorphisme d'un seul nucléotide (SNP) dans
la sous-unité catalytique de I'ADN polymérase virale, provoquant la substitution d’une
guanine (Ga2s4) en adénine (A22s4) et entrainant le changement de I'acide aminé en position
752 (acide asparagine (N7s2) en acide aspartique (D7s2)) était significativement associé aux
troubles nerveux provoqués par I’'HVE-1 (Nugent et al., 2006). Cette étude a montré que plus
de 95% des foyers a HVE-1 sans troubles nerveux étaient causés par des souches dites non-
neuropathogéne (Az2s4) tandis que plus de 86% des foyers avec des chevaux présentant des
troubles nerveux étaient causés par des souches dites neuropathogenes (Gzzs4). Goodman et
al. (2007) ont confirmé par des expériences de mutagénese dirigée que les souches
présentant cette substitution étaient significativement associées a des troubles nerveux.
Cependant, des souches ne présentant pas cette mutation ont également été isolées de
chevaux qui ne présentaient pas de troubles nerveux (Allen, 2008). Bien que ce ne soit pas
exclusif, les souches Azsa sont fréquemment associées a des avortements, tandis que les
souches Gzs4 sont associées aux troubles nerveux (Gryspeerdt et al., 2010; Nugent et al,,
2006). Des travaux de recherche incluant d’'importants panels d’échantillons collectés sur le
terrain ont été réalisés dans de nombreux pays, remettant en cause I'importance de cette
mutation sur la virulence des souches (Perkins et al., 2009; Pronost et al., 2010; Smith et al.,

2010; Sutton et al.,, 2019; Vissani et al., 2009).
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4. Modeles d’étude de ’'HVE-1

Plusieurs modeles d’études ont été développés pour étudier I'HVE-1 (Figure 10). Les

principaux avantages et inconvénients de chacun de ces modeles sont détaillés ci-dessous.

Modeles in vivo

Figure 10 : Représentation schématique de I'ensemble des modéles d’étude utilisés pour
étudier 'HVE-1.

4.1. Culture de lignées cellulaires

Les premiéres cultures de cellules en laboratoires ont été réalisées par Harrison, en
1907 lors de recherches sur 'origine des fibres nerveuses. Depuis, cette méthode a été
améliorée et est utilisée pour isoler et évaluer I'effet de nombreux virus. La culture in vitro sur
lignées cellulaires est le modele d’étude de I'HVE-1 le plus utilisé. Comme c’est un virus tres
permissif, différentes lignées cellulaires sont utilisées pour le cultiver. Nous pouvons citer
plusieurs modeéles équins, tels que les cellules dermiques équines (ED ; E. Derm), les cellules
pulmonaires d’embryon équin (EEL) et les cellules rénales d’embryon équin (EEK). Mais des
lignées provenant d’autres especes animales sont également utilisées telles que les cellules

rénales de lapin (RK13) et les cellules épithéliales de rein de porc (PK15). Ce type de modele
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est peu couteux, facile a mettre en place et a maitriser. Golke et al. (2012) ont utilisé la
technologie Real Time Cell Analysis (RTCA) xCELLigence®, basée sur le principe de mesure
d’impédance cellulaire, pour suivre linfection de I'HVE-1 sur cellules ED. Les résultats
préliminaires obtenus lors de cette étude ont montré pour la premiere fois la capacité de
cette technologie pour suivre en temps réel 'infection de ces cellules. Le principe de cette
technologie, au cceur de ce travail de these, est détaillé dans la partie « 3. Résultats ». Malgré
ces avantages, la culture de lignées cellulaires en laboratoire présente de nombreuses
limitations. En effets ces modeles ne reproduisent pas la structure et les conditions naturelles
des tissus. De plus, l'isolement des cellules du tissu et leur transfert aux conditions
bidimensionnelles, entrainent une modification de leur morphologie, de leur mode de
division, de leur organisation structurelle ainsi qu’une perte de leur polarité (Kapatczyniska et
al., 2016). Face a l'ensemble de ces inconvénients, des systémes alternatifs ont été

développés afin de se rapprocher au mieux des conditions naturelles.

4.2. Culture ex vivo d’explants de muqueuse respiratoire

Les modeles d’explants des voies respiratoires sont devenus des outils clés de plus en
plus utilisés pour I’étude des voies respiratoires. Les avantages de ce modele sont la structure
tridimensionnelle avec de multiples interactions intercellulaires et la diversité cellulaire se
rapprochant le plus des conditions in vivo. Une caractéristique importante de la culture
d'explants de muqueuse respiratoire est l'interface air-liquide, qui imite les conditions in vivo,
dans lesquelles la surface basolatérale de la muqueuse est en contact avec le milieu, tandis

que la surface apicale de I'épithélium est exposée a I'air.

Carleton (1925) fut le premier a décrire I'utilisation d’explants de voies respiratoires a
partir de foetus de lapin et de tissus d’adultes. Ce modeéle a été optimisé a la fin des années
1950 pour étudier la pathogénése des virus respiratoires, tels que les virus influenza,
poliovirus et herpésvirus (Bang and Niven, 1958; Barski et al., 1957). Ce modéle a ensuite été
repris sur de nombreuses espéces (Pol and Broekhuysen-Davies, 1991). Une équipe belge a
réussi a maintenir en culture des explants de muqueuses respiratoires pendant 4 a 7 jours
sans changement significatif de la morphologie et de la viabilité cellulaire (Glorieux et al.,

2007; Wallner et al., 2005). Ces cultures ont permis d’étudier avec succes l'invasion et la
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réplication des HVE-1, HVE-3 et HVE-4, la réponse et la migration des cellules mononucléaires
pendant une infection a HVE-1 et de nombreux autres parametres (Kamel et al., 2019;
Negussie et al., 2016; Vandekerckhove et al., 2011). Cependant, ce modele présente plusieurs
inconvénients. Tout d’abord, il est nécessaire d’avoir acces rapidement a des trachées ou des
cloisons nasales de chevaux en bonne santé fraichement prélevées. De plus, l'isolement, la
culture et le traitement de ces explants sont chronophages. Par ailleurs, les propriétés des
explants dépendent entierement de la qualité du tissu dont est issu la biopsie. Il est donc
difficile de controler les caractéristiques des échantillons, ce qui entraine souvent de grandes

variations dans les résultats (Papazian et al., 2016).

4.3. Culture primaire de cellules épithéliales respiratoires équines

Certaines des limitations du modele d’explant peuvent étre surmontées par
I"utilisation de cellules primaires épithéliales respiratoires équines (ERECs) comme modele
alternatif ou complémentaire afin d’étudier la pathogénese de I'HVE-1 (Kamel et al., 2019;
Poelaert et al., 2018; Quintana et al., 2011). En effet la culture d’ERECs permet de travailler
dans des conditions plus standardisées mais souffre également de la variabilité du donneur,
diminuant la reproductibilité des résultats (Papazian et al., 2016). Les ERECs sont cultivées sur
des inserts poreux en polyester, permettant la culture dans une interface air-liquide. Cela
crée un environnement proche des conditions physiologiques (Forbes and Ehrhardt, 2005;
Grainger et al.,, 2006). La culture d’ERECs et d’explants sont aujourd’hui les modéles qui
reproduisent le mieux en laboratoire les conditions in vivo de la primo-infection. En effet, la
plupart des données relatives a I'HVE-1 obtenues a partir de ces modeles concordent avec les

données obtenues in vivo (Ma et al., 2012; Soboll Hussey et al., 2011; Thormann et al., 2012).

4.4. Modele d’étude en flux dynamique

Afin d’évaluer en mode dynamique l'interaction entre les PBMCs et les cellules
endothéliales, un systeme de flux dynamique a été développés (Kamel et al., 2019;
Spiesschaert et al., 2015). Ce systéme permet aux PBMCs infectés de circuler « par

roulement » sur une monocouche de cellules endothéliales en présence ou en absence
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d’anticorps neutralisants anti-HVE-1. Couplé a de la microscopie a fluorescence, ce systeme a
notamment pu étre utilisé pour évaluer les différences entre les souches d’HVE-1 dites
neuropathogénes et non-neuropathogeénes (Spiesschaert et al.,, 2015). Grace a cette
technologie et a l'utilisation de différents mutants, le réle de différentes protéines virales
dans le transfert de I'HVE-1 aux cellules endothéliales, telles que la gB, la gD, les ORF 1, 2 et 3
a été étudié (Azab, 2019).

4.5. Modeles petits animaux

Plusieurs modeles petits animaux ont été utilisés pour étudier la pathogénicité de
I"'HVE-1. Le modeéle souris a été largement utilisé pour étudier différents aspects de I'infection
a HVE-1, tels que les symptdmes respiratoires (Awan et al., 1990), la latence, la réactivation
du virus (Baxi et al., 1996), les signes neurologiques (Mori et al., 2012) et les avortements
(Awan et al., 1991). Les souris BALB/c ont également été utilisées pour étudier I'effet de
vaccins (Osterrieder et al., 1995). Le modeéle hamster syrien a été utilisé trés tét pour isoler et
étudier les effets du « equine abortion virus », connu plus tard sous le nom de HVE-1
(Anderson and Goodpasture, 1942; Doll et al., 1956). L'HVE-1 se réplique dans le foie et les
poumons des hamsters inoculés par voie intranasale et intrapéritonéales (Stokes et al., 1989).
Les hamsters semblent plus a méme de développer des signes neurologiques par rapport aux
souris BALB/c (Ono et al., 1998). Par ailleurs, le modele hamster a été fortement utilisé pour
évaluer la pathogenése de I'HVE-9, phylogénétiquement trés proche de I’'HVE-1 (El-Habashi et
al.,, 2019, 2011a, 2011b, 2010; El-Nahass et al.,, 2011; Fukushi et al., 2000). Bien que ces
modeles semblent intéressants pour étudier la pathogénicité de I'HVE-1, aucune étude
scientifique n’a encore fait la preuve de linfection et la propagation de I'HVE-1 chez ces
animaux dans les conditions naturelles. Ces modeles ne parviennent généralement pas a
reproduire certains aspects essentiels de l'infection a HVE-1 chez les chevaux. Plus
récemment, une équipe brésilienne a investigué |'utilisation du lapin blanc néo-zélandais
comme modele d’étude de 'HVE-1 (Kanitz et al., 2015). Les résultats de cette étude montrent
que les lapins sont sensibles a une infection a HVE-1 et développent des signes respiratoires
et neurologiques. De plus, de I’ADN latent a été retrouvé dans le cortex cérébral de certains

lapins. Ces premiéres données montrent que ce modele d’étude est prometteur pour étudier
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I'HVE-1, mais des études complémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre la

pathogénicité de I'HVE-1.

4.6. Modele équin

Le cheval est le modele animal de référence pour étudier I'ensemble des herpésvirus
équins (Goehring et al.,, 2010). Cependant, l'utilisation de ce modeéle est trés couteuse,
nécessite des installations adaptées pour veiller a une bonne biosécurité ainsi qu’un
personnel animalier maitrisant ce modele. Par ailleurs, il faut noter qu’il est nécessaire
d’utiliser de nombreux chevaux pour avoir des résultats significativement interprétables. Pour
faciliter la prise en main des animaux, des poneys sont généralement utilisés lors d’études
expérimentales (Garré et al., 2009; Paillot et al., 2010; Soboll et al., 2010, 2006). En raison des
difficultés financieres et éthiques associées a I'infection expérimentale chez les équidés, les
modeles petits animaux et in vitro constituent depuis de nombreuses années les approches

alternatives les plus utilisées pour I'étude de la pathogénicité de I'HVE-1.
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5. Surveillance et moyens de lutte contre ’'HVE-1

5.1. Mesures de prévention

’éradication de I'HVE-1 et des autres herpésvirus équins ne semble pas possible
aujourd’hui en raison de leur omniprésence au sein des populations équines et de leur
capacité a rester a I'état latent. La prévention constitue donc aujourd’hui, plutét que le
traitement, le moyen de lutte le plus efficace contre ce virus. Cette prophylaxie repose
principalement sur une gestion efficace des animaux d’élevage, une bonne hygiene au
quotidien et une vaccination réguliére. Ces bonnes pratiques ont été publiées par Allen (2002)
et sont mises a jour régulierement lors des réunions de consensus du groupe d’experts (Lunn
et al., 2009). De plus ces recommandations de bonnes pratiques sont a disposition des
acteurs de la filiere sur des sites spécialisés. En France c’est le RESPE (Réseau
d’EpidémioSurveillance en Pathologie Equine) qui fait le relai auprés des vétérinaires et
éleveurs en publiant les guides de bonnes pratiques. Le RESPE est également en charge de la
publication des informations sur la circulation des virus, informations obtenues grace a son
réseau de plus de 800 vétérinaires et I|‘appui de laboratoires de diagnostic

(https://respe.net/). C'est également cette structure qui intervient en cas de crise de

rhinopneumonie en France comme cela a été le cas en 2018 (Sutton et al.,, 2019). En
Angleterre, ces informations sont publiées dans le Code of Practice du Horserace Betting Levy

Board (https://codes.hblb.org.uk/index.php/page/2) et aux Etats-Unis sur le site de I’American

Association of Equine Practitioners (https://aaep.org/).

5.1.1 Management

Tous les chevaux, y compris les poulains, constituent une source de propagation. Le
troupeau doit donc étre géré de maniére a minimiser le risque de contamination entre les
chevaux. La subdivision de la population en petits groupes et le maintien de ces groupes en
tant qu’unités fermées et physiquement séparées réduit efficacement le risque d’apparition
de foyers infectieux a HVE-1. Ces groupes doivent étre constitués en fonction de I'adge, de la
fréquence de sortie des individus et du stade de gestation pour les juments. Il faut restreindre
au maximum les mouvements des chevaux entre les groupes. Par ailleurs, les contacts avec
des chevaux de passage doivent étre limités. La principale source de contamination par des

virus exogenes est l'introduction de nouveaux chevaux dans les groupes établis. Les individus
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les plus a risque sont ceux participant a de grands rassemblements tels que les compétitions
équestres et les lieux de vente. En effet, I'introduction de chevaux au sein d’un troupeau a été
plusieurs fois signalée avant l'apparition de foyers d'HVE-1 (Goehring et al., 2006; Henninger
et al., 2007; van Maanen et al., 2001). L'ajout d’un nouvel individu dans un effectif doit étre
précédé d’une période d’isolement d’au moins 21 jours (Lunn et al., 2009). Une évaluation
des signes pouvant traduire un état infectieux couplée a des tests diagnostiques en
laboratoire est conseillée afin de réduire les risques. Il est également important de réduire les
risques de réactivation des virus latents au sein des groupes en réduisant les éléments
facteurs de stress. L'ensemble de ces mesures de management est a prendre encore plus au
sérieux pour les juments gestantes. En effet, toute jument ayant avorté doit étre isolée de
I"élevage avant d’y étre réintroduite. Cet isolement doit persister jusqu'a ce qu'il soit prouvé
que I'HVE-1 n'en est pas la cause. Allen et al. (2004) ont d’ailleurs introduit I'acronyme SISS
pour décrire brievement les mesures a prendre pour prévenir les foyers infectieux a HVE-1
chez les juments gestantes: |) Ségrégation : séparation des juments gestantes des autres
chevauy, Il) Isolement : isolement des chevaux nouvellement introduits sur une période de 21
jours, lll) Subdivision : subdiviser les juments gestantes en groupes distincts pendant toute la
durée de la gestation et IV) Réduction du stress: réduire le stress par une bonne gestion, une
bonne nutrition, des soins médicaux adaptés, en évitant le sevrage de masse et en réduisant
les déplacements. Ces mesures sont également adaptables a toutes les populations équines
(Allen, 2002). Comme le personnel constitue une source potentielle de contamination, un
systeme de marche en avant doit étre mis en place. Il est également a noter que I'HVE-1 peut
survivre dans I'eau pendant au moins 21 jours (Baunassie, 2019; Dayaram et al., 2017). Il faut
donc éviter d’utiliser ou de déplacer les systémes d’abreuvoirs entre les groupes et gérer les

effluents lors du nettoyage suite a un avortement.

5.1.2. Vaccination

La vaccination, couplée aux mesures de management, constitue une des stratégies les
plus importantes de lutte contre I'HVE-1. Un vaccin efficace doit étre capable de I) réduire la
réplication virale au sein du tractus respiratoire supérieur, réduisant ainsi I'excrétion virale et
les symptomes respiratoires et Il) réduire, voire empécher la réactivation du virus, limitant la
virémie cellulaire et empéchant ainsi I'apparition des formes secondaires que sont les

avortements et les formes nerveuses (Paillot et al., 2008). Depuis l'introduction des premiers
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vaccins contre I'HVE-1 dans les années 1960, des recherches approfondies ont permis la mise
en place de nombreux vaccins efficaces, majoritairement inactivés. Ces vaccins présentent
I’avantage de ne posséder aucune pathogénicité et n’induisent pas la réplication du virus au
sein de I'h6te. Des vaccins a ADN, des vaccins vivants atténués et des vaccins vivants
recombinants ont également été développés contre ce virus (Kydd et al., 2020; Paillot et al.,
2008). lls induisent des titres élevés d'anticorps neutralisants et protégent contre I'infection
des voies respiratoires. De plus, ils réduisent la quantité et la durée de |'excrétion nasale du
virus chez les animaux vaccinés. Les vaccins disponibles en Europe contre I'HVE-1 sont

majoritairement a base de virus entier inactivé (Figure 11) et sont tous administrés par voie

intramusculaire (Paillot and Pronost, 2014).

PLANNING DE VOIE
VACCIN® PRODUCTEUR COMPOSITION INDICATIONS
VACCINATION D’ADMINISTRATION
MSD Animal Vaccin a virus Rhinopnheumonie VIV2 - 6 . Intramusculaire
: - -V2 : 6 semaines
Health inactive Grippe équine e
o Souche HVE-I . .
Equilis . (RAC-H) V3:2 a6 mois
Resequin plus tard
Souche HVE-4 .
(2252) Rappel : tous les
) L 6 mois
Grippe équine
Equip® EHV-1,4 Zoetis Vaccin a virus Rhinopneumonie V1-V2 * 4 4 6 semaines | Intramusculaire
(anciennement inactive Avortement d’intervalle
Duvaxyn Souche HVE- infectieux (HVE-1) Rappel : tous les
EHV-1/4) Souche HVE-4 6 mois a 1an
o Merial Vaccin a virus Rhincpneumonie V1-V2 : 1 mois Intramusculaire
Pneumequine inactivé plus tard
EHV-1 )
Souche HVE-1 V3 : 6 mois plus tard
MSD Vaccin a virus vivant | Rhinopneumonie V1-V2:3 a4 mois Intramusculaire
- - Tiergesundheit | atténué d’intervalle
revaccinol®
(Allemagne) Souche HVE- Rappel : tous les
(RAC-H) 6 mois
(1) Classés par ordre alphabétique.
V1, V2, V3 : primovaccinations.

Figure 11 : Liste des vaccins disponibles en Europe contre I’HVE-1. D’aprés Paillot et Pronost
(2014).

Les deux vaccins actuellement commercialisés en France sont I'Equip HVE 1,4 (Zoetis)
et le Pneumequine (Boehringer Ingelheim, anciennement Merial). Une étude expérimentale
avec le « Duvaxyn HVE 1,4, » ancien nom de '« Equip HVE 1,4 », a été publiée décrivant un

effet sur les avortements. Des juments gravides, préalablement exposées a I'HVE-1, ont été
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vaccinées a 5, 7 et 9 mois de gestation puis infectées 4 semaines plus tard avec la souche
hautement pathogene Ab4. Une virémie cellulaire comparable a celle des juments contréles a
été observée chez toutes les juments vaccinées. Toutefois, l'incidence d’avortements
provoqués par I'HVE-1 a été nettement réduite chez les juments vaccinées (1/5) par rapport
aux juments non vaccinées (4/4) (Heldens et al., 2001). Sur I'ensemble des vaccins existants,
aucune donnée n'est disponible concernant une réduction possible de la forme nerveuse
induite par I'HVE-1. D’ailleurs, de nombreux cas de MHE ont été rapportés chez des chevaux
vaccinés (Friday et al., 2000; Goodman et al., 2006; Henninger et al., 2007; Kohn and Fenner,
1987; Pusterla and Hussey, 2014). De plus, aucune donnée n'est disponible concernant
I'efficacité des vaccins actuellement disponibles pour réduire ou prévenir I'apparition foyers a
HVE-1. Par ailleurs, la vaccination contre I’'HVE-1 n’est pas obligatoire en France pour tous les
équidés. Seuls les étalons utilisés pour la monte et les chevaux de course doivent
obligatoirement I'étre. Il est cependant recommandé de vacciner I'ensemble des équidés afin

de tendre vers une couverture vaccinale optimale sur le territoire.

5.2. Mesures de prise en charge

Malgré toutes ces mesures de prévention, de nombreux foyers infectieux a HVE-1
voient le jour chaque année. 57 cas d’avortements, 69 cas de MHE et 43 cas respiratoires
provoqués par HVE-1 ont été rapportés a travers le monde en 2019

(https://app.jshiny.com/jdata/icc/iccview). Cependant, cette estimation est sous-évaluée car

peu de pays rapportent leurs cas d’infections a HVE-1 et méme dans ces pays, tous les cas ne
sont pas déclarés. Les mesures de gestion face a un foyer infectieux a HVE-1 sont la gestion
des cas cliniques, un diagnostic de confirmation en laboratoire et la prévention de la
propagation (Lunn et al., 2009). Pour réaliser un diagnostic de confirmation, il est important
de faire venir au plus vite son vétérinaire et qu’il connaisse les techniques de diagnostic les
plus adaptées. En effet, une bonne connaissance des échantillons a réaliser, des techniques
de prélevement, des conditions de transport vers un laboratoire d’analyse compétent sont
essentielles pour gérer au mieux |'épizootie (Goehring et al., 2010; Lunn et al., 2009; Pronost
et al., 2012). Le vétérinaire doit également prendre des mesures barrieres visant a ne pas

disséminer le virus tant que la piste d’une infection virale n’a pas été écartée. Dans le cas d’un
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foyer a HVE-1 confirmé, les mesures a prendre en compte ont été décrites en utilisant
I'acronyme DISH (Allen et al., 2004) et consistent en 1) Désinfection : « désinfecter la zone
contaminée par les sécrétions ou les tissus », Il) Isolement : « isoler les chevaux infectés et les
chevaux ayant été en contact avec ces derniers », lll) Dépot : « transmettre les échantillons
cliniques a un laboratoire de diagnostic compétent » et IV) Hygiéne : « mettre en place des
procédures d’hygiene afin de limiter la propagation de I'infection ». Par ailleurs, bien gu’il n’y
ait pas de consensus, la vaccination peut étre utilisée pendant I'épidémie chez des chevaux
présentant un risque accru d’exposition (Allen et al.,, 2004; Lunn et al., 2009; Reed and

Toribio, 2004).

La prise en charge des animaux atteints de MHE est lourde et consiste en |'aide au
soutien par des sangles, a la nutrition, a I'évacuation de 'urine et des excréments, ainsi qu’en
la réduction de l'inflammation (Lunn et al.,, 2009; Reed and Toribio, 2004). Le traitement
symptomatique avec des anti-inflammatoires non stéroidiens semble avoir une efficacité
(Goehring et al., 2017). L'utilisation de corticostéroides semble participer au contréle ou a la
prévention de la réponse cellulaire faisant suite a l'infection des cellules endothéliales du SNC,
réduisant ainsi potentiellement les vascularites, thromboses et |ésions neuronales qui en
résultent (Pusterla and Hussey, 2014). Un traitement de courte durée avec des
corticostéroides est fréequemment recommandé pour les animaux gravement atteints.
Cependant, aucune donnée scientifiqgue n’a encore démontré leur efficacité contre la MHE et
leur justification demeure purement empirique. L'effet de plusieurs molécules antivirales
comme I"aciclovir, le ganciclovir et le penciclovir a par ailleurs été étudié in vitro (Maxwell,
2017; Vissani et al., 2016). Mais seul I'efficacité d’un traitement au valgaciclovir, la pro-drogue
de I'aciclovir, a été évalué lors de deux études expérimentales (Garré et al., 2009; Maxwell et
al., 2017). Néanmoins, les résultats discordants obtenus entre ces études ne permettent pas
de conclure sur une réelle efficacité de cette molécule. Cette partie, étant au coeur de mon

sujet de these, est développée dans le chapitre 7 de cette introduction.

5.3. Tests diagnostics en laboratoire

L’'HVE-1 est un agent pathogene trés contagieux. L'utilisation de tests diagnostiques

rapides pour sa détection est essentielle pour permettre d’orienter rapidement la gestion des
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individus contaminés. Dans les laboratoires de virologie vétérinaire, le diagnostic d’une
infection a HVE-1 se fait principalement par deux méthodes : 1/ par détection directe avec les
techniques d’isolement viral sur culture cellulaire et/ou par PCR, et 2/ par détection indirecte

avec la recherche d’anticorps neutralisants en utilisant des tests immunologiques.

5.3.1. Diagnostic par culture cellulaire

L'isolement viral sur lignée cellulaire est la méthode de référence pour détecter la
présence d’"HVE-1 dans un échantillon (Lunn et al., 2009; OIE, 2018). L'isolement viral se fait
principalement a partir d’écouvillons naso-pharyngés, d’échantillons de sang non-coagulés, de
tissus prélevés sur des foetus (foie, poumon, rate, etc...) ou de prélevements biologiques issus
du systeme nerveux central (Balasuriya et al., 2015). Pour optimiser les chances de réussite en
culture, les échantillons doivent étre transportés préférentiellement a 4°C et traités dans les
24 heures. Sinon il est conseillé de les stocker a -80°C, sauf pour les échantillons sanguins qui
ne peuvent étre congelés. L'isolement de I'HVE-1 peut étre réalisé sur des lignées cellulaires
d’origines diverses telles que des cellules ED, des cellules pulmonaires d’embryon équin (EEL),
des cellules rénales d’embryon équin (EEK), des cellules rénales bovine Madin-Darby (MDBK)
ou encore des cellules rénales de lapin (RK13) (Balasuriya et al., 2015). La morphologie du
tapis cellulaire est observée aprés 5 a 7 jours de culture. L'apparition d’effets cytopathiques
(ECP) indique la présence de particules virales infectieuses dans I'échantillon inoculé. Les ECP
provoqués par I'HVE-1 sont généralement caractérisés par un élargissement, un
arrondissement, un regroupement et un détachement des cellules (Figure 12). Cette méthode
présente plusieurs avantages: elle permet de mettre en évidence la présence du virus
infectieux et l'isolement de la souche permet d’envisager des études pour caractériser le virus

ou étudier I'effet de molécules antivirales par exemple.

5.3.2. Diagnostic par PCR
Le diagnostic par PCR, plus rapide, est aujourd’hui utilisé dans pratiqguement tous les
laboratoires pour mettre en évidence la présence de I'HVE-1 en quelgues heures. Le principal
avantage des techniques PCR réside dans leur grande sensibilité, donc leur capacité de
détecter un faible nombre de pathogénes, et leur spécificité liée au principe méme du test.
Les processus d’extraction d’ADN et de quantification sont treés rapides et permettent
d’obtenir les résultats généralement en moins de 4 heures. Cependant, les techniques de PCR

ne permettent pas d’affirmer que le virus détecté est infectieux. Concernant I'HVE-1, la
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Figure 12 : Observation au microscope optique (x10) de lignées cellulaires infectées ou non par
I'HVE-1. Les lignées cellulaires présentées correspondent aux cellules équines dermiques (E.
Derm ou ED), aux cellules rénales d’embryon équin (EEK) et aux cellules rénales de lapin
(RK13). Les fleches blanches indiquent les effets cytopathiques (ECP) induits par I'HVE-1.

majorité des tests de dépistage ciblent des régions bien conservées telles que les génes
codant la gB (Diallo et al., 2006; Pusterla et al., 2009), la gC (Carvalho et al., 2000), ’'ADN
polymérase (Lechmann et al., 2019; Pusterla et al., 2009) et la thymidine kinase (Kibenge et
al., 1994). Si la grande majorité des tests de diagnostic sont non quantitatifs, il est également
possible de quantifier précisément le nombre de copies d’ADN viral présent dans I’échantillon
en utilisant des tests de PCR quantitative (qPCR). Dans le domaine vétérinaire, des normes ont
été rédigées pour le développement de ces tests quantitatifs visant a harmoniser les tests
entre les laboratoires (Ref U47600-1 et -2). Le SyberGreen (intercalant de I’ADN) (Figure 13A)
et les sondes Tagman (Figure 13B) sont les technologies les plus utilisés afin de détecter les

produits PCR.

Cette technologie de diagnostic s’est bien développée au sein des laboratoires dans le monde
entier ces vingt dernieres années et des méthodes rapides dites « point of care » ont fait leur

apparition depuis quelques années dans le domaine vétérinaire (Balasuriya et al., 2015).
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Figure 13 : Principes de détection du signal PCR en temps réel. (A) Les agents se liant a I’ADN,
comme le Sybergreen (SYBR), libérent une fluorescence non spécifique lorsqu’ils sont intercalés
a I’ADN. (B) L’activité exonucléase de la Taq polymérase clive les sondes Tagman permettant
I’émission d’une florescence spécifique.

Primer

5.3.3. Tests immunologiques

La réponse immunitaire innée correspond a la premiére ligne de défense de
I'organisme. Elle permet de limiter la diffusion du virus au cours des premieres heures qui
suivent linfection. Elle est immédiate et intervient localement. Elle n’est cependant pas
spécifique. La réponse immunitaire adaptative ou spécifique, apparait aprés la réponse
immunitaire innée. Elle est spécifigue du pathogene et induit une réponse mémoire
persistante. La réponse adaptative est divisée entre la réponse des anticorps humoraux et la

réponse a médiation cellulaire, impliquant respectivement les lymphocytes B et T.

Les tests immunologiques de diagnostic permettent de démontrer indirectement
I"exposition d’un cheval a I'HVE-1. En effet, on observe généralement une séroconversion

chez les chevaux infectés qui voient leur quantité d’anticorps sériques spécifiques augmenter
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entre deux analyses réalisées a 3 semaines d’intervalles (Kydd et al., 2006). Les trois
principaux tests sérologiques utilisés pour détecter la présence d’anticorps anti-HVE-1 sont, le
test de séro-neutralisation (SN), la réaction de fixation du complément (RFC) et la technique
ELISA. Le test de SN permet de détecter la présence d’anticorps tardifs et présente I'avantage
d’étre semi-quantitatif. Cependant le test de SN repose sur le principe de la culture cellulaire
et I'obtention des résultats nécessite plusieurs jours. Concernant la RFC, les anticorps fixant le
complément sont produits rapidement aprés infection (4 a 5 jours) mais ne sont détectés que
sur une courte période (Balasuriya et al., 2015). La RFC permet donc de détecter la présence
d’anticorps précoces et les résultats sont obtenus rapidement. Cependant cette méthode
n’est pas spécifique car elle ne permet pas de faire la différence entre anticorps anti-HVE-1 et
anti-HVE-4. La technologie ELISA présente I'avantage d’étre tres modulable. De nombreux
tests ont d’ailleurs été développés contre ’'HVE-1 (Hartley et al., 2005; Lang et al., 2013; Singh
et al., 2004) Tout comme la RFC, elle est facile a mettre en place et les résultats sont obtenus
rapidement. De plus cette technique est utilisée en format 96 puits, permettant de faire des
tests a grande échelle. L'utilisation de gammes permet de rendre cette technique
quantitative. Un test ELISA utilisant la partie C-terminale des gG a été développé et permet de

faire la distinction entre les anticorps dirigés contre I'HVE-1 et I'HVE-4 (Crabb et al., 1995).
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6. Antiviraux anti-herpétiques

Un traitement antiviral idéal vise, cible et inhibe le plus spécifiquement possible un
événement de la réplication virale, sans influencer le métabolisme de la cellule héte.
L'attachement du virus, I'entrée, la décapsidation, la synthése protéique, la réplication de
I’ADN, l'assemblage, et le bourgeonnement sont les étapes clés de la réplication des
herpesvirus (partie 2) et sont donc autant de cibles potentielles pour des molécules
antivirales. Cependant [I'utilisation a long terme de molécules antivirales contre les
herpesvirus humains conduit a I'émergence de souches résistantes et pose de réels
problémes, majoritairement chez les patients immunodéprimés. Cest pourquoi le
développement et/ou le repositionnement de nouvelles molécules, avec des modes d’actions
qui different de ceux des molécules existantes est devenu un enjeu majeur depuis maintenant
plus de dix ans. La récente pandémie de COVID19 a montré que I'homme était vraiment

démuni face a ces virus émergeants.

6.1. Molécules antivirales utilisées contre des herpésvirus humains

Le docteur Gertrude B. Elion a recu le prix Nobel de physiologie et de médecine en
1988 suite a la mise au point de I'aciclovir pour traiter les infections a HSVs et VZV (Goodwin,
1989). Depuis, les traitements par des antiviraux contre les herpesvirus humains sont limités
principalement aux inhibiteurs de I’ADN polymérase virale avec notamment [|'utilisation
d’analogues de nucléosides et de nucléotides. Cependant, d’autres composés plus originaux

ont été développés ou sont en cours de développement contre I’'ensemble de ces virus.

6.1.1. Analogues de nucléosides

a) Analogues d’uridine : idoxuridine, trifluridine et brivudine

Les trois molécules de cette famille utilisées dans la lutte contre les infections a

herpesvirus sont I'idoxuridine, la trifluridine et la brivudine (Figure 14).
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Figure 14 : Analogues d’uridine utilisés contre des herpesvirus humains. Structure de
l'idoxuridine (A), de la trifluridine (B) et de la brivudine (C).

L’ére des antiviraux a vu le jour en 1959 avec la découverte et la description de
I'idoxuridine (IDU ou 5-iodo-2’-deoxyuridine) (Prusoff, 1959). Cette molécule a d’abord été
décrite dans un projet de recherche de molécules anti-tumorales (Prusoff, 1960). En 1961,
cette molécule a été utilisée pour la premiéere fois in vitro en tant que molécule antivirale
contre I'HSV-1 et le virus de la variole (Herrmann, 1961). Son efficacité fut ensuite vite
démontrée in vivo contre la kératite herpétique chez le lapin et chez I'homme (Kaufman et al.,
1962; Kaufman, 1962). La trifluridine (TRF ou 5-trifluorométhyle-2’-déoxythymidine) a été
découverte et décrite en 1964 comme étant efficace contre des infections a HSV
(Heidelberger et al.,, 1964; Kaufman and Heidelberger, 1964). Cependant, I'IDU et la TRF
nécessitent d’étre phosphorylées par des kinases cellulaires afin d’étre actives. La TRF est
active sous sa forme monophosphate (TRF-MP) tandis que I'IDU est active sous sa forme
triphosphate (IDU-TP) (Clercq, 1997). Sous leur forme active respective, ces deux molécules
entrent en compétition avec la thymidine triphosphate pour s’intégrer dans I’ADN viral du
brin en cours de synthese. Ce processus entraine des erreurs de codage, inhibant ainsi I’ADN
polymérase du virus et donc sa réplication. L'IDU et la TRF ne sont pas considérées comme
des molécules antivirales spécifiques car elles ne nécessitent pas la présence de virus pour
étre actives. En effet toutes les étapes de phosphorylation sont réalisées par des kinases
cellulaires. Ces erreurs de codage ont également lieu au sein de I'ADN des cellules non

infectées, ce qui rend ces molécules fortement toxiques et limite leur utilisation. Néanmoins,
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ces deux molécules sont encore, a ce jour, utilisées en Europe pour le traitement de kératites

induites par HSVs (Pastuch-Gawotek et al., 2019; Wilhelmus, 2010).

La brivudine (BVDU ou (E)-5-(2-bromovinyl)-2’-deoxyuridine) a été découverte plus
récemment (De Clercq et al., 1979). Cette molécule a été décrite comme étant plus efficace
que I'IDU, la TRF et I"aciclovir (ACV) in vitro contre I'HSV-1 et le VZV (Maudgal and Clercq,
1991). Le mécanisme d’action de la BVDU est dépendant de phosphorylations spécifiques
réalisées par les thymidines kinases (TK) de ces virus. En effet ces TK virales convertissent la
BVDU en 5’-monophosphate (BVDU-MP) puis en 5’-diphosphate (BVDU-DP) (Descamps et al.,
1981). Il survient ensuite une troisieme phosphorylation réalisée par une nucléoside
diphosphate kinase (NDK) cellulaire, convertissant la BVDU-DP en 5’-triphosphate (BVDU-TP).
Sous cette forme, la BVDU stoppe la réplication virale en interagissant avec I’ADN polymérase
virale de deux facons: 1) par compétition avec la désoxythymidine triphosphate (dTTP), 2)
comme substrat alternatif, permettant son incorporation dans I'ADN viral en cours de
synthese (Allaudeen et al., 1981). Les thymidine kinases de I’ HVS-1 et du VZV peuvent réaliser
les deux premieres étapes de phosphorylation, rendant cette molécule active contre ces virus
(De Clercg, 2004). Cependant, la thymidine kinase de I'HSV-2, n’est pas capable de
phosphoryler la BVDU en BVDU-MP et BVDM-DP (Ayisi et al., 1984; Fyfe, 1982), ce qui la rend
inefficace contre ce dernier. Contrairement a I'IDU et la TRF, la BVDU ne présente pas de
toxicité. Cette molécule est encore administrée en Europe pour le traitement d’infections a
HSV-1 et VZV et semble étre la molécule de premier choix a utiliser contre les cas séveres
d’infections a VZV (Yaldiz et al.,, 2016). De plus, la brivudine semble efficace contre les
encéphalites induites par le virus d’Epstein Barr (EBV). Cependant, des essais cliniques
complémentaires sont encore nécessaires pour confirmer cette application (Lahmer et al.,

2010; Pastuch-Gawotek et al., 2019).
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b) Analogues de guanosine : (val)aciclovir, (val)ganciclovir, penciclovir et

famciclovir

Il existe actuellement six analogues acycliques de guanosine pour combattre les
infections provoquées par les herpéesvirus. Il s’agit de I'aciclovir (ACV), du ganciclovir (GCV) du
penciclovir (PCV) et de leurs pro-drogues respectives, le valaciclovir (VACV), le valganciclovir

(VGCV) et le famciclovir (FCV) (Figure 15).

[}

b e’ e

(A) Aciclovir (B) Ganciclovir (C) Penciclovir

H

(D) Valaciclovir (E) Valganciclovir (F) Famciclovir

Figure 15 : Analogues de guanosine utilisés contre des herpésvirus humains. Structure de
I'aciclovir (A), du ganciclovir (B) du penciclovir (C) et de leurs prodrogues respectives :
valaciclovir (D), valganciclovir (E) et famciclovir (F).

Le traitement des infection a herpésvirus a connu son essor au début des années 1980
avec la découverte de laciclovir (ACV ou [9-(2-hydroxyethoxy)methyl)guanine]). Cette
molécule a tout d’abord été décrite en 1974 dans le carnet de laboratoire de Nick Oliver (De

Clercq, 2008; De Clercq and Field, 2006). La découverte de I'’ACV est le résultat d'un projet de
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développement de médicaments qui visait a développer des inhibiteurs de |'adénosine
désaminase pour renforcer l'activité antivirale de la vidarabine (VIR) (De Clercq, 2008).
L’activité antivirale in vitro de I’ACV contre les HSVs a été démontrée par Elion et al. (1977) et
Schaeffer et al. (1978). Cette activité est due a une phosphorylation par les TK de HSV-1 et
HSV-2. Le ganciclovir (GCV ou 9-[(1,3-dihydroxy-2-propoxymethyl)]guanine) fut ensuite
découvert en 1982 par Smith et al. et décrit comme étant tres efficace contre les HSV-1 et
HSV-2. Cependant, il s’est montré moins efficace contre le VZV et EBV (Smith et al., 1982).
L'effet anti-herpétique du penciclovir (PCV ou 9-[4-hydroxy-3-(hydroxymethyl)butyllguanine)
a été décrit in vitro en 1987 par Boyd et al. (1987) et présente une activité comparable a celle
de I’ACV contre I'HSV-1, I’HSV-2 et le VZV. Ce composé a ensuite montré une bonne efficacité
in vivo sur les modeéles souris et cochons d’Inde infectés par les HSV-1 et HSV-2 (Boyd et al.,,

1988).

Ces trois composés doivent étre sous leur forme triphosphorylée pour étre actifs.
Dans les cellules infectées, la premiere étape de phosphorylation est majoritairement réalisée
par une kinase virale, ce qui détermine la spécificité de ces molécules contre les herpesvirus.
La conversion de ces molécules sous leur forme di- et triphosphate est ensuite réalisée par
des kinases cellulaires. Sous leur forme triphosphate, ces composés entrent en compétition
avec la 2’-déoxyguanosine triphosphate en tant que substrat pour I’ADN polymérase virale
(figure 16). Leur insertion dans I’ADN en cours de réplication provoque I'arrét de I"’élongation
et stoppe la multiplication du virus. Par ailleurs, il a été démontré que I’ACV-TP inhibait 30 a
50 fois plus ’ADN polymérase virale que I’ADN polymérase cellulaire de type a (St Clair et al,,

1984), expliquant la faible toxicité de ce composé.

L’ACV et le GCV présentent une faible biodisponibilité lorsqu’ils sont administrés par
voie orale, ce qui a conduit au développement de leurs pro-drogues respectives: le
valaciclovir (VACV) et le valganciclovir (VGCV). Aprés ingestion, ces pro-drogues sont
rapidement converties en ACV et GCV par des hydrolases présentes dans le tractus gastro-
intestinal et dans le foie (Figure 16) (Soul-Lawton et al., 1995). La biodisponibilité de I’ACV est
de 54% chez I'"homme apres administration par voie orale de VACV. Elle se trouve augmentée
de trois a cinq fois par rapport a une administration orale d’ACV (Soul-Lawton et al., 1995). La
biodisponibilité du GCV est d’environ 60% aprés administration par voie orale de VGCV chez

I"nomme et se trouve donc multipliée par 10 par rapport a lI'administration orale de GCV
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(Curran and Noble, 2001; Czock et al., 2002; Jung and Dorr, 1999). La forte biodisponibilité du
GCV apres administration orale de VGCV est due a la forte affinité entre le VGCV et le
transporteur de peptides intestinal PEPT1 (Figure 17) (Sugawara et al., 2000). Le famciclovir
(FCV) est quant a Iui I'analogue diacétyl-6-déoxy du PCV. La biodisponibilité du PCV apres

administration orale de FCV est estimée a 77 % chez ’homme (Gill and Wood, 1996).

L’ACV, le PCV et leurs pro-drogues respectives, VACV et FCV sont les molécules
antivirales de premiére ligne contre les HSVs et le VZV (Piret et al., 2016). Le GCV et le VGCV
sont quant a eux les antiviraux de premiere ligne pour traiter les infections au CMV

(Razonable, 2018).
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Figure 16 : Mode d’action de I‘aciclovir (modéle d’analogue de guanosine) pour inhiber la
synthése d’ADN viral. L’aciclovir cible 'ADN polymérase virale de nombreux herpésvirus, tels
que les HSV-1, HSV-2 et VZV. Avant de pouvoir s’intégrer dans I'’ADN viral en cours de synthése,
I'aciclovir doit subir trois étapes de phosphorylation intracellulaire. La premiére étape est
réalisée par la thymidine kinase (TK) virale, la seconde et la troisieme phosphorylation sont
assurées par des kinases cellulaires (le mode d’action est similaire pour le ganciclovir et le
penciclovir). Schéma adapté d’apres De Clercq et al., 2002.
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Figure 17 : Métabolisation et devenir du ganciclovir (GCV) aprés absorption orale de
valganciclovir (VGCV). Le valganciclovir est hydrolysé en ganciclovir par les estérases présentes
dans le tractus grasto-intestinal et dans le foie. Le VGCV passe la paroi intestinale grdce au
transporteur de peptides intestinal PEPT1. Le GCV passe dans la circulation sanguine pour étre
distribué dans tout I'organisme. Il est principalement éliminé par la voie urinaire.

c) Analogues d’adénosine : vidarabine, entecavir et lamivudine

Trois analogues d’adénosine sont actuellement utilisés comme molécules antivirales

en médecine humaine : La vidarabine (VIR), I'entecavir et la lamivudine (figure 18).
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(A) Vidarabine (B) Entecavir (C) Lamivudine

Figure 18 : Analogues de nucléosides utilisés comme molécules antivirales en médecine
humaine. Structure de la vidarabine (A), de I'entecavir (B) et de la lamivudine (C).

En 1950, Bergmann et al. (1950) ont isolé les nucléosides spongothymidine et
spongouridine de I'éponge Tethya crypta (Tethylidae) présente dans la mer des Caraibes. Ces
composés ont la particularité de posséder un sucre arabinose plutét qu’un ribose,
classiqguement trouvé dans les nucléosides. La vidarabine (VIR, Ara-A ou 9-B-D-
arabinofuranosyladenine) (Figure 18A) est un analogue synthétique de la spongouridine qui a
tout d’abord été décrite comme molécule anticancéreuse (Cohen, 1966; Lee et al., 1960). En
1965, de Rudder and Privat de Garilhe (1965) ont rapporté une activité antivirale de la VIR
contre I'HSV-1 et le virus de la vaccine in vitro. La VIR a ensuite été décrite comme étant
efficace contre un large spectre de virus a ADN (Schabel, 1968, Sidwell et al., 1972). Les
travaux du docteur Whitley ont permis de prouver I'efficacité de cette molécule pour réduire
les infections a VZV avec un traitement précoce chez les patients immunodéprimés, pour
traiter l'encéphalite herpétique et d’autres infections herpétiques survenant chez les
nouveaux nés (Whitley et al., 1976). La VIR, comme la majorité des antiviraux précédemment
décrits, doit subir trois étapes de phosphorylation pour étre activée et inhiber I'ADN
polymérase virale ( Field and Clercq, 2004; Sagar et al., 2010). Cette molécule fut le premier
analogue de nucléoside a étre utilisé en clinique pour traiter des infections herpétiques. Elle
est toutefois facilement métabolisée par I'adénosine désaminase en arabinofuranosyl
hypoxanthine (ara-H), qui posséde une activité antivirale 10 fois moins importante que le VIR
(Shope et al., 1983; Sloan et al., 1977). Par ailleurs, la VIR est peu soluble en solution aqueuse
et présente une faible absorption intramusculaire. Pour une administration intraveineuse,

cela nécessite de grands volumes, entrainant des perfusions pouvant durer jusqu'a 12 heures
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(Whitley et al., 1980). Face a ces limitations et a la découverte de I'ACV, qui s’est montré plus
efficace, I'utilisation clinique de la VIR a peu a peu régressé (Shepp et al., 1986; Whitley et al.,
1992). L'entecavir et la lamivudine (Figure 18B, 18C) sont quant a elles utilisées pour traiter
des infections provoquées par le virus de I’'hépatite B et ne seront donc pas détaillés dans ce

manuscrit (Chang et al., 2006; De Clercq and Li, 2016).

d) Autre nucléoside : maribavir

Le maribavir, anciennement appelé 1263W94, est un benzimidazole L-riboside décrit

pour la premiére fois en 1996 (Migawa et al., 1998) (Figure 19).
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Figure 19 : Structure du maribavir.

Ce composé présente une treés bonne activité contre 'EBV et le CMV mais aucune
contre les HSV-1, HSV-2 et VZV (Williams et al., 2003). Contrairement aux agents anti-CMV
disponibles, le maribavir bloque la sortie nucléaire des capsides virales en inhibant la protéine
kinase UL97 (Biron et al.,, 2002; Hamirally et al., 2009; Krosky et al., 2003). In vitro, le
maribavir possede une activité supérieure au GCV, au foscarnet et au CDV. Par ailleurs il est
actif contre des souches résistantes a ces dernieres (Drew, 2006). De plus, le maribavir n’a pas
besoin d’étape de phosphorylation intracellulaire pour étre actif. || a été néanmoins
démontré que le maribavir a un effet antagoniste sur I'activité antivirale du GCV (Chou and
Marousek, 2006; James et al., 2011). D’autre part, des essais cliniques ont permis de montrer
gu’une dose de 100 mg de maribavir deux fois par jour, ne permettait pas de prévenir des

infections a CMV (Marty and Boeckh, 2011; Winston et al., 2012). Néanmoins, une dose
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minimum de 400 mg de maribavir deux fois par jour, a montré une efficacité similaire a celle
du VGCV pour supprimer la virémie du CMV chez des receveurs de greffes de cellules
hématopoiétiques ou d'organes (Maertens et al., 2019). Par ailleurs, d’autres essais cliniques
ont permis de démontrer que le maribavir n’est pas myélosuppresseur ni néphrotoxique mais
il peut entrainer des problémes gastro-intestinaux (Maertens et al., 2019; Wang et al., 2003;
Winston et al., 2008). Les résultats trés prometteurs obtenus avec le maribavir ont permis de

montrer que la kinase UL97 est une bonne cible pour la thérapie antivirale.

6.1.2. Analogues de nucléotides

a) Adéfovir, cidofovir et ténofovir

La premiére molécule découverte appartenant a ce groupe flat la HPMPA (9-(3-
hydroxy-2-phosphonylmethoxypropyl)adenine). Cette molécule a été décrite en 1986 comme
présentant un effet antiviral a large spectre contre les virus a ADN (De Clercq et al., 1986). Elle
n’a cependant jamais été commercialisée pour des usages cliniques mais a servi de prototype
pour le développement de l'adéfovir (PMEA; 9-(2-phosphonomethoxyethyl)adenine), du
cidofovir (CDV ou HPMPC; ((S)-1-(3-hydroxy-2-phosphonomethoxypropyl)-cytosine)) et du
ténofovir (PMPA ; 9-(2-phosphonomethoxypropyl(adenine)) (De Clercq, 2013, 2009; De Clercq
and Holy, 2005) (Figure 20A, 20B, 20C). Ces trois composés ont montré une bonne efficacité
in vitro contre I'HSV-1, I'HSV-2, le VZV, le CMV et I'adénovirus (De Clercq et al., 1986).
Contrairement aux analogues acycliques de guanosine, ces molécules possédent déja un

groupement phosphate.

La premiere étape de phosphorylation réalisée par des kinases virales n’est donc pas
nécessaire pour ces 3 analogues. Ces molécules n‘ont besoin que d’une seule étape de
phosphorylation, réalisée par une kinase cellulaire, pour étre convertie sous leur forme active
(di-phosphate) (De Clercq, 2002). L'adéfovir-DP et le ténofovir-DP, agissent comme
terminateurs de la réverse transcriptase virale. L'introduction d’une seule molécule de ces
composés dans I’ADN viral est suffisante pour stopper sa synthese (Balzarini and De Clercq,

1991; De Clercq, 2002).
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Figure 20 : Analogues de nucléotides utilisés comme antiviraux. Structure de I'adéfovir (A), du
cidofovir (B), du ténofovir (C) et du brincidofovir (D).

L’adéfovir et le ténofovir ont été commercialisés sous leur forme pro-drogues,
adéfovir dipivoxil (Hepsera®) et ténofovir disoproxil (Viread®) pour traiter des infections aux
virus de I’hépatite B et au virus de I'immunodéficience humaine (VIH) (Balzarini and De Clercq,
1991; De Clercq, 2002). Le CDV-DP, quant a lui, entre en compétition avec la désoxycytosine-

5-triphosphate comme substrat de I'ADN polymérase et stoppe I'action de I’ADN polymérase
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virale. Contrairement aux molécules précédentes, deux incorporations de CDV-DP successives
sont nécessaires pour stopper la synthese de ’ADN polymérase virale (De Clercq, 2002; Xiong
et al., 1997). L'administration de CDV se fait par voie intraveineuse. Cette molécule est
transportée activement dans les cellules épithéliales du rein par le transporteur d'anions
organiques humains 1 (OAT1) mais présente une forte néphrotoxicité chez les animaux et
également chez I'homme (Cihlar et al., 2001, 1999; Ho et al., 2000). Afin de limiter cet effet, la
pré-hydratation du patient avec une solution saline et la co-administration de probénécide,
un inhibiteur des transporteurs d’anions organiques sont recommandées (Lacy et al., 1998;
Polis et al., 1995). Malgré ces mesures de prévention, l'utilisation clinique du CDV reste
limitée aux souches d’herpesvirus résistantes aux antiviraux de premiere ligne (voir partie

5.2.1).

b) Brincidofovir

Le brincidofovir (CMX001 ; HDP-CDV) est un composé constitué d'un lipide (1-0-
hexadécyl-oxypropyl [HDP]) lié de maniere covalente au CDV (Figure 20D). L'ajout de ce
groupement lipidique facilite le transport de la molécule dans la cellule. Contrairement aux
pro-drogues classiques (VACV, VGCV), le brincidofovir n’est pas concu pour délivrer la forme
active (CDV) dans le plasma, mais pour la délivrer directement dans la cellule cible. En raison
de sa capacité a délivrer une plus grande quantité de molécules actives aux cellules cibles, ce
composé a un potentiel antiviral supérieur a celui du CDV. In vitro, il a été démontré que son
activité antivirale était plus importante que celle du CDV contre les cing familles de virus a
ADN double-brin infectant 'homme, avec notamment une activité plus de 1000 fois
supérieure contre le VZV (Chemaly et al., 2019; Florescu and Keck, 2014; Hostetler, 2009).
Contrairement au CDV, le brincidofovir n’est pas un substrat pour les transporteurs d’anions
organiques, ce qui ne le rend pas néphrotoxique (Tippin et al.,, 2016). En effet, d’apres les
études de toxicité réalisées, aucune modification de la fonction rénale n’a été associée suite a
son administration (Lanier et al., 2010; Painter et al., 2012). Par ailleurs, de nombreux essais
cliniqgues de phase Il et Ill sont actuellement en cours contre de nombreux virus a ADN. Les
résultats obtenus avec le brincidofovir montrent I'avantage d’utiliser des conjugués lipidiques
en tant qu’antiviraux afin de créer des médicaments avec de meilleurs profils
pharmacocinétiques et moins toxiques. Ceci laisse entrevoir la création de plusieurs

composés similaires dans un futur proche.
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6.1.3. Autres molécules anti-herpétiques
a) Foscarnet

Le foscarnet, également appelé trisodium phosphonoformate, est un analogue de

pyrophosphate qui a été découvert en 1978 par (Helgstrand et al., 1978) (Figure 21).

Foscamet

Figure 21 : Structure chimique du foscarnet.

In vitro, le foscarnet a un effet antiviral a large spectre, et son action a été démontrée
contre les HSV-1 et -2, le VZV, le CMV, I'EBV, I'herpesvirus humain type 6 (HHV-6), le VIH et le
virus de I"hépatite B (Crumpacker, 1992; Oberg, 1989). Son mode d’action différe de ceux des
molécules préalablement décrites. En effet, le foscarnet n’a besoin d’aucune étape de
phosphorylation pour étre actif. Cette molécule agit en se liant directement aux ADN
polymérases virales comme un analogue de pyrophosphates. Il n’est donc pas incorporé dans
le brin d’ADN en cours d’élongation mais bloque le site de liaison des pyrophosphates de
I’ADN polymérase, ce qui met fin a la synthese de I'’ADN viral. Actuellement, cette molécule
est utilisée pour traiter les patients infectés par des souches de HSV-1 et 2, de VZV et de CMV
résistantes aux analogues acycliques de guanosine. En effet, le foscarnet reste actif contre
différentes souches d’herpesvirus ayant une mutation au niveau de la TK, les rendant
résistantes a I’ACV et au GCV (Chatis et al., 1989; Cohen and Greenberg, 1985; Vinckier et al.,
1987) (voir partie 5.2.2). Pour les infections au CMV, les traitements a base de foscarnet
peuvent supprimer rapidement la virémie, mais leur utilisation est limitée en raison d'une
forte néphrotoxicité et de perturbations électrolytiques importantes (Avery et al.,, 2016;
Minces et al., 2014). Les effets secondaires induits par cette molécule sont généralement des
nausées, de la diarrhée, des vomissements, des maux de téte, de l'insuffisance rénale ou de

I'hypocalcémie ionisée (Chrisp and Clissold, 1991).
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b) Letermovir

Le letermovir (MK-8228 ou AlC246) est un dérivé de I'acide 3,4-dihydro-quinazoline-4-

yl-acetique (Figure 22).

In vitro, ce composé s’est montré plus de 100 fois plus efficace que le GCV contre

différentes souches de CMV (Goldner et al, 2011). Le letermovir inhibe le complexe
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Figure 22 : Structure du letermovir.

terminase du CMV, codé par les genes UL51, UL56 et UL89, nécessaire a I'encapsidation de
I’ADN viral (Piret and Boivin, 2019). En ciblant la sous-unité pUL56 du complexe terminase, le
letermovir bloque le clivage de I'ADN viral, empéchant son encapsidation et entrainant la
production de particules non infectieuses (Goldner et al., 2014, 2011; Wildum et al., 2015). Le
letermovir possede ainsi un mécanisme d'action unique qui se distingue des autres molécules
antivirales utilisées jusqu’a maintenant contre le CMV. Cette molécule est donc prometteuse
pour traiter les souches de CMV multi-résistantes aux antiviraux classiques. Elle a été utilisée
avec succes chez un receveur de greffe pulmonaire atteint d’'une souche de CMV multi-
résistante (Kaul et al., 2011). Le letermovir a depuis passé les différentes phases cliniques (I, Il
et Ill) et est maintenant utilisé en prophylaxie contre le CMV chez les patients ayant subi une

transplantation allogénique de cellules souches hématopoiétiques (Marty et al., 2017).
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c) Inhibiteurs de I'entrée du virus :

Il existe aujourd’hui trois molécules antivirales qui agissent sur |'entrée des
herpésvirus dans la cellule : le docosanol, inhibant I'entrée des HSVs, la varicella-zoster
immunoglobulines (VariZIG) et la varicella-zoster immune globuline (VZIG) utilisés contre le

VZV.

=  Docosanol

Le docosanol est un alcool primaire saturé composé de 22 carbones (Figure 23). In
vitro, cette molécule peut inhiber un grand nombre de virus possédant une enveloppe
lipidique (Katz et al., 1991; Sacks et al., 2001). Le mécanisme d’action de ce composé reste
encore discuté (Spruance, 2002). Il est néanmoins suggéré qu’il empéche I'entrée du virus
dans les cellules épithéliales en agissant sur la liaison entre les récepteurs cellulaires et les
protéines de I'enveloppe virale (Katz et al., 1991; Pope et al., 1998). Il a été démontré que
I"utilisation d’une creme contenant 10% de docosanol permet de réduire significativement le
temps de guérison et la durée des symptémes causés par les HVS-1 et HSV-2 (Sacks et al.,
2001). Le docosanol a été approuvé par la Food Drug Association (FDA) en juillet 2000 et est

utilisé contre les stades précoces d’éruptions cutanées labiales causées par les HSVs.
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Docosanol

Figure 23 : Structure du docosanol.

= VZIG et VariZIG
La varicella-zoster immune globuline (VZIG) a été découverte en 1969 suite a
I'extraction d’immunoglobulines de patients convalescents aprés une infection a VzZV
(Gershon A. A. et al., 1974). Des études sérologiques et cliniques ultérieures ont permis de

démontrer que la VZIG diminuait le risque de complications et réduisait les formes cliniques
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provoquées par le VZV chez les patients immunodéprimés (Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), 1984; Zaia et al., 1983). A partir de 2004, |'utilisation de la VZIG a peu a peu
diminué pour laisser place a un produit plus efficace, la varicella-zoster immunoglobulines
(VariZIG). Approuvée par la FDA en décembre 2012, la VariZIG est une préparation stérile et
lyophilisée d'immunoglobulines G (IgG) purifiées a partir de plasma humain contenant des
niveaux élevés d'anticorps anti-VZV. La VariZIG offre une immunisation passive aux
immunodéprimés afin de générer des anticorps 1gG contre les infections a VZV (Marin et al,,
2007). Ce composé est administré par voie intramusculaire aux patients ne présentant pas de
preuve d'immunité au VZV (Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2012). Ce
traitement provoque généralement des maux de téte et des douleurs au point d'injection. Il
est recommandé d'utiliser des médicaments antiviraux tels que I'ACV en paralléle de ce

traitement (Gardella and Brown, 2007).

6.2. Résistance aux thérapies actuelles

6.2.1. Emergence de souches d’HSV, de VZV et de CMV résistantes aux

traitements par les antiviraux usuels

L'utilisation prolongée de molécules anti herpétiques peut conduire a I'émergence de
souches virales résistantes (Castelo-Soccio, 2010; Kakiuchi et al., 2013; Latief et al., 2015; Pan
et al.,, 2014; Turner and Beckingsale, 2013). Concernant les infections a HSV, une grande
différence est observée entre les patients immunocompétents et les patients
immunodéprimés. En effet, peu de cas d’HSV résistants a 'ACV ont été rapportés chez les
patients immunocompétents (01 - 0,7 %) tandis qu’une plus forte proportion a été décrite
chez des patients immunodéprimés (3,5 - 10 %) (Piret and Boivin, 2011). Parmi ces derniers,
les patients ayant subi une greffe de cellules souches hématopoiétiques semblent les plus a
méme de développer des souches résistantes a I’ACV avec un taux d’émergence parfois
supérieur a 36 % (Frobert et al., 2014). Cette différence peut étre expliquée par le fait que les
traitements antiviraux contre les HSVs chez les personnes en bonne santé sont généralement
de courte durée, réduisant ainsi le risque d’apparition de souches résistantes. En revanche,
les personnes immunodéprimées ont généralement besoin d’un traitement de longue durée,

augmentant le risque de développer des souches résistantes a I’ACV.
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A ce jour, il semble gu’un seul cas d’émergence de souche de VZV résistante a 'ACV
ait été décrit chez un patient immunocompétent atteint d’une kératite herpétique (Gueudry
et al., 2013). Plusieurs cas de patients immunodéprimés montrant des réactions a VZV et ne
répondant pas a une thérapie a I’ACV ont été décrits. Cependant la prévalence de souches
VZV résistantes a I’ACV n’a pas encore été déterminée (Piret and Boivin, 2016). Une étude a
néanmoins rapporté que 27% des souches de VZV isolées chez des patients
immunodéprimés présentaient des mutations possiblement liées a une résistance a I'ACV

(van der Beek et al., 2013).

Concernant le CMV, I'émergence de souches résistantes au GCV et au VGCV semble
varier entre 12 et 14 % chez des patients a haut risque (Eid et al., 2007; Young et al., 2016).
Bien que la résistance a ces traitements semble liée a des facteurs provenant de I'hote,
comme un affaiblissement important des cellules T, elle est également induite par pression de
sélection avec I'utilisation de molécules antivirales prolongée (Fisher et al., 2017; Razonable,

2018).

6.2.2. Mécanismes de résistance développés par les herpesvirus face aux
traitements antiviraux chez ’homme
La résistance des HSVs a I’ACV est principalement due a des mutations au niveau de la
thymidine kinase virale (géne UL23). Les autres cas de résistance sont dus a une mutation au
niveau de I’ADN polymérase virale (gene UL30) (Piret and Boivin, 2016). Ces deux génes
présentent un niveau élevé de polymorphisme naturel expliquant I'apparition de souches
résistantes (Burrel et al., 2010; Schmidt et al., 2015). La majorité des résistances dans le gene
UL23 sont causées par des additions ou délétions dans les séries d’homopolyméres G/C
conduisant a la formation de codons stop prématurés (Gaudreau et al., 1998; Sasadeusz et al.,
1997). Les autres souches résistantes a I'’ACV présentent des substitutions d’acides aminés
dans les régions conservées et non conservées de la TK (Piret and Boivin, 2016; Sauerbrei et

al., 2016).

Gaudreau et al. (1998) ont démontré que 50% des souches isolées résistantes a I’ACV
possédaient des mutations au niveau du géne de la TK. Cependant, des études plus récentes
rapportent des taux plus élevés, pouvant atteindre 80% (Burrel et al., 2013; Frobert et al.,

2014). Tout comme les HSVs, les souches de VZV résistantes a I’ACV possedent des mutations
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au niveau du gene de la TK (gene ORF36) et plus rarement au niveau de I’ADN polymérase
virale (géne ORF28) (Piret and Boivin, 2016). Le génome du VZV posséde une teneur en G/C
plus faible (46 %) que celle des HSV (68 %) et seuls quelques fragments d’homopolyméres
sont présents dans le gene de la TK (Andrei et al., 2012). Une succession de 6 cytosines en
positions 492 a 498 de ce géne semble constituer un site important d’insertions/délétions de
nucléotides provoquant I'apparition de résistance a I’ACV (Andrei et al., 2012; Morfin et al.,
1999; van der Beek et al., 2013). Mais des substitutions de nucléotides réparties sur le géne
de la TK du VZV ont également été décrites dans des cas de résistance a '’ACV (Morfin et al,,
1999; Saint-Léger et al.,, 2001). Comme pour I'HSV et le VZV, la résistance des souches de
CMV au GCV provient principalement de mutations sur le gene de la TK (UL97) et moins
frequemment sur celui de I’ADN polymérase virale (UL54) (Razonable, 2018). Pour ces trois
virus, les mutations au niveau des TK virales provoquent des résistances aux analogues
acycliques de guanosine (ACV, PCV, GCV et leurs pro-drogues) tandis que des mutations au
niveau des ADN polymérases virales provoquent également des résistances au foscarnet et au

CDV (Piret and Boivin, 2016, 2014; Razonable, 2018).

6.3. De nouveaux candidats pour lutter contre les herpésvirus

La recherche de nouveaux composés antiviraux est un enjeu crucial pour lutter de
maniere toujours plus efficace contre les herpesvirus et combattre les souches résistantes aux
antiviraux de premiere ligne. Pour cela de nombreuses molécules avec des modes d’actions

divers sont en cours de développement dont certaines sont présentées ci-dessous.

6.3.1. A-5021

La  molécule A-5021 ou (1'S,29'R)-9-{[1’,2’-bis(hydroxymethyl)cycloprop-1’-
yllmethyllguanine est un analogue de guanosine décrit parmi une série de nouveaux
analogues nucléosidiques en 1998 par une équipe japonaise (Sekiyama et al., 1998) (Figure
24). La molécule A-5021 est activée sous sa forme triphosphate et agit de la méme facon que
les analogues de guanosine (partie 6.1.1) (Ono et al., 1998). In vitro, A-5021 a montré un effet
antiviral nettement supérieur a celui de I'ACV et du PCV contre I'HSV-1, I'HSV-2 et le VZV
(lwayama et al., 1998). In vivo, ce composé s’est montré trés efficace contre des Iésions

cutanées et des encéphalites herpétiques induites par I’'HSV-1 chez la souris (lwayama et al.,

65



Chapitre 1 : Introduction

1999). Par ailleurs, un traitement oculaire avec cette molécule permet de réduire
efficacement les kératites herpétiques induites chez la souris par I’'HSV-1 (ltahashi et al,,
2008). La majorité des recherches sur ce composé a été réalisée au début des années 2000.
Cependant, aucun essai clinique ne semble avoir été entrepris depuis. A notre connaissance,
I'utilisation de cette molécule en santé humaine semble abandonnée car une seule
publication scientifique fait référence a cette molécule depuis 2008, et ce, dans le cadre de la

lutte contre ’'HVE-1 (Glorieux et al., 2012) (partie 7.1.4).

.

A-5021

Figure 24 : Structure de la molécule A-5021.

6.3.2. FV-100

’analogue bicyclique de nucléotide Cf1743 (Figure 25) a été développé par McGuigan
et al. (1999) et agit spécifiguement contre le VZV. En effet, cette molécule ne présente
aucune activité contre I'HSV-1, I'HSV-2 et le CMV (McGuigan et al.,, 1999). Cette molécule
possede une faible solubilité dans I'eau, entrainant une faible biodisponibilité (14%)
lorsqu’elle est administrée par voie orale chez la souris (McGuigan et al., 2007). Ces résultats
ont conduit au développement de sa pro-drogue, le FV-100 (3-[(2R,4S,5R)-4-hydroxy-5-
(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]-6-(4-pentylphenyl)furo [2,3-d]pyrimidin-2-one) (Figure 22) qui
possede une solubilité 20 fois supérieure au Cf1743 (Migliore, 2010). Le FV-100 inhibe
I'activité de 'ADN polymérase du VZV de facon spécifique (Dropulic and Cohen, 2010). In
vitro, ce composé présente une efficacité 10 fois supérieure a celle de la BVDU et 100 fois
supérieure a celle de I'’ACV contre le VZV (McGuigan et al., 2007), ce qui en fait un trés bon
candidat pour le traitement d’infections a VZV. Le composé Cf1743 a été identifié comme

substrat de la TK du VZV, mais son mécanisme d’action n’a pas encore été totalement élucidé.
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Contrairement a I'’ACV qui agit comme terminateur de I'élongation de I’ADN viral sous sa
forme triphosphate, seule la forme diphosphate de cette molécule a été observée, suggérant
un mode d’action différent. Par ailleurs, les souches résistantes a I’ACV avec des mutations au
niveau de la TK sont également résistantes au Cf1743. Cependant, les souches résistantes a
I’ACV avec des mutations au niveau de I'’ADN polymérase restent sensibles a ce composé

(Andrei et al., 2005).
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Figure 25 : Structure du composé Cf1743 et de sa pro-drogue, le FV-100.

En raison de sa trés bonne activité et solubilité, le FV-100 a été utilisé lors d’essais
cliniques (McGuigan et al.,, 2007). Un essai clinique de phase Il a notamment permis de
démontrer que 'administration journaliere de 400 mg de FV-100 n’induisait pas d’effets
indésirables sur des patients agés de plus de 50 ans (Tyring et al., 2017) (ClinicalTrials.gov ;
numéro d’enregistrement NCT00900783). Un essai clinique de phase Il a débuté en
décembre 2017 afin de comparer l'effet d’un traitement de 400 mg de FV-100 avec un
traitement de 1000 mg de VGCV chez des patients atteints de zona aigu (ClinicalTrials.gov ;
numéro d’enregistrement NCT02412917). Les résultats de cette étude ne sont cependant pas

encore disponibles.

6.3.3. N-methanocarbathymidine

Le North-methanocarbathymidine (N-MCT) est un analogue de la thymidine
incorporant un pseudo-sucre (Figure 26). Cette molécule a été décrite en 1996 par Marquez
et a montré une trés bonne efficacité antivirale in vitro contre les HSV-1, HSV-2 et le CMV
(Marquez et al., 1996). In vitro, cette molécule montre un effet antiviral supérieur a celui de
I’ACV et du GCV (Marquez et al., 2006; Zalah et al., 2002). In vivo, le N-MCT est trés efficace
comme traitement contre I'herpés génital provoqué par I'HSV-2 sur des modeles de cochons

d’Inde (Bernstein et al.,, 2015, 2011; Quenelle et al.,, 2011). Le N-MCT, tout comme les
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analogues de guanosine, nécessite trois étapes de phosphorylation pour étre activé. Les deux
premieres étapes de phosphorylation sont réalisées par la TK virale tandis que la derniére se
fait par une kinase cellulaire (Zalah et al., 2002). Un essai clinique de phase | a débuté en
septembre 2016 afin d’évaluer sa toxicité et son niveau plasmatique chez des patients sains

(ClinicalTrials.gov ; numéro d’enregistrement NCT02778386).

N-methanocarbathymidine

Figure 26 : Structure du N-methanocarbathymidine.

6.3.4. Les inhibiteurs d’hélicase-primase

Le complexe hélicase/primase (H/P) est responsable du déroulement de I’ADN viral,
permettant la séparation de ’ADN double brin en deux brins simples au niveau de la fourche
de réplication. Il est aussi responsable de la synthése des amorces a ARN (fragments
d’Okazaki). Le complexe H/P est constitué de trois protéines conservées entre les
herpésvirus : une hélicase (UL5: HSV-1; VZVORF55: VZV), une primase (UL52: HSV-1;
VZVORF6 : VZV) et une protéine accessoire possédant une activité Nucléoside triphosphate

phosphohydrolase (NTPase) simple brin (UL8 : HSV-1 ; VZVORF52 : VZV) (Figure 27).

Trois inhibiteurs d’H/P ont été identifiés : BILS 22 BS, le pritelivir (BAY 57-1293) et
I"'amenamevir (ASP-2151) (Figure 28). BILS 22 BS est un dérivé de 2-amino-thiazolylpheny,
découvert en 1998 par Spector et al. (1998) a la suite d’un criblage a haut débit de plus de
190 000 composés afin de trouver des inhibiteurs du complexe H/P. Un autre criblage de

molécules a permis d’identifier des dérivés urinaires de thiazolés comme antiviraux contre les
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HSVs ce qui a conduit a la synthése d’un thiazolylamide optimisé, le pritelivir (Kleymann et al.,

2002).

Analogues de nucléosides :
Aciclovir, ganciclovir, penciclovir

~

ADN polymérase viral

Protéine de liaison a
I'ADN simple brin

5 3 ADN viral double brin
Protéine accessoire

Primase

Hélicase

Inhibiteurs du complexe hélicase/primase :
BILS 22 BS, pritelivir, amenamevir

Figure 27 : Mécanismes d’inhibition de la synthese des virus a ADN par les analogues de
nucléosides et les inhibiteurs du complexe hélicase/primase (H/P). Le complexe H/P est
constitué de 3 protéines : une hélicase, une primase et une protéine accessoire. Ce complexe
déroule 'ADN double-brin au niveau de la fourche de réplication et amorce la synthése d’un
nouveau brin d’ADN. La protéine de liaison a '’ADN se lie ensuite a I'’ADN simple brin a copier.
L’ADN polymérase et sa protéine accessoire synthétisent le brin d’ADN secondaire a partir du
brin leader. Les inhibiteurs du complexe H/P stabilisent la liaison de I’hélicase et de la primase
a I'ADN viral, entrainant l'inhibition de I'activité de ces protéines et de la synthese de I’ADN
viral. Les analogues de nucléosides inhibent I'activité de ’ADN polymérase virale en s’y fixant.
Schéma adapté d’apres Biswas and Field (2008).

In vitro, le pritelivir et BILS 22 BS sont tous les deux plus efficaces que I’ACV contre les
HSV-1 et HSV-2 mais ne présentent pas d’effet antiviral contre les autres herpésvirus humains
(Chono et al., 2010). L'amenamevir (ASP-2151) est un dérivé de ['oxadiazolephényle
découvert en 2010 par Chono et al. (2010). Ce composé est efficace in vitro contre I’'HSV-1,
I"HSV-2 mais aussi contre VZV. Comme ces trois composés ne ciblent pas I’ADN polymérase
virale et ne nécessitent pas d’étape de phosphorylation pour étre activés, ils sont tous les

trois efficaces contre les souches résistantes a I’ACV (Shiraki, 2018). Ces composés présentent
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une faible toxicité in vitro, possedent une bonne biodisponibilité et sont bien tolérés chez la
souris. L'émergence de souches mutantes résistantes aux inhibiteurs d’H/P semble rare. Les
souches d’HSV-1 et HSV-2 présentant des résistances a ces molécules correspondent a des
souches possédant des mutations au niveau des genes de I'hélicase et de la primase (Chono

et al., 2012, 2010; Shiraki, 2018).

o o
N/

~ L

‘ P n-N/ So
(A) BILS 22 BS (B) Pritelivir (C) Amenamevir

(BAY 57-1293) (ASP-2151)

Figure 28 : Inhibiteurs du complexe hélicase/primase. Structure du BILS 22 BS (A), du pritelivir
(B) et de 'amenamevir (C).

En raison de profils précliniques prometteurs en matiere d'activité antivirale, de
toxicité et de pharmacocinétique, le pritelivir et l'amenamevir, ont été récemment
sélectionnés comme candidats au développement d’essais cliniques. Un essai clinique de
phase | a été réalisé afin d’évaluer I'efficacité et I'innocuité de I'administration orale d’une
seule ou de plusieurs doses de pritelivir. Ces facteurs ont été étudiés pendant 28 jours chez
156 patients adultes atteints d'une infection au HSV-2 (Wald et al., 2014) ClinicalTrials.gov ;
numeéro d’enregistrement NCT01658826). L'excrétion virale ainsi que le nombre de jours ou
les patients présentaient des lésions ont été réduits de facon dose-dépendante. Aucun effet
indésirable n’a été observé durant cette étude et I'efficacité du pritelivir ne semble pas varier
en fonction du sexe (Wald et al., 2014). Un essai cliniqgue de phase Il comparant I'efficacité
d’une dose orale quotidienne de 100 mg de pritelivir avec 500 mg de VACV a été interrompue
apres qu’une étude toxicologique ait révélé des complications dermiques et hématologiques
chez des singes recevant des doses quotidiennes de pritelivir (Wald et al., 2016). Bien que les

doses utilisées chez les singes soient bien supérieures a celles utilisées lors d’essais cliniques
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chez 'homme, la nature de ces complications n’a pas encore été élucidée et fait I'objet
d’études complémentaires (James et al., 2015). Un second essai clinique de phase Il a vu le
jour en 2017 afin d’évaluer la toxicité et I'efficacité du pritelivir chez des patients
immunodéprimés présentant des Iésions provoquées par des souches d’HSVs résistantes a
I’ACV (ClinicalTrials.gov ; numéro d’enregistrement NCT03073967). Huit essais cliniques ont
été réalisés afin d’évaluer la toxicité et I'efficacité de 'amenamevir chez des patients infectés
par HSV-1, HSV-2 et VZV. Les résultats prometteurs de ces études ont permis a 'amenamevir
d’étre le premier inhibiteur du complexe H/P a étre approuvé en usage clinique pour traiter
des patients infectés par le VZV au Japon (Shiraki, 2018). A la vue des résultats obtenus avec
le pritelivir et 'amenamevir, les inhibiteurs d’"H/P semblent étre la prochaine génération de

médicaments pour lutter contre les infections liées aux herpesvirus.
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Figure 29 : Représentation schématique de I'activation et du mode d’action des molécules anti-
herpétiques présentées dans ce manuscrit. Les molécules en rouge correspondent aux
molécules utilisées actuellement pour le traitement des infections par des herpésvirus humains
tandis que les molécules en bleu correspondent aux molécules candidates pour lutter contre
les herpésvirus humains. Kv, kinase virale; Kc, kinase cellulaire ; H/P, complexe
hélicase/primase.

6.4. Le repositionnement de molécules : une stratégie prometteuse pour la

découverte de nouveaux traitements contre les herpesvirus

Il existe de nombreuses molécules efficaces pour lutter contre les herpésvirus et
d’autres sont actuellement en cours de développement (Figure 29). Cependant, le
développement de ces composés est difficile car il nécessite du temps (minimum 10 a 12 ans)
et colte trés cher (Sun et al., 2014). Une approche alternative pour identifier de nouvelles
molécules efficace a vu le jour depuis maintenant plusieurs années. Il s’agit du
repositionnement de molécules ou « Drug repositioning » comme décrit pour la premiére fois
en 2004 par Ashburn and Thor. Ce concept vise a trouver de nouveaux usages a des
molécules déja approuvées pour des usages cliniques. Cette approche est maintenant
incontournable pour répondre rapidement a I'émergence de nouveaux virus tels que le Sars-
CoV-2 (Jourdan et al., 2020; Serafin et al., 2020), mais aussi pour lutter contre les souches
résistantes aux traitements existants. Comme les données toxicologiques et
pharmacologiques sont déja bien décrites, le temps et le colt des premieres phases de
développement de ces molécules sont fortement réduits. De plus, comme ces composés sont
déja approuvés pour une ou des utilisations cliniques, leur introduction est facilitée pour une
nouvelle utilisation. Il faut cependant faire attention, car les données de toxicité existantes
sont liées a leur utilisation. En effet, un changement d’utilisation, de formulation ou de
dosage nécessite une réévaluation des données toxicologiques (Jourdan et al., 2020). D’autre
part, les taux de succes de développement de médicaments repositionnés sont plus élevés
que ceux des nouveaux médicaments et peuvent atteindre 30 % (Nosengo, 2016). Les
dernieres technologies de pointe permettent maintenant de réaliser plus rapidement le
criblage a haut-débit de banques de molécules. Ainsi, le repositionnement de molécule n’est
plus une alternative mais une des solutions de premier choix pour le développement

de nouvelles molécules antivirales.
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7. Molécules antivirales utilisées contre I’'HVE-1

L'effet antiviral d’'une molécule est principalement évalué in vitro par le calcul de la
concentration efficace médiane (ECsp), ce qui correspond a la quantité de molécules
nécessaires pour diminuer de moitié I'effet du virus. Cette valeur peut également étre
appelée concentration inhibitrice médiane (ICso). Il s’agit d’une valeur analogue a la
concentration minimale inhibitrice (CMI) déterminée pour les molécules antibactériennes. Le
calcul de I'ECso correspond a la méthode de référence pour évaluer I'effet des molécules
antivirales mais n’est pas standardisée, contrairement a la CMI. Le type cellulaire, les réactifs
de laboratoire, le temps d’incubation et la méthode de lecture sont autant de facteurs

pouvant affecter cette valeur (Weinberg et al., 2007).

De nombreuses molécules antivirales ont été testées in vitro contre ’'HVE-1 (Tableau 2
: Valeurs des concentrations efficaces médianes (EC50) des molécules antivirales testées in
vitro contre I’'HVE-1 lors de différentes études. EEL, cellules pulmonaires d’embryon équin ;
EFL, cellules pulmonaires de foetus équin; FHK, cellules rénales de foetus équin; PK15,
cellules épithéliales de rein porcin ; PRK, cellules rénales primaires de lapin; RK13, cellules
rénales de lapin.). La plupart d’entre elles sont des molécules utilisées contre les herpésvirus
humains ont été décrites dans la partie 5 de cette thése. Cependant, I'efficacité d’autres
composés plus originaux a également été rapportée. Aucune étude n’a évalué ni comparé la
majorité des molécules efficaces contre I'HVE-1 en conditions standardisées afin de
sélectionner les molécules les plus efficaces. Par ailleurs, aucune molécule antivirale ne
possede d’autorisation de mise sur le marché (AMM) en santé équine. C'est donc sous leur
propre responsabilité que les vétérinaires peuvent étre amenés dans certains cas a utiliser ces

molécules.
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Familles Molécules Souches d'HVE-1 Cellules EC_ (ug/mL) Références
Analogues de guanosine Rac-H, H45 PK15 0,45 Rollinson & White, 1983
inconnu PRK 1 De Clercq et al., 1984
Kentucky D ( KyD) PRK 7 De Clercq et al., 1986
Aciclovir Quai Hais RK13 2,6 Boyd et al., 1987
(ACV) 94P247, 97P70, 99P96,97P82, 99P136, 03P37 EEL 1,7-3,0 Garre et al., 2007
89c25 FHK 2,7 Azab et al., 2010
97P70, 03P37 EEL 5,30 - 5,85 Glorieux et al., 2012
T953 EFL 11,4 Maxwell et al., 2017
Rac-H, H45 PK15 0,015 Rollinson & White, 1983
o Rac-H, H45 RK13 <0,10- 0,02 Rollinson, 1987
(%ag\"/';cg’\‘/’\;;sgu) 94P247, 97P70, 99P96,97P82, 99P136, 03P37  EEL 0,1-0,4 Garre et al., 2007
89c¢25 FHK 0,1 Azab et al., 2010
T953 EFL 0,1 Maxwell et al., 2017
o Quai Hais RK13 1,6 Boyd et al., 1987
(Plfgf/';c'é’é[ sozp) A4 RK13 1,64 de la Fuente et al., 1992
T953 EEL 4,8 Maxwell et al., 2017
A-5021 97P70, 03P37 EEL 0,3-0,4 Glorieux et al., 2012
Analogue d'adénosine Vidarabine (VIR; AraA) Inconnue PRK 2 De Clerg et al., 1984
Analogues d'uridine Idoxuridine (IDU) Inconnue PRK 0,2 De Clerqg et al., 1984
Brivudine (BVDU) Inconnue PRK 300 De Clerg et al., 1984
Analogues de nucléotides HPMPA Ab4 RK13 0,1 Field & Awan, 1990
Ab4 RK13 0,1 de la Fuente et al., 1992
) ) 94P247, 97P70, 99P96,97P82, 99P136, 03P37 EEL 1,1-6,7 Garre et al., 2007
?&%ﬂ‘;‘?‘ﬂrpw o Ab4 RK13 0,07 Gibson et al., 1992
Ab4 EEL 0,03 Gibson et al., 1992
Adefovir 94P247, 97P70, 99P96,97P82, 99P136, 03P37 EEL 2,8-5,6 Garre et al., 2007
(PMEA) Ab4 RK13 5 Field & Awan, 1990
PMEDAP 97P70, 03P37 EEL 9,3-15,6 Glorieux et al., 2012
Analogue de pyophosphate Foscarnet 94P247, 97P70, 99P96,97P82, 99P136, 03P37 EEL 6,6 -16,2 Garre et al., 2007
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7.1. Analogues de nucléosides

7.1.1. Analogues de guanosine

a) Aciclovir et valaciclovir

L'aciclovir (ACV) est la molécule anti-herpétique la plus étudiée contre I'HVE-1
notamment car elle est peu couteuse. En effet, le critére financier est important lorsque I'on
prend en compte le poids des chevaux et de la durée du traitement, qui peut s’étendre sur
plusieurs semaines. In vitro, 'ACV possede une ECsp variant de 0,45 pg/mL sur des cellules
épithéliales de reins porcins (PK15) a 7 ug/mL sur des cellules rénales primaires de lapin (PRK)
(Azab et al., 2010; Boyd et al., 1987; De Clercq, 1984; De Clercq et al., 1986; Garré et al.,
2007; Glorieux et al., 2012; Maxwell et al., 2017; Rollinson and White, 1983).

La pharmacocinétique de I’ACV a été étudiée chez les chevaux. D’ailleurs, plusieurs
études ont montré qu’une administration par voie intraveineuse d’ACV permettait d’atteindre
les concentrations attendues d’ACV dans le plasma (Bentz et al.,, 2006; Garré et al., 2007,
Wilkins et al.,, 2005). Lorsqu’il est administré par voie orale, I'ACV possede une faible
biodisponibilité (<5%) entrainant une faible concentration d’ACV dans le plasma (Bentz et al.,
2006; Garré et al., 2007; Razonable, 2011). Bien que la faible biodisponibilité orale soit une
caractéristique bien connue de I'’ACV (environ 20% chez I'homme) (de Miranda and Blum,
1983) et des analogues nucléosidiques apparentés, son absorption par voie orale chez les
chevaux est beaucoup plus faible, ce qui remet encore plus en question I'intérét de cette voie
d’administration (Wong et al., 2010). L'ACV a été néanmoins administré par voie orale pour
traiter des chevaux lors de foyers infectieux a HVE-1. Les bénéfices de ces traitements sont
difficilement objectivables, a cause notamment du manque de contrbles et des conditions
non standardisées de ces cas rapportés (Friday et al., 2000; Henninger et al., 2007; Murray et

al., 1998).

Bien que variable, I'administration orale d’une seule dose de VACV, prodrogue de
I’ACV, chez des chevaux adultes montre une bien meilleure biodisponibilité (26% a 60%) que
I’ACV et permet d’obtenir une concentration plasmatique d’ACV supérieure a I’ ECsp pendant

presque 2 heures (Garré et al., 2007; Maxwell et al., 2008). Par ailleurs il a été montré que
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I’administration orale de 40 mg/kg de VACV toutes les 8 heures pendant 4 jours consécutifs
permet de maintenir une concentration plasmatique d’ACV supérieure a I'ECso (Garré et al.,
2007). Des résultats similaires ont été obtenus avec I'administration de 27 mg/kg de VACV
toutes les 8 heures pendant 2 jours suivie d’'une administration de 18 mg/kg de VACV toutes
les 12 heures (Maxwell et al., 2008). Malgré ces résultats prometteurs, les deux infections
expérimentales par HVE-1 réalisées sur des chevaux ont donné lieu a des données
controversées (Garré et al.,, 2009; Maxwell, 2017). Aucun effet bénéfique n'a été observé sur
les signes cliniques, I'excrétion virale ou la virémie aprés administration orale de 40 mg/kg de
VACV toutes les 8 h pendant 5 ou 7 jours consécutifs (Garré et al., 2009). Cependant, une
diminution des signes cliniques, de |'excrétion virale et de la virémie a été observée apres
administration orale de 27 mg/kg de VACV toutes les 8 heures pendant 2 heures suivie d’'une
administration de 18 mg/kg toutes les 12 heures pendant 12 jours (Maxwell, 2017). Par
ailleurs, la durée de la fievre et le score clinique médian ont été significativement réduits
lorsque la thérapie a été initiée avant I'inoculation du virus (traitement prophylaxique) et

maintenue pendant 2 semaines (Maxwell, 2017).

De facon surprenante, 'ACV n’a pas permis de réduire la formation de plaques
induites par l'infection a HVE-1 sur des cultures d’explants de muqueuses nasales équines
(Glorieux et al., 2012). Ces résultats observés ex vivo pourraient expliquer la faible efficacité
du VACV lors des infections expérimentales précédemment décrites (Glorieux et al., 2012). La
culture ex vivo d’explants de muqgueuses respiratoires semble donc constituer un modele tres

intéressant pour étudier I'effet de molécules antivirales.

b) Ganciclovir et Valganciclovir

Le ganciclovir (GCV) montre un tres bon effet anti-HVE-1 in vitro avec une ECsgo
comprise entre 0,02 pg/mL sur des cellules rénales de lapin (RK13) et 0,4 pg/mL sur des
cellules pulmonaires embryonnaires équines (EEL) (Azab et al., 2010; Garré et al., 2007,
Maxwell et al., 2017; Rollinson, 1987; Rollinson and White, 1983). Ce composé s’est avéré
plus efficace que I'ACV, 'adéfovir, le CDV et le foscarnet lors d’une étude comparative basée
sur le comptage du nombre de plaques infectieuses (Garré et al., 2007). Une étude plus
récente a montré que le GCV pouvait réduire la taille des plaques infectieuses induites par
I'HVE-1 et 'HVE-4 a des concentrations respectivement de 0,1 pg/mL et 2,5 pg/mL (Azab et

al., 2010). Cette étude a également montré qu’une souche d’HVE-4 déficiente en TK était
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résistante au GCV (ECso = 45 pg/mL), ce qui confirme le role des TK virales pour phosphoryler
et activer cette famille de molécules.

La pharmacocinétique du GCV par administration intraveineuse et du VGCV par voie orale ont
été déterminées chez les chevaux. L’administration intraveineuse de 2,5 mg/kg de GCV toutes
les 8 heures pendant 24 heures puis toutes les 12 heures permet d’obtenir une concentration
plasmatique de GCV supérieure a sa ECsp durant toute la durée du traitement, et ce, sans
atteindre des concentrations pouvant entrainer un effet toxique (Carmichael et al., 2013). La
biodisponibilité du GCV apres administration orale de VGCV a été évaluée a 41 + 20 % et est
comparable a celle du VACV (Carmichael et al.,, 2013). Par ailleurs, il a été prédit que
I"'administration de 3,2 mg/kg de VGCV toutes les 12 heures ne permettait pas d’atteindre une
concentration suffisante de GCV au niveau plasmatique. Cependant, I'administration de 6,5
mg/kg de VGCV toutes les 12 heures semble suffisante pour atteindre cette concentration

(Carmichael et al., 2013).

c) Penciclovir et Famciclovir

In vitro, le penciclovir (PCV) posséde une ECsg allant de 1,6 pg/mL sur cellules RK13 a
4,8 pug/mL sur cellules EEL (Boyd et al., 1987; de la Fuente et al., 1992; Maxwell et al., 2017).
Le traitement de souris infectées par I’'HVE-1 avec 2 doses journalieres de 50 mg/kg de PCV a
permis de réduire la réplication du virus dans les tissus respiratoires, les signes cliniques, la

virémie et les |ésions observées sur coupes histologiques (de la Fuente et al., 1992).

La pharmacocinétique du FCV, pro-drogue du PCV, a également été étudiée chez les
chevaux. L'administration d’une seule dose de 20 mg/kg de FCV a permis d’atteindre des
concentrations plasmatiques de PCV supérieures a I'ECso (Tsujimura et al., 2010). Bien que la
biodisponibilité du PCV n‘ait pas été déterminée dans cette étude, les parametres

pharmacocinétiques obtenus sont proches de ceux du VACV.

d) A-5021

In vitro, le composé A-5021 a montré une efficacité 15 fois supérieure a celle de I'ACV
pour inhiber la réplication virale (ECsop = 0,3 - 0,4 ug/mL) (Glorieux et al., 2012). Sur des
cultures d’explants de muqueuses nasales équines, modele ex vivo, I'A-5021 inhibe
totalement la formation de plaques infectieuses des 8 uM (Glorieux et al., 2012). Ce composé

semble prometteur pour traiter des chevaux infectés par I'HVE-1 mais des études
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complémentaires de pharmacocinétique dans l'espece équine sont nécessaires avant tout

espoir d’utilisation.

7.1.2. Analogue d’adénosine
a) Vidarabine

La vidarabine n’a été évaluée qu’une seule fois contre I'HVE-1 in vitro et s’est montrée

efficace avec une ECsp de 2 pg/mL sur cellules PRK (De Clercq, 1984).

7.1.3. Analogues d’uridine

a) Idoxuridine et brivuridine

Sur cellules PRK, I'idoxuridine (IDU) a présenté une ECso de 0,2 pug/mL contre I'HVE-1
(De Clercq, 1984). Lors de cette étude, I'IDU s’est montrée 10 fois plus efficace que la
vidarabine. Bien que la BVDU soit efficace contre d’autres herpésvirus d'intérét vétérinaire tel
que BoHV-1 et SuHV-1 (De Clercq, 1984), cette molécule est pefu efficace contre 'HVE-1 avec
une ECso égale a 300 pug/mL. Ce résultat semble étre expliqué par la faible capacité de la TK de

I"'HVE-1 a phosphoryler la BVDU sous sa forme active (Clercqg, 1997).

7.2. Analogues de nucléotides

L'adéfovir, le CDV, 'HPMPA et le PMEDAP sont les 4 molécules de cette famille qui ont
été testées in vitro contre 'HVE-1 (de la Fuente et al., 1992; Field and Awan, 1990; Garré et
al., 2007; Gibson, 1992; Glorieux et al., 2012). Le CDV est la molécule la plus efficace sur
cellules RK13 (ECso = 0,07 pg/mL) et sur cellules EEL (ECso = 0,03 pg/mL). Lors d’une étude
comparative, le CDV s’est avéré étre plus efficace que I’ACV, le GCV, 'adéfovir et le foscarnet
pour réduire la taille des plaques infectieuses avec une ECsp de 0,125 ug/mL (Garré et al.,
2007). Par ailleurs, le traitement de souris infectées par I'HVE-1 avec 20 mg/kg de CDV
permet de réduire les signes cliniques et les charges virales dans le tractus respiratoire

(Gibson, 1992).
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7.3. Foscarnet

Lors d’une étude comparant I'effet de cing molécules antivirales contre I'HVE-1 in
vitro, le foscarnet s’est montré étre le moins efficace avec une ECso comprise entre 6,6 et 11,1
ug/mL (Garré et al., 2007). Par ailleurs son efficacité semblait varier en fonction des souches

d’HVE-1 testées (Garré et al., 2007).

7.4. Autres composés testés contre ’HVE-1

Bien que la majorité des molécules antivirales connues pour lutter contre les
herpésvirus humains ont été testée in vitro contre I'HVE-1, d’autres molécules ont été

évaluées contre ce virus afin d’élargir la gamme de potentiels traitements contre ce virus.

7.4.1 siRNA

Depuis maintenant plusieurs années, de nombreux progres ont été faits sur
I"utilisation de petits ARN interférents (siRNA) pour traiter des infections virales. Deux siRNA
ont été évalués in vitro contre I'HVE-1 : « sigB3 » ciblant I'ORF33 codant la glycoprotéine B,
nécessaire a I'entrée du virus dans la cellule et a sa diffusion cellule a cellule, et « siOri2 »
ciblant I’hélicase, essentielle a la réplication du génome viral (Fulton et al., 2009). In vitro, ces
deux siRNA sont capables d’inhiber le nombre et la taille des plaques infectieuses induites par
I'HVE-1. Par ailleurs, I'utilisation de sigB3 et siOri2 en combinaison montre un effet additif
(Fulton et al., 2009). Des souris infectées par I'HVE-1 et traitées par voie intranasale avec ces
deux siRNA ont vu leurs signes cliniques, leur titre viral pulmonaire et leurs lésions
pulmonaires fortement diminués. Une infection expérimentale réalisée chez le cheval avec
deux traitements par voie intranasale d’'un mélange contenant 750 pmol de sigB3 et 750 pmol
de siOri2, a 12 heures pré- et 12 heures post-infection, n’a pas permis de réduire la fiévre, la
virémie, ni le nombre de particules virales excrétées. Cependant, aucun cheval traité par ces
SiRNA (0/10) n’a d0 étre euthanasié, alors que 3 des 4 chevaux contrbles ont di étre
euthanasiés suite a des complications nerveuses (Brosnahan et al., 2010). Ce dernier résultat
est cependant a prendre avec beaucoup de précautions en raison de la forte hétérogénéité

des individus de I"étude.

80



Chapitre 1 : Introduction

7.4.2. Extraits de plantes

Différents flavonoides ont été testés contre ’'HVE-1. La quercétine et la morine ont
montré une action virucide in vitro contre I'HVE-1 (Gravina et al., 2011). Cependant, 'acide
trans-cinnamique, un précurseur de flavonoide n’a pas montré d’effet antiviral (Gravina et al.,
2011). Une infection expérimentale par HVE-1 sur modele souris a montré que la quercétine
ainsi qu’un extrait de Bacharis dracunculifolia permettaient de réduire les signes cliniques, la
morbidité, la mortalité ainsi que le nombre et la taille des |ésions provoquées (Ferreira et al.,

2018).

7.4.3. Inhibiteurs d’histone déméthylase

Une étude in vitro a évalué I'effet contre I'HVE-1 du composé OG-L002, un inhibiteur
de la protéine déméthylase 1 lysine-spécifique (LSD1), (Tallmadge et al., 2018). La protéine
LSD1 module la méthylation des histones et I'utilisation d’un inhibiteur de cette protéine a
montré un effet synergique avec I'ACV (Liang et al., 2009). Le composé OG-L002 a présenté
un effet antiviral comparable au GCV sur cellules primaires de poumons foetaux équins
(PFKC). Par ailleurs un effet synergique entre ces deux composés a pu étre mesuré.
Cependant un traitement avec le 0G-L002 n’a pas permis de réduire le nombre de copies de

génome d’HVE-1 sur des cultures de leucocytes (Tallmadge et al., 2018).

7.4.4. Alpha-hydroxytropolones

Plus récemment, des chercheurs se sont intéressés a |effet antiviral des a-
hydroxytropolones (aHT) contre de nombreux alphaherpésvirus. Suite a un criblage de 26
aHT, 10 se sont montrés efficaces in vitro contre HSV-1 et HSV-2 (Ireland et al., 2016). Par la
suite, 3 aHTs (aHT-106, aHT-111 et aHT-115) ont été évalués contre HSV-1, BoHV-1, FEH-1 et
HVE-1. Parmi ces composés, seul le aHT-115 a permis de réduire de presque un logarithme
décimal (Logio) le nombre de plaques infectieuses provoquées par HVE-1 sur cellules rénales

de bovins (MDBK) (Dehghanpir et al., 2018).
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8. Utilisation d’antiviraux contre d’autres herpésviroses dans le

domaine vétérinaire

L’'HVE-1 n’est pas le seul herpésvirus fortement pathogéne dans le domaine
vétérinaire. Le développement de traitements antiviraux dans une espece donnée peut ouvrir
la voie a des travaux de recherche dans d’autres espéces animales, qu’il s’agisse d’animaux de

compagnie, d’animaux de rente ou de la faune sauvage.

8.1. FeHV-1

Le felid alphaherpesvirus 1 (FeHV-1) provoque chez le chat, une rhinotrachéite
principalement caractérisée par des symptomes respiratoires et une conjonctivite (Spradbrow
et al., 1971). Une vingtaine de molécules antivirales ont été étudiées contre ce virus. Il s’agit
principalement des analogues de nucléotides et de nucléosides décrits dans ce manuscrit
contre I'HVE-1 (Thomasy and Maggs, 2016). Un modele d’explant de cornée féline a
récemment été développé et a permis de démontrer une activité 10 fois supérieure du CID

par rapport a la I’ACV contre le FeHV-1 (Pennington et al., 2016).

8.2. CaHV-1

Le canid alphaherpesvirus 1 (CaHV-1) peut infecter I'ensemble des canidés. Il entraine
des avortements, une infertilité et des mortinatalités (Hill and Maré, 1974). Des lésions
oculaires sont également décrites de maniére récurrente chez les chiens adultes (Ledbetter,
2013). Plusieurs traitements avec des solutions ophtalmiques ont été étudiés contre le CaHV-
1. Un traitement oculaire avec des gouttes contenant 0.5% de CID a permis de réduire la
durée d’excrétion virale mais est associé a une toxicité oculaire (Ledbetter et al., 2015). Des
traitements oculaires avec des gouttes contenant 0,15% de GCV et 1% de TRF sont bien
tolérés et permettent de réduire le score clinique, I'inflammation des tissus et la durée

d’excrétion virale (Ledbetter et al., 2018; Spertus et al., 2016).
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8.3. BoHV-1

Le bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) est responsable de la rhinotrachéite
infectieuse bovine, qui se traduit par une atteinte des voies respiratoires supérieures, mais
qui peut également provoquer des conjonctivites, des avortements, des métrites et des
encéphalites chez le veau (Raaperi et al., 2014). In vitro, Le CDV et la curcumine ont présenté
des effets anti-BoHV-1 sur cellules MDBK (Korvasova et al., 2012; Zhu et al., 2015). Il a
également été démontré que le glutathion amplifie I'effet antiviral de I’ACV in vitro (Yuan et
al., 2016). Une infection expérimentale par BoHV-1 chez des veaux a démontré qu’une dose
de 20 mg/kg de CDV permettait de réduire les signes cliniques et la réplication du virus

(Gilliam and Field, 1993).

8.4. GaHV-2

Le gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2), également nommé « Marek disease virus »
(MDV) est le pathogene responsable de la maladie de Marek, touchant principalement les
élevages avicoles. Ce virus est trés contagieux et provoque des lymphomes malins (Denesvre,
2013). L'ACV s’est montré efficace in vitro contre ce virus (Samorek-Salamonovicz et al., 1987;
Wang et al.,, 2016). Par ailleurs, ce traitement a permis de réduire le développement de
tumeurs induites par ce virus chez des oiseaux expérimentalement infectés (Samorek-

Salamonovicz et al., 1987).

8.5. EEHV-1

L’elephantid betaherpesvirtus 1 (EIHV-1) est responsable de maladies hémorragiques
mortelles chez les jeunes éléphants d’Asie (Elephas maximus). Cependant, l'infection est
généralement asymptomatique chez les éléphants adultes (Long et al., 2016). Plusieurs
éléphanteaux de zoo asiatiques présentant des symptomes précoces de la maladie, a savoir
une langue violette, une |éthargie ou des cedémes au niveau du visage et du cou semblent
avoir été sauvés suite un traitement systémique de FCV (Schmitt et al., 2000). Huit éléphants
du zoo de Houston ont également été traités au FCV et/ou GCV durant une épidémie a EEHV-

1 (Stanton et al., 2013).
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8.6. HVE-9

L'equid alphaherpesvirus 9 (HVE-9) est génétiquement trés proche de I'HVE-1. Il est
suggéré que le zebre est I'hote principal de ce virus (Borchers and Frolich, 1997; Guevara et
al., 2018). Des cas fatals d’encéphalite ont également été rapportés chez I'ours polaire, le
rhinocéros et l'onagre (Donovan et al, 2009; Schrenzel et al, 2008). Des études
expérimentales ont également montré que les chiens, les chats et les chevres sont sensibles a
ce virus (Taniguchi et al., 2000; Yanai et al., 2003, 2003). Ce dernier semble infecter un large
nombre d’hotes, entrainant de sérieux problemes dans les zoos. Une seule étude rapporte un

traitement oral au valaciclovir chez deux zébres en France (Leclerc et al. ; soumis).
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Ce travail de these a été réalisé dans le cadre du programme SAVE (Stratégies AntiVirales
Equines). Le Consortium SAVE regroupe cing équipes francaises aux compétences
complémentaires : trois équipes de virologistes équins appartenant a LABEO/BIOTARGEN (équipe
dirigée par le Dr Stéphane Pronost), a I’Agence Nationale de Sécurité sanitaire de I'alimentation, de
I'environnement et du travail (ANSES) de Normandie (équipe dirigée par le Dr Aymeric Hans) et a
I’ANSES Maisons-Alfort (équipe dirigée par le Dr Stéphan Zientara), deux équipes de virologistes
humains appartenant a I'Institut Pasteur de Paris (Dr Héléne Munier-Lehmann) et au Centre
International de Recherche en Infectiologie de Lyon (équipe dirigée par le Dr Pierre-Olivier Vidalain)
et I’équipe de chimistes du Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie
(CERMN) dirigée par le Pr Patrick Dallemagne. L'objectif principal du consortium est d’élaborer une
stratégie commune de recherche de molécules antivirales a large spectre pour lutter contre trois
virus fortement pathogénes chez les équidés : I"herpésvirus équin 1, le virus de l'artérite virale
équine et le virus du Nil occidental (virus WestNile). Mon sujet de these s’inscrit dans ce contexte
et vise au travers de trois objectifs principaux a identifier de nouvelles molécules antivirales
pouvant agir contre les herpésvirus équins, en particulier contre I’'HVE-1 qui est responsable des

formes les plus graves.

Le premier objectif était de développer un outil de criblage de molécules contre I'HVE-1 a
moyen/haut débit. Nous nous sommes orientés vers une technologie innovante, le systéme RTCA
xCELLigence®, que nous avons adapté a nos modeéles cellulaires pour étudier in vitro et en temps
réel |'effet antiviral de "aciclovir et du ganciclovir contre I'HVE-1, 'HVE-4 et 'HVE-3. Cette preuve
de concept était nécessaire et nous a permis de réaliser le criblage de 2 891 molécules issues de

différentes chimiothéques.

Notre deuxieme objectif consistait a caractériser les composés les plus efficaces identifiés
lors du criblage. Nous avons donc évalué leurs effets sur différents modeles cellulaires et contre
trois souches d’HVE-1 d’intérét présentant les trois mutations connues au niveau de la position
2254 du gene de I’ADN polymérase (A22sa, Gazsa et Cazsa). C'est également avec ces candidats que
nous avons réalisé des études de combinaison afin de mettre en évidence d’éventuels effets
synergigues pouvant présenter un avantage dans le traitement. Le mode d’action d’une molécule

d’intérét a également été étudié afin d’apporter de la connaissance sur les infections a HVE-1.
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Le troisieme objectif de ce travail de these consistait initialement en la réalisation d’une
étude in vivo sur modeéle souris des molécules possédant de bonnes efficacités in vitro. Le modele
souris présentant de nombreuses limitations d’une part et le contexte & LABEO m’ouvrant la
possibilité de réaliser un challenge sur poneys d’autre part, une étude expérimentale d’infection a
HVE-1 pour mesurer I'effet du valganciclovir a été programmeée dés la fin de ma premiere année de
these. Au-dela de I'intérét de tester in vivo I'effet du valganciclovir, ce qui n’avait jamais été réalisé
auparavant, cette étude expérimentale réalisée a la PlateForme d’Infectiologie Expérimentale (PFIE,
UE 1277) a 'INRAE de Nouzilly en février 2020 nous a donné I'opportunité de caractériser les effets

de la nouvelle souche (FR-56628 ; C;254) isolée en France en 2018.
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1. Développement et preuve de concept de [lutilisation de
I'impédancemétrie pour le suivi in vitro de linfection par les

alphaherpesvirus équins et I'évaluation de molécules antivirales.

Article 1

C. J. Thieulent, E. S. Hue, C. I. Fortier, P. Dallemagne, S. Zientara, H. Munier-Lehmann, A.

Hans, G. D. Fortier, P-H. Pitel, P-O. Vidalain, S.L. Pronost

Virology 2019 ; 526 : 105-116
PMID : 30388626

DOI : 10.1016/j.virol.2018.10.013

1.1. Introduction

L"herpésvirus équin 1 (HVE-1) est un pathogene majeur chez les équidés. Bien que les
symptomes respiratoires induits par ce virus passent généralement inapercus chez les chevaux
adultes, la lutte contre les avortements et les formes nerveuses de la maladie demeure encore un
véritable enjeu pour la filiere équine dans de nombreux pays. Ce virus posseéde un fort impact
économique en France comme I'a montré I'épizootie survenue en 2018, durant laquelle plus de 75
foyers infectieux ont été déclarés par le RESPE, conduisant a l'annulation de plus de 200
compétitions équestres (Sutton et al., 2019). Il existe des vaccins pour lutter contre ce virus avec
une efficacité démontrée pour réduire les signes respiratoires et la dissémination du virus, mais
ceux-ci présentent des limitations, en particulier face aux avortements et aucune efficacité n’a pu
étre démontrée a ce jour contre la forme nerveuse. Contrairement a ce qui est observé avec la

vaccination contre le virus de la grippe équine pour laquelle la couverture estimée a 87% est
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satisfaisante (Fougerolle et al., 2019), la couverture vaccinale contre I'HVE-1 demeure encore

insuffisante avec une estimation inférieure a 30%.

Face a ces limitations les acteurs de la filiere équine se tournent de plus en plus vers
I"utilisation de traitements antiviraux pour les formes graves. Bien que son efficacité ne soit pas
clairement démontrée, 'aciclovir demeure la molécule utilisée sur le terrain. La recherche de
nouveaux antiviraux présente donc un intérét majeur pour la filiére. Si plusieurs molécules ont été
évaluées in vitro contre ’'HVE-1 (Maxwell et al., 2017 ; Vissani et al., 2015), les études n’ont pas été
réalisées de maniere standardisée et ne permettent pas une bonne comparaison de |'efficacité de

ces molécules avant d’envisager des études in vivo.

Le systéme Real Time Cellular Analysis (RTCA) xCELLigence® (Agilent) est une technologie de
pointe permettant de suivre en temps réel et de facon non invasive les cellules par mesure de
I'impédance cellulaire, et ce, sans marquage cellulaire (Fang et al.,, 2011 ; Limame et al., 2012).
Pour cela, des plagues de culture spécifiques coatées avec des microélectrodes en or (Figure 30)

sont utilisées.

Figure 30 : Plague de culture 96 puits avec des microélectrodes en or fixées au fond des puits
(E-plate®) utilisée avec I'appareil RTCA xCELLigence®. (A) Image d’une E-plate® 96 puits. (B)
Agrandissement sur I'un des puits de la E-plate’. Agrandissement sur les microélectrodes en or
tapissant le fond des puits en absence (C) et en présence (D) de cellules. Source : https.//www.ols-
bio.de/products/live-cell-analysis-system-xcelligence.
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L’appareil RTCA xCELLigence”® envoie un signal électrique qui passe entre les électrodes (Figure 31).
Ce signal est ensuite analysé par I'appareil qui le traduit en une valeur arbitraire appelée Cell Index
(Cl) qui est toujours représentée sous forme graphique (Figure 32). L'augmentation du nombre de
cellules sur les électrodes provoque une augmentation du Cl. A l'inverse, la destruction du tapis
cellulaire induit la diminution du Cl. La présence de cellules adhérentes modifie I'impédance
mesurée, ce qui permet de suivre la viabilité cellulaire, la migration, la croissance et toutes autres

modifications cellulaires, notamment la présence d’effets cytopathiques (ECP).
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Figure 31 : Représentation schématique des puits des E-plate” permettant la mesure de la
variation d’impédance cellulaire. Le signal électrique envoyé par I'appareil RTCA xCELLigence® arrive
au niveau du poble négatif. Il passe ensuite par le milieu de culture pour rejoindre le pble positif. La
présence de cellules adhérentes sur ces électrodes induit une variation du signal électrique. Source :
https://www.arpege.cnrs.fr/.

Golke et al. (2012) ont d’ailleurs investigué, pour la premiére fois, I'application de cette
technologie afin d’évaluer I'apparition d’ECP induits par deux souches d’HVE-1. Les résultats
obtenus, bien que préliminaires, ont montré le potentiel de cette technologie pour I'étude de ce

virus.

Notre étude présente le développement du systéme RTCA xCELLigence® au sein du
laboratoire dans le but de suivre en temps réel I'apparition d’ECP induit par 'HVE-1 sur cellules

équines dermiques (ED). Il s’agit d’'une preuve de concept qui vise a démontrer |'efficacité de ce
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systéme pour i) évaluer I'effet de 'aciclovir et du ganciclovir contre I'HVE-1, mais également contre
deux autres alphaherpésvirus, I'HVE-3 et I'HVE-4 et ii) réaliser le criblage d’un grand nombre de

molécules contre I'HVE-1 en conditions standardisées.
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Figure 32 : Représentation graphique de I’évolution du Cell Index au cours du temps. La
courbe bleue représente le Cell Index de cellules non infectées tandis que la courbe rouge représente
le Cell Index de cellules infectées.
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Equid alpha-herpesviruses (EHV) are responsible for different diseases in equine population. EHV-1 causes re-
spiratory diseases, abortions and nervous disorders, EHV-4 causes respiratory diseases and sporadic abortion,
while EHV-3 is responsible of equine coital exanthema. In view of the lack of efficacy of vaccines against EHV-1
and EHV-4 and in the absence of vaccines against EHV-3, the use of antiviral treatment is of great interest. In this
study, we documented the interest of the Real-Time Cell Analysis (RTCA) technology to monitor the cytopathic
effects induced by these viruses on equine dermal cells, and established the efficacy of this method to evaluate
the antiviral effect of aciclovir (ACV) and ganciclovir (GCV). In addition, the RTCA technology has also been
found appropriate for the high-throughput screening of small molecules against EHV, allowing the identification
of spironolactone as a novel antiviral against EHV.

1. Introduction

Herpesviruses (order Herpesvirales, family Herpesviridae) are envel-
oped viruses with a linear, double-stranded DNA genome of 125-
290 kb. Five herpesviruses have been reported to infect horses, named
equid herpesviruses (EHV)-1 to 5. While EHV-2 and 5 are classified as
Gammabherpesvirinae, EHV-1, -3, and -4 belong to the Alphaherpesvirinae
subfamily (Davison et al., 2009). EHV-1 is the most pathogenic and is
endemic worldwide (Lunn et al., 2009). After the initial replication
phase that takes place in the respiratory epithelium and draining lymph
nodes, EHV-1 spreads to other organs during the cell-associated vir-
aemia and may induce secondary forms of disease (Paillot et al., 2008).
EHV-1 is a major cause of abortion in mares due to infection of en-
dometrial endothelial cells and fetuses (Léon et al., 2008). Besides,
EHV-1 can also reach the central nervous system, infect endothelial
cells, and cause equine herpesvirus myeloencephalopathy (Pusterla and

Hussey, 2014). Clinical signs of neurologic dysfunction are ranging
from a mild ataxia of one limb to a total paralysis, often requiring eu-
thanasia and outbreaks of EHV occur worldwide (Barbi¢ et al., 2012;
Friday et al., 2000; Goehring et al., 2006; Henninger et al., 2007; Mori
et al., 2011; Pronost et al., 2012; Traub-Dargatz et al., 2013). EHV-1
strains are usually classified into abortigenic or neurologic viruses,
depending of the clinical complications induced. It has been proposed
that a single amino acid change in the DNA polymerase determines the
outcome of the disease, but this is still discussed (Nugent et al., 2006;
Pronost et al., 2010). EHV-4, also named rhinopneumonia virus, is
closely related to EHV-1 but mostly causes respiratory disease and only
sporadic abortion and neonatal infection in horses (Patel and Heldens,
2005). EHV-3 is distinct from previous viruses and is responsible for
equine coital exanthema, characterised by the formation of papules,
pustules, ulcers and vesicles on the external genitalia of horses
(Barrandeguy and Thiry, 2012). Finally, EHVs often persist and induce

* Correspondence to: LABEO Frank Duncombe, 1 route de Rosel, 14280 Saint-Contest, France.
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latent infections usually characterised by an absence of clinical signs,
thus representing a real risk to horse populations. As a consequence,
economical losses linked to EHV infections are very significant, which
warrants surveillance and prophylaxis (Kydd et al., 2012).

Several vaccines are available against EHV-1 and EHV-4. Although
they reduce both clinical signs of the respiratory disease and virus
shedding (Goodman et al., 2006), their efficacy against neurological
disorders and abortion is limited (Kydd et al., 2012; Lunn et al., 2009;
Patel and Heldens, 2005). Moreover, there is no vaccine against EHV-3.
In view of these limitations, veterinary practitioners have turned to-
ward alternative treatments and the use of antiviral is raising interest.
Currently, no antiviral molecule has a marketing authorisation for
equine species despite critical needs, warranting the development of
new antiviral compounds or adaptation of drugs that are effective
against human viruses (reviewed in Vissani et al., 2016). Two nucleo-
side analogues, aciclovir (ACV) and ganciclovir (GCV), are the most
studied antiviral compounds against herpesviruses. In vivo, valaciclovir,
which is the prodrug of ACV, was tested in experimental EHV-1 infec-
tion, but showed no antiviral effects (Garre et al., 2009). Quite sur-
prisingly, the antiviral properties of GCV was never evaluated in horses
despite interesting pharmacokinetic results (Carmichael et al., 2013).
Nevertheless, both drugs were effective in vitro against EHV-1 (Garre
et al., 2007), EHV-4 (Azab et al., 2010) and EHV-3 (Vissani et al.,
2018), but the diversity of experimental designs and the lack of nor-
malised assays make it difficult to compare the efficacy of these drugs
on the different EHVs.

Conventional approaches for screening antivirals include the
quantification of viral progeny in plaque assays, 50% tissue culture
infective dose (TCIDsg), or quantitative PCR, which are all time-con-
suming and tedious end-point assays. Alternative methods were de-
veloped to quantify cell protection from viral cytopathic effects by
measuring either mitochondrial succinate-dehydrogenase activity with
the MTT assay (Sudo et al., 1995), or intracellular ATP concentration
with firefly luciferase (Noah et al., 2007). More recently, recombinant
viruses expressing reporter proteins such as luciferase were also de-
veloped, but this approach is limited to viruses that can be modified by
reverse genetics (Lucas-Hourani et al., 2014). In the last two decades,
the use of label-free technologies in drug discovery received an in-
creasing attention (Cooper, 2006). The Real-Time Cell Analysis (RTCA)
system is an advanced label-free technology that measures cell growth
using impedance variations in culture wells covered with gold elec-
trodes (Solly et al., 2004). Impedance is modified by the presence of
adherent cells in the wells, which can be used to monitor cell viability,
migration, growth, spreading, proliferation and any modification due to
viral cytopathic effect (Fang et al., 2011; Limame et al., 2012). A pre-
vious work investigated the applicability of RTCA to analyse the cyto-
pathic effect of two different strains of EHV-1 infection (Golke et al.,
2012). The current study is pushing further this approach by demon-
strating that RTCA is a powerful technology for the evaluation of an-
tivirals against EHV-1 but also EHV-4 and EHV-3, and is suitable for the
screening of compound libraries when looking for new inhibitors of
these viruses.

2. Materials and methods
2.1. Cells

Equine dermal (E. Derm; NBL-6) cells (ATCC® CCL57™, Manassas,
VA) were maintained in Eagle's Minimum Essential Medium (EMEM;
ATCC®) supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio,
Courtaboeuf, France), 100 IU/ml penicillin, 0.1 mg/ml streptomycin
and 0.25 pg/ml amphotericin B (Eurobio) at 37 °C and 5% CO,.
2.2. Viruses

Three EHV-1 strains were used throughout this study: Kentucky D
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Table 1
Multiplicity of infection used for each virus strains during equine dermal cells
infection. M.O.L., Multiplicity of infection: the number of virus particles added
per cell.

Virus EHV-1 EHV-1 (FR-  EHV-1 (FR- EHV-4 EHV-3
(strain) (KyD)" 6815)" 38991)" (405/76)" 1118y’
M.O.I used 0.02 0.6 0.4 0.23 0.01
2 1 ATGC.
b . LABEO.

(KyD) strain (ATCC® VR700™), isolate FR-6815 obtained from organs of
an aborted fetus in 2013 (LABEO, France), and isolate FR-38991 from
the nasal swab of a horse with neurological disorders in 2009 (LABEO,
France). Two other EHVs strains were used: EHV-4 405/76 strain
(ATCC® VR-2230™) and EHV-3 1118 strain (ATCC® VR-352™). The
different multiplicities of infection (MOI) used in this study are in-
dicated in Table 1.

2.3. Chemical compounds

Aciclovir was purchased from Abcam (Cambridge, UK), ganciclovir,
brequinar and spironolactone were purchased from Clinisciences
(Nanterre, France). One plate from the Prestwick Chemical Library®
(containing 80 compounds) was selected (part of the chemical libraries
available on the CBC platform) as it contains aciclovir (well A07).

2.4. Cytotoxicity assay of chemical compounds

2.4.1. Trypan blue staining

Cell viability was measured at 48h post-treatment (hpt) using a
trypan blue solution at 0.4% (Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France),
according to the manufacturer's instructions.

2.4.2. Luminescence-based viability assay

Cell viability was measured at 48 hpt using the CellTiter Glo®
Luminescent Cell Viability Kit (Promega, Charbonniére-les-bains,
France), according to the manufacturer's instructions. This assay
quantifies ATP in culture wells, which reflects cellular metabolic ac-
tivity. Signal was acquired using an Infinite® M200 luminometer
(Tecan, Lyon, France).

2.5. Real-time cell monitoring of EHV-induced cytopathogenicity using
RTCA

Real-time cell impedance was monitored using the RTCA MP system
(ACEA Biosciences, Montigny le Bretonneux, France), with 6 in-
dependent positions for 96-well E-plates (ACEA Biosciences). The im-
pedance signals measured by the electronic sensor analyser were de-
rived in a dimensionless value, called Cell Index (CI) and graphically
represented. The background readings were obtained with EMEM in
each well of the E-plate view PET (ACEA Biosciences). Cells were then
seeded at a density of 1.2 x 10* per well (adapted from Tian et al.,
2012), incubated at room temperature for 30 min, and then placed onto
the RTCA-MP station located in the incubator. CI values were measured
automatically every minute during the first 10 h, and then every 15 min
the next 14 h. After 24 h of incubation, medium was removed and cells
were infected with the different EHV strains (Table 1) with or without
chemical compounds. Negative controls were mock infected with
medium and DMSO. Plates were put back onto the RTCA MP station,
and the CI values were recorded every 10 min during 120 h. According
to the manufacturer's recommendations, CI values were first normalised
to match the last time point before cell infection using the RTCA soft-
ware version 2.0 (ACEA Biosciences) prior to data analysis. Finally,
three representative values were calculated for each culture conditions:
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half maximal effective concentrations (ECsg), area under normalised
curves (AUC,; Pan et al., 2013), and times required for the CI to de-
crease by 50% after virus infection (CITso, Fang et al., 2011). The
quality of the screening in 96-well format was warranted using the Z’-
factor calculation (Zhang et al., 1999) based on AUC,, values between 0
and 120 h post-infection (hpi). The formula is: Z’ = 1-3 x (¢ + o) +
(u* - ), where 0™ and o correspond to standard deviations of AUC,
for uninfected and infected cells with DMSO, respectively; and u* and
u correspond to means of AUGC,, for uninfected and infected cells with
DMSO, respectively. Z’-factor is expected to be above 0.5, or the cor-
responding plate is discarded.

2.6. Nucleic acids and gPCR

In parallel to each real-time monitoring, 96 well plates were pre-
pared with the same culture conditions as outlined above to perform
qPCR. Cell cultures were frozen at —20 °C at different time points: 0, 24
and/or 48 hpi. Nucleic acids were extracted with the QIAamp® Viral
RNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manu-
facturer's instructions and stored at —20°C until used. Quantitative
PCR protocols for EHV-1, EHV-4 and EHV-3 adapted from the standard
NF U47-600-2 have been previously described (Hue et al., 2016). Each
reaction was processed in a total volume of 25 pl containing 2 X
Tagman® Universal PCR Master Mix (Life Technologies, Villebon-sur-
Yvette, France), primers and probes (Table 2). Each thermal cycling
described in Table 2 was performed on a QuantStudio™ 12 K Flex Real-
Time PCR System (Life Technologies).

2.7. Cell morphology analysis

For both assays, cell morphology and viral cytopathic effects (CPE)
were observed using the inverted Eclipse Ti microscope (Nikon,
Champigny sur Marne, France). Apoptosis tests were observed using
IncuCyte S3 (Essen Bioscience, Ann Arbor, Michigan, USA) with
IncuCyte Caspase 3/7 Green Reagent (Essen Bioscience).

2.8. Statistical analyses

Statistical analyses were performed with the GraphPad Prism®
software version 6.0 (La Jolla, CA, USA). Data are expressed as
mean * standard deviation (SD). Normality of continuous data dis-
tribution was evaluated using the Kolmogorov—Smirnov test. Viral loads
being not normally distributed were log-transformed before comparison
by ANOVA, with Tukey and Dunnett post hoc tests when appropriate.
Cell viability tests were compared using ANOVA, with Bonferroni and
Dunn post hoc tests when appropriate. Values of P < 0.05 were con-
sidered statistically significant.

Table 2
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3. Results
3.1. Real-time monitoring of EHV-1-induced cytopathic effects

Cytopathic effect induced by EHV-1 (KyD strain) infection of E.
Derm cells was monitored by RTCA (Fig. 1A). From 24 h before infec-
tion (seeding step) to 20 h before infection, the normalised cell index
(CL,) rapidly increased due to cell adhesion. From 20 h before infection
to the infection time (0 h), CI, values slowly increased as a result of
cellular proliferation, and this continued over time for mock-infected
cells (Fig. 1A; red curve). In infected culture conditions, the CI, began
to decrease from 24 hpi (Fig. 1A; purple curve), which corresponds to
the first virus-mediated cytopathic effects (CPE) visualised by micro-
scopic observation (Fig. 1C - 24 hpi). The decrease in the CI, values
intensified to reach zero at 48 hpi (Fig. 1A), with no more adherent cells
present in the culture (Fig. 1C - 48 hpi). In parallel, viral growth was
measured by qPCR at 0, 24 and 48 hpi (Fig. 1B). EHV-1 genome copies
increased significantly (P < 0.001) and gradually in line with virus-
mediated CPE formation and inversely with the CI, decreasing. How-
ever, no alteration in cell viability was observed at 48 hpi in infected
conditions, when measured by trypan blue staining or ATP quantifi-
cation (Supplementary Fig. 1A and B, respectively). Moreover, no
cleavage of Caspases 3/7 was observed during the first 48 h of infection
(Supplementary Fig. 1C).

3.2. Effect of aciclovir and ganciclovir against three different EHV-1 strains

The absence of cytotoxicity was confirmed for ACV and GCV at the
different concentrations tested (Supplementary Fig. 2). Antiviral effect
of ACV or GCV against the EHV-1 KyD strain was evaluated by RTCA.
Results showed that ACV prevented the CI,, decrease induced by EHV-1
infection in a dose-dependent manner (Fig. 2A). Aciclovir significantly
reduced the number of viral genome copies in EHV-1 infected E. Derm
cells by 1.51log;o (P < 0.001) and 2.8log;o (P < 0.001) at 5pug/ml
and 50 pug/ml, respectively (Fig. 2B). Ganciclovir was even more potent
as concentrations of 0.5-50 ug/ml strongly limited the CI,, decrease
induced by EHV-1 infection (Fig. 2C), whereas a concentration of
0.05 pg/ml slightly delayed the CI,, decrease induced by EHV-1 infec-
tion. Quite similarly, GCV significantly reduced the number of viral
genome copies by 1.5log;o (P < 0.001), 2.4log;o (P < 0.001) and
2.41og,0 (P < 0.001) at 0.5 pg/ml, 5 pg/ml and 50 ug/ml, respectively
(Fig. 2D). The cell morphology profiles observed by microscopy support
these results (Fig. 2E). The susceptibility of two other EHV-1 strains
(FR-6815 and FR-38991) to ACV and GCV was evaluated in E. Derm
cells by RTCA and qPCR, and corroborate the results obtained the KyD
strain (Fig. 2F). No significant difference (P < 0.001) was observed
between the three different EHV-1 isolates (Fig. 2F; mean ECsy = SD at
48 hpi). Furthermore, and regardless of the method used, the ECsq
values for GCV (RTCA mean value: 1.01 + 0.53 pg/ml) were approx-
imatively 10-fold lower than for ACV (RTCA mean value:
10.28 + 2.31 pg/ml).

Sequences of primers, probes and amplification programs used for the detection of equid alphaherpesviruses. F: forward primer; R: reverse primer; P: probe; MGB:

minor groove binder.

Targets Primers and probes sequences (5’-3") Amplification programs References

EHV-1 F: CATGTCAACGCACTCCCA 95 °C 10 min Adapted from (Diallo et al., 2006)
R: GGGTCGGGCGTTTCTGT 95°C 155 x 40
P: FAM-CCCTACGCTGCTCC-MGB 62°C 1 min

EHV-4 F: GGGCTATTGGATTACAGCGAGAT 95°C 10 min Adapted from (Diallo et al., 2007)
R: TAGAATCGGAGGGCGTGAAG 95°C 155 x 40
P: FAM-CAGCGCCGTAACCAG-MGB 60 °C 1 min

EHV-3 F: GACGGTCACCACGATCG 95°C 10 min Adapted from (Léon et al., 2008)
R: GGCCAACTTTCCCGAG 95°C 155 x 40
P: FAM-GCGAGACATGCTGCTAGGCA-MGB 60 °C 1 min
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Fig. 1. Effect of EHV-1 KyD strain on E. Derm cells. (A) Real time monitoring of E. Derm cells proliferation and effect of CPE induced by EHV-1 measured by RTCA.
The Cell Index values are normalised at the last time point before infection of cells (black vertical line). The red curve represents the CI, of mock infected cells and

purple curve represents the CI, of EHV-1 infected cells. Each data point indicates the mean

+

SD of one assay in duplicate. Three independent experiments were

performed. (B) Viral genome copies of EHV-1 measured by qPCR assays in the supernatant of infected cells collected at 0, 24 and 48 hpi. Box-plots represent the log;
of viral genome copy numbers of twenty-two independent experiments (***: P < 0.001). (C) Microscopic observation of E. Derm cells infected or not by EHV-1 at 24

hpi and 48 hpi. White arrow indicates CPE.

3.3. Effect of aciclovir and ganciclovir against EHV-4 and EHV-3

The antiviral activity of ACV and GCV was tested on two other al-
phaherpesviruses: EHV-4 (strain 405/76) and EHV-3 (strain 1118). E.
Derm cells were infected with EHV-4 (Fig. 3) or EHV-3 (Fig. 4) in the
absence or presence of ACV or GCV, and the CI, values were de-
termined from O to 72 hpi. The CI,, values decreased upon EHV-4 in-
fection, and both ACV and GCV showed cell protective effects (Fig. 3A
and B). Antiviral effects were confirmed by quantification of viral
genome copies at 48 hpi (Fig. 3C and D), in line with cell morphology
profiles observed by microscopy (Fig. 3E). For EHV-4 infection, the
ECs, values determined by RTCA were 17.38 + 5.95 pg/ml for ACV

108

and 2.79 *+ 0.25 pg/ml for GCV. When determined by qPCR, the ECsq
values for ACV and GCV against EHV-4 were 2.83 + 1.80 ug/ml and
0.36 + 0.16 ug/ml, respectively. Similar results were obtained with
EHV-3 (Fig. 4A-E). The ECsq values determined by RTCA for ACV and
GCV  (calculated by RTCA) were 15.23 * 2.85ug/ml and
1.86 + 0.46 pg/ml, respectively (Fig. 4A-B). When calculated by
qPCR, the ECso values for ACV and GCV against EHV-3 were
1.92 = 1.90 ug/ml and 0.55 * 0.20 pg/ml, respectively (Fig. 4C-D).
Again, results were supported by cell morphology profiles observed by
microscopy (Fig. 4E).
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Fig. 2. Effects of ACV and GCV on E. Derm cells infected by EHV-1 (KyD). Real time monitoring of E. Derm cells infected by EHV-1 and treated by ACV (A) and GCV
(C) measured by RTCA. The Cell Index values are normalised at the last time point before infection of cells (black vertical line). The red curve represents the CI, of
mock infected cells and purple curve represents the CI, of EHV-1 infected cells and untreated (NT). Blue and green shade curves represent the CI, of EHV-1 infected
cells and treated with ten-fold serial dilution of ACV and GCV (50-0.05 pg/ml), respectively. Each data point indicates the mean * SD of one assay in duplicate.
Three independent experiments were performed. Viral genome copies of EHV-1 in the culture supernatant 48 hpi measured by qPCR assays after ACV (B) and GCV
(D) treatments. Each point represents the mean + SD of the log;o of viral genome copy numbers of three independent experiments (***: P < 0.001). NT: not
treated. (E) Microscopic observation at 48 hpi of E. Derm cells infected or not by EHV-1 after ACV or GCV treatment. (F) Susceptibility of three different EHV-1
strains to antiviral compounds measured by RTCA and qPCR at 48 hpi. Results are the means = SD of four independent experiments. Mean values correspond to
mean of twelve ECs, values. ECso: 50% effective concentration; qPCR: quantitative PCR.

3.4. Real-time cell analysis screening of antiviral compounds against EHV-1 in the field of virology clearly increased, as impedance measurement
appears to be an effective tool to study CPE (Charretier et al., 2018;

In order to evaluate the RTCA system for the high-throughput Fang et al., 2011; Marlina et al., 2015; Pennington and Van de Walle,
screening of antiviral molecules in a 96-well format, a set of 80 che- 2017; Piret et al., 2016; Spiegel, 1993; Teng et al., 2013; Tian et al.,
mical compounds was prepared at the Institut Pasteur, and then tested 2012; Witkowski et al., 2010). In this study, RTCA was used for the first
in our laboratory against EHV-1 infection (KyD strain) under blind time to follow the formation of CPE induced by three equid alpha-

conditions. All compounds were screened at 10 ug/ml because this herpesvirus species on E. Derm cell cultures, to measure the activity of
concentration fits the ECso of ACV as determined above (Fig. 2F). two conventional antiviral compounds against these three viruses, and
Ganciclovir (wells E12 - F12) was used as a positive antiviral control, finally to conduct a pilot screen of eighty chemical compounds against
whereas brequinar (wells G12 - H12), which kills E. Derm cells at EHV-1.

50 pg/ml, was used as a cytotoxicity control. Data were analysed ac- Results reported here further support the use of RTCA to monitor in
cording to the decision tree presented in Fig. 5A. For each well, the area real-time the CPE formation induced by EHV-1 on E. Derm cells, in line
under the normalised curve (AUGC,) is calculated in order to integrate all with the previous report of Golke et al. (2012), but also extend the
CI, values acquired by RTCA from 0 to 120 hpi (Fig. 5B). AUC, values application of this technology to EHV-4 and EHV-3. Furthermore, we
were ranging from 174.12 *+ 12.20 for non-infected cells to showed that antiviral effects of reference drugs could be precisely
54.95 * 4.24 for EHV-1 infected cells, with GCV showing some pro- quantified using the RTCA technology. First of all, CI, decrease was
tective effect as expected (AUC, = 150.68 + 4.23) while brequinar positively correlated with CPE formation, as characterised by mor-
showing cytotoxic effect (AUC, = 13.89 =+ 0.58). The Z’-Factor cal- phological changes and detachment of the cells. Secondly, viral loads
culated from AUC, values was found to be 0.59. Analysis of the RTCA measured by qPCR were negatively correlated with CI, values as as-
curves indicated that compared to infected control cells, CI, values sessed in EHV-1, EHV3 or EHV-4 infected cultures when treated with
prematurely declined with nine compounds and were not considered as ACV or GCV. These results are also consistent with previous observa-
potential antiviral compounds against EHV-1. Based on the AUC, re- tions on herpes simplex virus 1 (Piret et al., 2016), and confirm the
sults, coupled with the time required for the CI to decrease by 50% after interest of RTCA for monitoring the infection of permissive cells with
virus infection (CITso), only two compounds (aciclovir (A07) and herpesviruses. A recent study has also used impedance as a read-out to
spironolactone (E09)) scored positive among the 71 remaining com- monitor cellular infections by the felid herpesvirus type 1, but using the

pounds and delayed the CITso by 36h 06 min and 07 h 51 min, re- Electric Cell-substrate Impedance Sensing system (ECIS, Applied Bio-
spectively. Viral growth and microscope observations were performed Physics; Pennington and Van de Walle, 2017). Although the ECIS and

at 48 hpi and showed that spironolactone decreased by 1.4log;o the RTCA measurement systems present some differences, the impedance
EHV-1 genome copies number at 10 ug/ml (Fig. 5C) and delayed EHV-1 profiles obtained for uninfected and infected cells using the two systems
induced CPE on E. Derm cells (Fig. 5D). The antiviral effect of spir- are concordant. With the ECIS system, the users must determine the
onolactone was confirmed by three independent experiments with two- appropriate frequency to evaluate resistance, capacitance and im-
fold serial dilutions (Fig. 6). The ECsq values for spironolactone against pedance levels, while with the RTCA system, the impedance level is
EHV-1 were 11.24 + 0.51pg/ml determined by RTCA and automatically determined.
4.06 + 1.58 ug/ml calculated by qPCR. Results were supported by cell Aciclovir and ganciclovir are first-line antiviral compounds for the
morphology profiles observed by microscopy (Fig. 6). treatment of herpes simplex viruses and human cytomegalovirus dis-
eases, respectively (De Clercq, 2013; De Clercq and Li, 2016), and are
4. Discussion both active against EHV-1, EHV-4 and EHV-3 in vitro (reviewed in
Vissani et al., 2016). In this study, the multiplicity of infection was set
The main methods for identifying antivirals are end-point assays, for each EHV-1 strain in order to have 100% of infected cells at 48 hpi.
such as cell viability measurement, using colorimetric assays and mi- MOIs of the two field isolates (FR-6815 and FR-38991) were similar,
croscopic monitoring. These methods are usually time-consuming and whereas the MOI of the KyD strain was approximately 25 times lower.
may not be adapted to study the cytopathic effect induced by EHV-1 on The referent KyD strain was isolated more than five decades ago, and
E. Derm cells. In our study, EHV-1 did not induce a loss of viability at 48 compared to field strains, seems very well adapted to cell culture, which
hpi when measured by trypan blue staining assays or ATP quantifica- probably explains that a lower MOI had to be used. According to ECsq
tion (Supplementary Fig. 1). In fact, infected cells change their mor- data calculated for ACV and GCV, no difference in sensitivity was
phology by rounding up, and while adhesion to the substrate is lost, measured between the three EHV-1 strains studied here. Strain FR-
cells remain metabolically active to replicate the virus. The absence of 38991 was isolated in a previous study during an EHM episode (Pronost
cleavage of Caspases 3/7 during the first 48 hpi is consistent with et al., 2012) and possess the Aj»s4 mutation in the ORF30 DNA poly-
previous studies. Turowska et al. (2010) reported that EHV-1 infection merase gene, as the KyD reference strain, whereas strain FR-6815 more
induces alterations in the cytoskeleton but does not trigger apoptosis in recently isolated from an abortion episode does not. This observation is
E. Derm cells at 24 hpi. More recently, Scrochi et al. (2017) showed that consistent with a previous report using a plaque reduction assay (PRA)

EHV-1 down-regulates apoptosis in E. Derm cells, but the mechanism with six EHV-1 isolates (Garre et al., 2007). The ECso measured by
involved is not yet defined. As conventional methods are not adapted in qPCR are similar to ECso measured by PRA for both ACV and GCV on
our conditions, a new approach has been investigated. Monitoring of equine embryonic lung cells (Garre et al., 2007) and primary fetal horse
cells impedance using electric field was first established in the 1980s kidney (Azab et al., 2010). In contrast, ECs, calculated by RTCA were
(Giaever and Keese, 1993, 1984). Since then, the use of this technology approximately 10 times higher than ECs, calculated by qPCR. The main
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Fig. 3. Susceptibility of EHV-4 to ACV and GCV treatments measured by RTCA and qPCR. Real time monitoring of the susceptibilities of EHV-4 405/76 strain to ACV
(A) and GCV (B) treatments on E. Derm cells. The Cell Index values are normalised at the last time point before infection of cells (black vertical line). The red curve
represents the CI, of mock infected cells and purple curve represent the CI,, of cells infected with EHV-4. Blue shade curves represent the CI,, of cells treated with two-
fold serial dilution of ACV (50-0.78 ug/ml) and green shade curves represent the CI, of cells treated with two-fold serial dilution of GCV (5-0.08 ug/ml) after
infection by EHV-4. Each data point indicates the mean + SD of one assay in duplicate. Three independent experiments were performed. The ECs, were determined
at 48 hpi for three independent experiments. Viral genome copies number of EHV-4 measured by qPCR at 48 hpi after treatment with different concentrations of ACV
(C) and GCV (D). Each point represents the mean * SD of the log;o viral copy numbers of three independent experiments (*: P < 0.05, **: P < 0.01). (E)
Microscopic observation at 48 hpi of E. Derm cells infected or not by EHV-4 after ACV (12.5 ug/ml) and GCV (1.25 pg/ml) treatment. NT: not treated.
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Fig. 4. Susceptibility of EHV-3 to ACV and GCV treatments measured by RTCA and qPCR. Real time monitoring of the susceptibilities of EHV-3 1118 strain to ACV
(A) and GCV (B) treatments on E. Derm cells. The Cell Index values are normalised at the last time point before infection of cells (black vertical line). The red curve
represents the CI,, of mock infected cells and purple curve represent the CI,, of cells infected with EHV-3. Blue shade curves represent the CI,, of cells treated with two-
fold serial dilution of ACV (50-0.78 ug/ml) and green shade curves represent the CI, of cells treated with two-fold serial dilution of GCV (5-0.08 ug/ml) after
infection by EHV-3. Each data point indicates the mean *+ SD of one assay in duplicate. Three independent experiments were performed. The ECs, were determined
at 48 hpi for three independent experiments. Viral genome copies number of EHV-3 measured by qPCR at 48 hpi after treatment with different concentrations of ACV
(C) and GCV (D). Each point represents the mean + SD of the log;o viral copy numbers of three independent experiments (*: P < 0.05, **: P < 0.01). (E)
Microscopic observation at 48 hpi of E. Derm cells infected or not by EHV-4 after ACV (25 ug/ml) and GCV (2.5 pg/ml) treatment. NT: not treated.
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reason to explain the variation in ECso could be related to the different show that GCV was the most effective against all three EHV-1 strains
readouts of these techniques (i.e. cellular adherence level measured by compared to ACV. Indeed, GCV was between 10 and 20-times more
RTCA versus genome copies numbers measured by qPCR). Although the effective than ACV against EHV-1. Our results confirm previous studies

anti-EHV-1 effects of ACV and GCV were clearly demonstrated, results where GCV was found to be 12 times (Garre et al., 2007) and 27 times
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Fig. 5. Analysis of one chemical library screening in 96-well format. (A) Decision tree for data analysis from chemical library screening in 96-well format using RTCA.
80 compounds were tested (columns 2-11). Columns 1 and 12 are devoted to controls, which are used to determine the Z’-factor calculated from the area under
normalised curves (AUC,) values between 0 hpi and 120 hpi. AUC," is the area under normalised curves of treated cells, AUC,° is the area under normalised curves of
untreated controls cells, CITsq" is the time required to the CI, of treated cells to decrease 50% after virus infection and CITs, is the time required to the CI, of
untreated controls cells to decrease 50% after virus infection. # Controls correspond to infected/uninfected cells with or without DMSO, infected cells with 5 ug/ml
GCV and uninfected cells with 50 ug/ml brequinar. & Non-representative curves: curves with a decline of CI, values that appear prior CPE formation (example:
brequinar at 50 pg/ml). ¥ CITs" not calculable: treatments prevent the CI, decrease (example: ganciclovir at 5 ug/ml). Dashed line separates the screening step from
the validation step. (B) Heat map representation of the plate from the Prestwick Chemical Library” (80 compounds) screened at 10 ug/ml under blind conditions.
AUC,, corresponds to the area under curves calculations after CI normalisation between 0 hpi and 120 hpi. Column 1 corresponds to uninfected control cells either
untreated (wells Al - D1) or treated with DMSO (wells E1 - H1), and column 12 corresponds to infected cells (wells A12 - B12), infected cells with DMSO (wells C12 -
D12), infected cells with 5 ug/ml GCV as positive antiviral control (wells E12 - F12) and uninfected cells with 50 ug/ml brequinar as a toxicity control (wells G12 -
H12). (C) Viral genome copies number of EHV-1 measured by qPCR at 48 hpi after treatment with 5 pg/ml of GCV, 10 pg/ml of ACV and 10 pg/ml of spironolactone
(SPR). Each bar represents the log;, viral copy numbers of a single experiment. (D) Microscopic observation at 48 hpi of E. Derm cells infected or not by EHV-1 after
GCV (5 pg/ml), ACV (10 pg/ml) and SPR (10 ug/ml) treatments. White arrow indicates CPE induced by EHV-1. NT: not treated.
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Fig. 6. Susceptibility of EHV-1 to spironolactone treatment measured by RTCA and qPCR. (A) Real time monitoring of the susceptibility of EHV-1 KyD strain to
spironolactone (SPR) treatment on E. Derm cells. The Cell Index values are normalised at the last time point before infection of cells (black vertical line). The red
curve represents the CI,, of mock infected cells and purple curve represent the CI,, of cells infected with EHV-1. Blue shade curves represent the CI, of cells treated
with two-fold serial dilution of SPR (50-0.39 pg/ml) after infection by EHV-1. The ECs, were determined at 48 hpi for three independent experiments. (B) Viral
genome copies number of EHV-1 measured by gPCR at 48 hpi after treatment with different concentrations of SPR. Each point represents the mean *+ SD of the log;,
viral copy numbers of three independent experiments (*: P < 0.05, **: P < 0.01). (C) Microscopic observation at 48 hpi of E. Derm cells infected or not by EHV-1
after SPR (25 pg/ml and 12.5 pg/ml) treatment. NT: not treated.
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(Azab et al., 2010) more effective than ACV in PRA, which supports the
use of RTCA for antiviral studies.

Although several studies have evaluated the effectiveness of ACV
and GCV against EHV-1 in vitro, there are only few available data
concerning their activities against EHV-4 or EHV-3. Using RTCA, we
have demonstrated that EHV-4 is sensitive to ACV and GCV. Although,
EHV-4 is closely related to EHV-1, it appears slightly less sensitive to
these antiviral compounds. Our data are consistent with the previous
report by (Azab et al., 2010) showing an ECs, value higher than 50 ug/
ml for the TH20p strain after ACV treatment. Concerning EHV-3, the
ECso of ACV treatment obtained by RTCA is consistent with the one
obtained by PRA in the same cellular model (15.74 + 4.48 pg/ml;
Vissani et al., 2018). Our results also confirm that EHV-3 is more sen-
sitive to GCV than ACV, although the ECsy of GCV obtained by RTCA
was 10 times higher compared to PRA (Vissani et al., 2018). Based on
these results, GCV is the best antiviral compound against these three
alphaherpesviruses in vitro and appears promising for in vivo experi-
ments.

As it is allowing the independent monitoring of 6 X 96-well plates,
the RTCA MP instrument is adapted to conduct functional screenings
for antiviral compound discovery, saving significant time and energy,
when compared with other methods. RTCA automatically accumulates
strong kinetic data requiring the calculation of appropriate parameters.
In this study, a pilot screen of eighty compounds on one 96-well plate
was conducted against EHV-1. Fig. 5 presents our decisional tree to
interpreting the screening data using RTCA system. The Z’-factor is a
useful tool to determine the quality of high-throughput screening
(Zhang et al., 1999). Based on AUC, results, the Z’-Factor value was
found above 0.5, which proves the high robustness of this assay. The
AUC, calculation coupled to curves analysis and CITs, determination
allow highly sensitive analyses of RTCA screening results. Indeed, our
system was effective to pinpoint ACV among eighty compounds under
blind conditions and discovered spironolactone as a new potential in-
hibitor of EHV-1. The effect of spironolactone was confirmed by dose-
response assays against EHV-1, but also EHV-4 and EHV-3 (data not
shown). These results suggest that this molecule could inhibit different
Herpesviridae. Interestingly, Verma et al. (2016) had recently reported
that spironolactone reduced the production of Epstein-Barr virus, a
major human Herpesviridae, by targeting the SM protein. The antiviral
effect of spironolactone was also reported in RNA viruses (HIV-1 and
HIV-2; (Lacombe et al., 2016). Spironolactone is a mineralocorticoid
antagonist and potassium-sparing diuretic, used in the treatment of
high blood pressure, heart failure and dropsy (Chapman et al., 2007;
Pitt and Perez, 1999). It is also an androgen signalling inhibitor fre-
quently used in the treatment of various dermatological conditions that
involve testosterone (Trivedi et al., 2017). This demonstrates the in-
terest of RTCA for the phenotypic screening of chemical libraries to
identify antivirals.

In summary, this study confirms the efficiency of RTCA to monitor
CPE formation induced by EHV-1 on E. Derm cells, and further extends
this tool to EHV-4 and EHV-3. It is also the first evaluation and com-
parison of antiviral compounds against equid alpha-herpesviruses using
a unique cell line and a normalised assay. In this model, GCV was found
more effective than ACV against all viruses used to infect E. Derm cells.
Furthermore, this label-free technology was proven suitable for the
high-throughput screening of antiviral compounds, and allowed the
identification of spironolactone as a novel inhibitor of EHV-1. In con-
clusion, RTCA technology is a promising and powerful tool allowing to
complement and support conventional methods used in the field of
equine virology.
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Supplementary figure 1: Cytotoxicity assay of EHV-1 on equine dermal cells. Toxicity evaluation of
EHV-1 KyD on E. Derm cells measured by trypan blue exclusion test and luminescence assays. (A)
Cell viability measured at 48 hpt by trypan blue exclusion assays. Histogram represents the
percentage viability of control cells (white), infected cells with EHV-1 KyD (grey) and cells treated
with brequinar at 50 pg/ml (black) as toxicity control. Data correspond to means = SD of four
independent experiments. Statistical analyses were performed using appropriate ANOVA, with
Dunn post hoc test (*: P < 0.05). (B) Cell viability was measured at 48 hpt using CellTiter Glo” kit.
Histogram represents the percentage of viability of control cells (white), infected cells with EHV-1
KyD (grey) and cells treated with brequinar at 50 pg/ml (black) as toxicity control. Each data
corresponds to mean * SD of three independent experiments done in duplicate (*: P < 0.05). (C)
Cleavage of Caspase 3/7 was measured at O h, 24 h and 48 h after EHV-1 KyD infection. Triton (0.1
%) was used as a positive control for inducing apoptosis in E. Derm cells (15 min). NT: not treated.
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Supplementary figure 2: Cytotoxicity assay of aciclovir and ganciclovir on equine dermal cells.
Toxicity evaluation of ACV and GCV on E. Derm cells measured by RTCA and luminescence assays.
Real time monitoring of E. Derm cells proliferation with increasing concentration of ACV (A) and
GCV (B). The Cell Index values are normalised at the last time point before infection of cells (black
vertical line). The red curve represents the Cl, of controls cells. The blue and green shade curves
represent the Cl, of cells treated with ten-fold serial dilution of ACV and GCV (50 to 0.05 pg/ml).
Each data point indicates the mean + SD of one assay in duplicate. Three independent experiments
were performed. (C) Cell viability was measured at 48 hpt using CellTiter Glo® kit. Histogram
represents the percentage viability of E. Derm cells treated with increase concentration of ACV
(white bars) and GCV (grey bars), compared to mock-treated cells. Each data corresponds to mean
+ SD of three independent experiments done in duplicate.
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1.3. Résultats et discussion

Lors de cette étude, la preuve de concept de I'utilisation de I'appareil xCELLigence® pour

suivre en temps réel I'effet de molécules antivirales contre I'HVE-1 a été réalisée.

Dans un premier temps, la capacité de I'appareil xCELLigence® pour suivre la formation
d’ECP induits par la souche d’"HVE-1 Kentucky (KyD) sur cellules ED a été mesurée en paralléle par
impédancemétrie et microscopie. Tout d’abord, le Cl amorce sa chute lorsque les premiers ECP,
caractérisés par un arrondissement et un décollement des cellules, apparaissent. Parallelement,
nous avons observé que les cellules ED infectées par I'HVE-1 ne présentaient pas de perte de
viabilité a I'aide de tests de viabilité cellulaire (Bleu Trypan et mesure d’ATP cellulaire avec le kit
CellTiter-Glo®). Dans un second temps, lorsque le tapis cellulaire est complétement décollé, le Cl
atteint une valeur nulle. Enfin, comme la technologie RTCA xCELLigence® n’est pas une méthode
spécifique, les résultats obtenus ont été confirmés par quantification des charges virales par qPCR.
Ces résultats montrent une augmentation significative du nombre de copies d’'HVE-1 produites
dans le surnageant au cours du temps. L'ensemble de ces données nous permet de confirmer que

la chute du Cl observée est bien induite par I'infection des cellules ED par I'HVE-1.

Dans un second temps, nous avons investigué 'effet antiviral de I'aciclovir (ACV) et du
ganciclovir (GCV) par mesure de I'impédance cellulaire avec I'xCELLigence® et par quantification des
charges virales par gPCR. Ces deux molécules antivirales ont réduit significativement et de maniere
dose-dépendante les charges virales d’'HVE-1. Nous avons observé une corrélation entre les
résultats obtenus par gPCR et les résultats dimpédancemétrie obtenus par mesure sur
xCELLigence®. Néanmoins, les concentrations efficaces médianes (ECso) mesurées avec |'appareil
RTCA xCELLigence® différent de celles mesurées par qPCR. Une corrélation entre ces résultats sera
objectivée dans la suite de I'étude (Figure 1 article 2). Le GCV s’est avéré étre 10 fois plus efficace
que I"ACV quelle que soit la méthode utilisée. Ces résultats ont également pu étre montrés pour
deux autres alphaherpesvirus équins, I'HVE-4 et I’'HVE-3. Par ailleurs I'ACV et le GCV n’ont pas
montré de différence d’efficacité entre les différentes souches d’"HVE-1 (Azzs4 et Gaasa) utilisées. Ces
résultats suggerent que la mutation en position 2254 de I’ADN polymérase virale n’altére pas |'effet

de ces molécules antivirales.
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Enfin, l'efficacité de cette technologie pour cribler un grand nombre de molécules
antivirales contre I'HVE-1 en format 96 puits a été évaluée. Le calcul du Z'-factor a permis de
valider de facon standardisée la qualité du criblage a partir des valeurs d’aires sous la courbe (AUC)
obtenues pour les contréles sur chagque plaque. Nous avons défini un arbre décisionnel basé sur le
calcul d’AUC et du temps requis pour réduire le Cl de 50% apres infection (ClTso) pour sélectionner
les molécules efficaces. Une plague contenant 80 composés provenant de la chimiothéeque
Prestwick” a été testée a I'aveugle avec notre modéle d’étude et les résultats ont été analysés a
I'aide de cet arbre décisionnel. Parmi les 80 molécules testées a 10 mg/mL, deux hits ont été
identifiés : 'ACV et la spironolactone. Le fait de sélectionner I’ACV, molécule antivirale de
référence, nous a permis de confirmer la puissance de I'appareil RTCA xCELLigence® et de notre
arbre décisionnel pour le criblage de molécules. Il s’agissait de la premiere description de la
spironolactone comme molécule anti-herpétique a notre connaissance. Son effet antiviral contre
I"'HVE-1 a été confirmé par dose-réponse et présente une efficacité comparable a celle de I’ACV sur

notre modele cellulaire.

Cette étude a permis de démontrer la capacité de I’xCELLigence® a i) suivre I'apparition
d’ECP induits par I'HVE-1 sur notre modele cellulaire, ii) évaluer 'effet de molécules antivirales et
iii) réaliser un criblage d’un grand nombre de molécules antivirales. De plus, cette étude a
confirmé, dans des conditions standardisées, un meilleur effet du GCV par rapport a I’ACV contre
I"HVE-1, I'HVE-3 et I'HVE-4. Ce systeme d’analyse est adaptable a I’étude de tous virus provoquant
la destruction de cellules adhérentes. Les résultats apportés par notre étude montrent clairement

I'intérét d’utiliser I’xCELLigence” en virologie et notamment pour I'étude de molécules antivirales.
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2. Identification de composés antiviraux contre I'herpésvirus équin 1 a
I'aide d'un criblage basé sur des tests cellulaires en temps réel
efficacité de la décitabine et du valganciclovir seuls ou en

combinaison.
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2.1. Introduction

La précédente étude (article 1: Thieulent et al.; 2019) a mis en évidence l'intérét de
I"appareil RTCA xCELLigence® pour suivre en temps réel I'infection cellulaire par I'HVE-1 et pour
réaliser le criblage a moyen/haut débit de molécules antivirales in vitro. Cette technologie permet

notamment de suivre simultanément et de maniere indépendante 6 plagues de 96 puits.

Au cours de cette deuxieme étude, 2 891 molécules ont été criblées in vitro contre I'HVE-1
a 'aide de la technologie RTCA xCELLigence” (Article 2 : Thieulent et al., 2020a ; article 3 : Thieulent
et al.; 2020b (soumis)). Les molécules testées provenaient de 3 chimiotheques distinctes: i)
I'ensemble de la chimiothéque Prestwick®, regroupant prés de 1 199 molécules d’origines diverses
et approuvées pour plus de 99% d’entre elles par I’'agence américaine des produits alimentaires et
médicamenteux (FDA) et l'agence de médecine européenne (EMA), ii) une partie de la
chimiothéque du CERMN (1 651 molécules), iii) ainsi qu’une banque, élaborée par nos soins, de
molécules connues ou suspectées de présenter un effet antiviral contre un ou plusieurs virus
humains (41 molécules). L’'ensemble des résultats du criblage des 2 891 molécules est décrit dans

I"article 3.

Les molécules candidates présentant la meilleure efficacité ont été évaluées sur différents
modeles cellulaires (ED, EEK et RK13) et avec différentes souches d’"HVE-1 (Ca2s4/G2254/A2254) afin
d’identifier une a deux molécules présentant le meilleur potentiel. Une étude de combinaison a
également été réalisée entre les composés les plus efficaces et I'analyse des résultats a été faite en
utilisant 3 algorithmes distincts (MacSynergy I, isobologramme et Chou-Talalay). Enfin, le mode
d’action de la décitabine, une des molécules les plus efficaces et n’ayant jamais été décrite comme

molécule antivirale contre un virus a ADN, a été investigué.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Real-time cell assay
Chemical library screening

Equid herpesvirus-1 infections cause respiratory, neurological and reproductive syndromes. Despite preventive
treatments with vaccines, resurgence of EHV-1 infection still constitutes a major threat to equine industry.
However, no antiviral compound is available to treat infected horses. In this study, 2891 compounds were

:::?gl:irpesvirus-l screened against EHV-1 using impedance measurement. 22 compounds have been found to be effective in vitro
Ganciclovir against EHV-1. Valganciclovir, ganciclovir, decitabine, aphidicolin, idoxuridine and pritelivir (BAY 57-1293) are
Decitabine the most effective compounds identified, and their antiviral potency was further assessed on E. Derm, RK13 and
Synergism EEK cells and against 3 different field strains of EHV-1 (ORF30 2254 A/G/C). We also provide evidences of

synergistic interactions between valganciclovir and decitabine in our in vitro antiviral assay as determined by
MacSynergy 11, isobologramm and Chou-Talalay methods. Finally, we showed that deoxycytidine reverts the
antiviral effect of decitabine, thus supporting some competition at the level of nucleoside phosphorylation by
deoxycytidine kinase and/or DNA synthesis. Deoxycitidine analogues, like decitabine, is a family of compounds
identified for the first time with promising antiviral efficacy against herpesviruses.

1. Introduction prevalence of latent EHV-1 is estimated to be greater than 60% in horse

population (Lunn et al., 2009).

Herpesviruses (order Herpesvirales, family Herpesviridae) are envel-
oped viruses with a linear, double-stranded DNA genome of 125-290 kb.
Among the five equid herpesviruses (EHV-1 to 5) frequently isolated in
horses, EHV-1 is the most pathogenic and is endemic worldwide. EHV-1
infection in horses is associated with several clinical signs of disease,
from usually mild respiratory distress, cough and discharge, to more
severe secondary forms of diseases such as abortion, neonatal foal death
and equine herpes myeloencephalopathy (EHM) (Allen et al., 2004). The

* Corresponding author. LABEO Frank Duncombe, 14280, Saint-Contest, France.

E-mail address: stephane.pronost@laboratoire-labeo.fr (S. Pronost).

https://doi.org/10.1016/j.antiviral.2020.104931

Several vaccines are available against EHV-1. Their use reduces
clinical signs of respiratory disease and virus shedding, which limits the
extent of outbreaks. However, the protection provided against the sec-
ondary forms of the disease presents some limitations. While EHV-1
induced abortion storms have been reduced since the introduction of
vaccination three decades ago, none of the commercially available EHV-
1 vaccines have demonstrated its efficacy to prevent EHM. EHV-1 vac-
cine coverage is often too low to provide effective herd immunity. In this
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context, outbreaks still occur worldwide in horse populations. A recent
outbreak reported in France in 2018 (Sutton et al., 2019), led to the
cancellation of more than 200 horse competitions, thus generating large
economic losses for the French equine industry. To complement pre-
vention measures, such as vaccination and biosecurity, the use of anti-
viral treatment is sometimes considered for the treatment of severe
EHV-1 diseases, especially EHM. The occasional use of aciclovir dur-
ing EHV-1 outbreaks has been reported (Friday et al., 2000; Henninger
et al.,, 2007; Murray et al., 1998) but the therapeutic efficacy of this
compound is difficult to assess in the absence of untreated animals as a
control. Two experimental infections in horses treated with valaciclovir,
an aciclovir pro-drug, have also shown divergent results (Garre et al.,
2009; Maxwell et al., 2008).

EHV-1 is an alphaherpesvirus genetically closely related to herpes
simplex virus type 1 (HHV-1) and varicella zoster virus (HHV-3) for
which antiviral therapies are available. However, the emergence of
human herpesvirus strains resistant to antiviral treatments, such as
aciclovir, has motivated researches for new antiviral therapies (Jiang
et al., 2016) and helicase primase inhibitors seem to be good candidates
(James et al., 2015; Kleymann et al., 2002). Over the last two decades,
drug repositioning has proven to be an effective strategy to meet ther-
apeutic needs with nearly a hundred drugs repositioned since (Jourdan
et al., 2020). Even in absence of approved EHV-1 antiviral treatment for
practitioners, few antiviral molecules have been studied against EHV-1
in vitro and correspond to those already used in human medicine
against herpesviruses such as aciclovir, ganciclovir, cidofovir and pen-
ciclovir (Maxwell, 2017; Vissani et al., 2016). Other compounds such as
aphidicolin (Goodman et al., 2007), A-5021 (Glorieux et al., 2012),
quercetin (Ferreira et al., 2018; Gravina et al., 2011) and the histone
demethylase inhibitor OG-L002 (Tallmadge et al., 2018) have been
studied against EHV-1 in different cell culture models. However, these
molecules have never been tested in a standardised cellular model
allowing proper comparisons.

We have recently developed a standardised Real-Time Cell Analysis
(RTCA) model for evaluating the effect of antiviral compounds against
EHV-1. This system relies on the measurement of cellular impedance in
culture wells, which reflects cellular adhesion and proliferation. Results
are expressed as Cell Index (CI) that enables a standardised and accurate
analysis of EHV-1 cytopathic effects. This system has proven successful
to determine the efficacy of molecules against EHV-1 such as spi-
ronolactone (Thieulent et al., 2019). In the present work, a chemical
library of 2891 compounds comprising new chemical entities and
FDA-approved drugs has been screened by impedancemetry to identify
compounds against the EHV-1 Kentucky D (KyD) reference strain. As
some associations between a DNA polymerase (ORF30) genotype (G/A
at position 2254) and the type of disease have been reported by several
studies (Goodman et al., 2007; Lunn et al., 2009; Nugent et al., 2006;
Pronost et al., 2010), active molecules identified were subsequently
tested against a panel of EHV-1 strains (Aggs4 Or Gagss), including the
newly identified EHV-1 ORF30 variant (Cazs4) (Paillot et al., 2020).
Decitabine was one of the most effective molecules identified, and the
mode of action of this cytidine analogue has been further investigated.

2. Materials and methods
2.1. Cell lines

Equine dermal fibroblasts (E. Derm, NBL-6 ATCC® CCL-57m,
Manassas, VA), equine embryonic kidney cells (EEK, kindly provided by
Merial, France) and rabbit kidney cells (RK13, ATCC® CCL-37™) were
used in this study. E. Derm cells were maintained in Eagle’s Minimum
Essential Medium (ATCC®) and seeded at 1.2 x 10* cells/well in 96-well
plates. EEK cells were maintained in MEM Alpha (Biowest, Nuaillé,
France) supplemented with 2% Lactalbumin hydrolysate (Sigma, St.
Quentin Fallavier, France), 1% L-glutamine (Eurobio, Courtaboeuf,
France), 0.5% D-Glucose (Sigma) and seeded at 1.2 x 10* cells/well in
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96-well plates. RK13 cells were maintained in EMEM with Earle’s salts
(Eurobio) supplemented with 1% L-glutamine (Eurobio) and seeded at
4.8 x 10* cells/well for 96-well plates. All media contained 10% fetal
bovine serum (Eurobio), 100 IU/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin
and 0.25 pg/mL amphotericin B (Eurobio) and were cultivated at 37 °C
and 5% COa.

2.2. EHV-1 strains

The EHV-1 Kentucky D (KyD) strain (ATCC® VR-700™) was used as
the EHV-1 reference strain for compound screening and subsequently to
confirm the antiviral effect of selected hits in the different cell lines. In
addition, three French EHV-1 strains were also used in this study,
including the ORF30 Ga254 EHV-1 strain (FR-38991) isolated in 2009
from a horse with neurological disorders (LABEO, France; nasal swab),
the ORF30 Ajzs4 EHV-1 strain (FR-6815) isolated in 2013 from lung
biopsies of an aborted foetus (LABEO, France) and the ORF30 Cyys4
EHV-1 strain (FR-56628) isolated in 2018 from PBMC of a horse with
respiratory disorders (LABEO, France) (Paillot et al., 2020). E. Derm and
RK13 cells were infected with the KyD strain at MOIs of 0.01 and 0.04,
respectively. EEK cells were infected with the four different EHV-1
strains at a MOI of 0.05.

2.3. Compounds

This study includes 2891 compounds from three different libraries: i)
1199 compounds from the Prestwick® Chemical Library, containing
mostly US Food and Drug Administration approved drugs (Prestwick
Chemical, Illkirch, France) provided at 2 mg/mL in DMSO; ii) 1651
compounds from the Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament
de Normandie (CERMN, Caen, France) provided at 10 mM in DMSO; iii)
41 compounds (called herein in-house antiviral library) selected for
their effects against different human viruses and dissolved at 10 mM in
DMSO (Supplementary Table 1). RG108 (MedChemExpress) was dis-
solved at 20 mM in DMSO. All compounds were stored at —20 °C before
used.

2.4. Screening of compound libraries using the RTCA system

The screening by impedancemetry was performed with EHV-1 KyD-
infected E. Derm cells using the RTCA MP system (ACEA Biosciences
Inc., San Diego, CA, USA) as previously described (Thieulent et al.,
2019). Control cells were treated with 0.5% DMSO in presence or
absence of the virus. The screening was performed under blind condi-
tions and 80 compounds were tested by plate at a final concentration of
10 pg/mL (Preswitck® Chemical Library), 10 pM (CERMN library) or
50, 10, 2 and 0.4 pM (in-house antiviral library) in 0.5% DMSO. Each
plate includes the controls required for calculation of the Z'-factor
(Zhang et al., 1999). Only plates with a Z'-factor upper than 0.5 were
considered for further analysis as previously described by Thieulent
et al. (2019). For each compound, the area under normalised Cell Index
(CI) curves was calculated from 0 to 96 h post-infection (hpi) (AUCy;
(Pan et al., 2013). The time required for the CI to decrease by 50% after
virus infection was also determined (CITsg; (Fang et al., 2011), and
compared with controls. All the details are presented in Data in Brief
(Thieulent et al., submitted). Any increase in these two parameters re-
flects some protection of E. Derm cells from EHV-1 induced cytopathic
effects. The cut-off determined for a molecule to be considered with an
antiviral potential were (i) the AUC, increasing by 25%, and (ii) the
CITsg being delayed by > 8 h as compared to non-treated cells (Thieu-
lent et al., 2019).

After the screening, dose-response curves were obtained for each
selected compound by using percentage of inhibition calculation. The
following formula was used: Inhibition (%) = 100 x [1-(a-b) + (b-
c)], where a corresponds to the value of infected cells treated with
different concentrations of compounds, whereas b and ¢ correspond to
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values obtained for mock-infected and mock-treated cells, respectively.
2.5. Viral quantitation by qPCR assay

Cells were seeded and treated in 96-well plates as described in part
2.4. At 48 hpi, plates were frozen at —20 °C to allow virus load quan-
titation in culture wells. After one cycle of freeze/thaw, nucleic acids
were extracted using the QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Cour-
taboeuf, France) according to the manufacturer’s instructions and stored
at —20 °C until used. Quantitative PCR for EHV-1 was processed as
previously described (Thieulent et al., 2019). Each thermal cycling was
performed on a QuantStudio™ 12 K Flex Real-Time PCR System (Life
Technologies).

2.6. Toxicity measurement

Cells were seeded in white opaque 96-well plates and after 24 h of
culture, were treated with compounds. Cell viability was measured at
48 h post-treatment (hpt) by impedancemetry and ATP measurement
using the CellTiter Glo® Luminescent Cell Viability Kit (CTG; Promega,
Charbonniére-les-bains, France), according to the manufacturer’s in-
structions. Luminescence signal was acquired using an Infinite® M200
luminometer (Tecan, Lyon, France).

2.7. Research of synergistic effects between compounds against EHV-1

Drug combinations were tested on EHV-1 KyD-infected E. Derm cells
using impedancemetry as a read out. For each combination, the two
selected drugs were prepared separately by 2-fold serial dilution and
mixed in 96-well plates to create an 8 by 10 matrix of single and com-
bined diluted drugs. For each compound, the dilution range was
designed to have the ECsq in the middle of the range, and the highest
concentration inferior to the ECqo. In each plate, infected and non-
infected cells with 1% DMSO were used as positive and negative con-
trols, respectively. Synergistic or antagonistic effects were determined
with the MacSynergy II program using first the Bliss independence
model (Prichard and Shipman, 1990) applied on AUC, values. This
software calculated the volume of synergy/antagonism produced by the
drug combination in a 95% confidence interval. Volumes were given as
the area under a dose-response curve in the two dimensional situation
(1M29%) and interpretation was made as previously described by Pri-
chard and Shipman (1990). Values of 0-25, 25-50, 50-100, and >100
uM29% in either a positive or negative direction were defined as additive,
minor synergy or antagonism, moderate synergy or antagonism, and
strong synergy or antagonism, respectively.

Isobologram analysis and the Chou-Talalay method using the Loewe
additivity model were used to confirm synergistic effect firstly observed
by MacSynergy II program. Isobolograms were built as previously
described by Feng et al. (2009) from ECsq values obtained by impedance
measurement. The Chou-Talalay method is based on the median-effect
equation and computed by CompuSyn software version 1.0 (Combo-
Syn, Inc., Paramus, New Jersey) (Chou and Talalay, 1984). The software
extrapolated a combination index representing the interaction between
two drugs from the percentage of inhibition of Log; viral genome copies
number produce in presence of each drug alone and in combination. The
weighted average combination index (ClIy,) value was calculated as
previously deseribed (Drouot et al., 2016).

2.8. Statistical analysis

ECsp and CCsp values were calculated using a non-linear regression
dose response inhibition curve (GraphPad Prism® software 6.0; La Jolla,
CA, USA). The Selectivity Index (SI) was determined for each compound
using the following formula: SI = CCs0/ECsg. Spearman’s correlation
test and values comparison using ANOVA with Tukey post hoc test were
both statistically evaluated using GraphPad Prism® software.
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3. Results

3.1. Screening and selection of the most effective compounds against
EHV-1

To identify novel antiviral compounds against EHV-1, three chemical
libraries (i.e. Prestwick® Chemical, CERMN and in-house antiviral li-
braries; see Material and Methods for details) were screened by
impedance-based Real-Time Cell Analysis (RTCA) using equine dermal
(E. Derm) cells infected with EHV-1 KyD strain as model (Supplementary
Fig. 1). Z'-factor values of the 38 screening 96-well plates were between
0.52 and 0.91, with a median of 0.71, insuring the robustness of our
assay. Based on CITsg and AUC, values, 25 out of 2891 compounds were
identified with a potential antiviral activity (hit detection rate of 0.9%)
against EHV-1 (14, 1 and 10 in the three chemical libraries,
respectively).

These molecules were then evaluated in dose-response assays on E.
Derm cells by two-fold serial dilution (50-0.1 pM) by gPCR assay and
impedance measurement. Antiviral properties were confirmed for 22 out
of the 25 compounds (Table 1), and ECsg values were precisely deter-
mined by both qPCR and RTCA for 16 of them (ECso < 50 pM). The R
factor of 0.841 and p-value < 0.001 obtained by Spearman’s correlation
showed a good correlation between ECsg values obtained by qPCR and
RTCA for these 16 molecules (Fig. 1). Among these compounds, eight
were selected as they complied with more stringent criteria: (i) the
absence of toxicity on E. Derm cells at all the concentrations tested
(CCsp > 50 pM) and (ii) ECsq values below 50 pM at all time points
between 48 and 120 hpi (Fig. 2A). Dose-responses curves obtained by
qPCR and RTCA at 48 hpi for the eight compounds are presented in
Fig. 2B. Three of these compounds were acyclic guanosine analogues
(aciclovir, ACV; ganciclovir, GCV; and ganciclovir prodrug valganci-
clovir, VGCV) inhibiting the viral DNA polymerase, two were deoxy-
cytidine analogues (decitabine, DTB; gemcitabine, GTB) used for tumor
growth inhibition by incorporation in cellular DNA, and one was a
deoxyuridine analogue (idoxuridine, IDU) targeting viral DNA synthe-
sis. Aphidicolin (APD), a tetracyclic diterpene antibiotic, and pritelivir
(BAY 57-1293), an inhibitor of the HHV-1 helicase-primase complex,
were also selected.

3.2. Efficacy of eight selected compounds on different EHV-1 strains and
cell lines

The antiviral activity of the eight selected compounds was further
studied against EHV-1 KyD using two other cellular models: an equine
cell line (EEK) and a rabbit cell line (RK13) and results were compared
with data obtained on E. Derm cells (Fig. 3A). Gemcitabine did not show
any antiviral effect at tested concentrations on EEK and RK13 cells (ECsq
> 50 pM). With ECsq ranging from 21.6 to 31.0 pM, aciclovir shows a
weak antiviral activity on the three cell models. The six other com-
pounds (aphidicolin, pritelivir, decitabine, idoxuridine, ganciclovir and
valganciclovir) showed a good efficacy on the three cell lines.

The efficacy of the eight selected compounds was tested against three
different EHV-1 strains with distinct ORF30 genotypes (A/G/C 2254) 0N
EEK cells (Fig. 3B). This study confirmed the low activity of gemcitabine
(ECs0 > 50 pM). Aciclovir showed a lower activity against the FR-38991
strain (Gags4: 36.0 pM) when compared with its activity against FR-6815
(Az254: 14.2 pM) or FR-56628 (Ca254: 7.9 pM). Quite similarly, pritelivir
and idoxuridine showed a lower activity against FR-38991 strain (2.7
pM and 5.7 pM, respectively) when compared with its activity against
FR-6815 (0.9 uM and 1.5 pM, respectively) or FR-56628 (1.0 pM and 1.5
uM, respectively). Consistent results were obtained with the other
molecules across all EHV-1 strains.
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Table 1
List of compounds presenting an antiviral effect against EHV-1 KyD strain on E. Derm cells,
Class of compounds Compounds Structures Impedance measurement using qPCR CellTiter sif Supplier
Real Time Cell Analysis (RTCA) assay Glo (CTG)
system
ECso [uM CCso[uM  SI° ECso [BM CCsp [pM (S.
(S.DIJ* (s.0J1° (s.0.)1¢ DJ®
Acyclic guanosine Aciclovir (ACV) 30.1 >50 >1.7 49.4 =50 >1.01 Prestwick
analogue (13.3) 3.7) Chemical
Acyclic cytidine Adefovir dipivoxil 0.8 (0.3) 3.2(1.4 4.0 0.1 (0.0) 3.7(21) 37.0 TargetMol
monophosphate (ADV)
analogue
Diterpene Aphidicholin (ADP) o 3.4 (3.3) >50 >14.7 1.4(0.2) =50 >35.7 MedChem
' express
Flavonoid Apigenin (APG) i - =50 >50 N.D. 31.0 =50 =1.6 Prestwick
I = (22.5) Chemical
T
Acyclic cytidine Cidofovir (CDV) I 20.7 (4.7) =50 >2.4 233 =50 >2.1 Prestwick
monophosphate I (10.0) Chemical
analogue oy
Deoxycytidine analogue Cytarabine (CTB) i 24.3 (7.6) 31.2 1.3 4.1(1.3) =50 >12.2 TargetMol
L] (2.6)
P
Deoxycytidine Decitabine (DTB) 0.5 (0.1) >50 >100 1.1 (0.5) =50 >45.5  TargetMol
analogue 0
Acyclic guanosine Ganciclovir (GCV) il 2.7 (1.3) =50 =>18.5 2.8 (0.9) =50 >17.9  Prestwick
analogue o Chemical
T
Deoxycytidine Gemcitabine (GTB) I 12.0 >50 >4.2 0.7 (0.3) >50 >71.4  TargetMol
analogue ] (3.4)
A
Alkaloid Harmine (HAR) i~ =50 =50 N.D. 13.6(7.6) =50 >3.7 Prestwick
Y Chemical
Deoxyuridine Idoxuridine (IDU) i 4.9 (1.5) >50 >10.2 4.7 (1.6) =50 >10.6  Prestwick
analogue T Chemical
Pseudopeptide Oxethacaine (OXT) [ 34.9 =50 >1.4 19.3(6.7) 21.05 (4.8) 1.1 Prestwick
S T (20.2) Chemical
Acyclic guanosine Penciclovir (PCV) 9.8 (6.1) >50 >5.1 >50 =50 N.D. TargetMol
analogue
Phenylpyridine Pritelivir (BAY 12.6 =50 >4.0 6.6 (0.7) =50 >7.6 MedChem
57-1293) (1.8) express
Steroid lactone Spironolactone (SPR) 36.0 (1.3) >50 >1.4 27.7(6.8) =50 >1.8 Prestwick
Chemical
Nucleoside analogue sr6362 i 8.4 (4.5) >50 >6.0 =50 =50 N.D. CERMN
s
e
N "
Acyclic cytidine Tenofovir disoproxil >50 17.7 N.D. 3.0(1.4) 35.8 (15.5) 11.9 TargetMol
meonophosphate (TDF) (3.7
analogue
(continued on next page)
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Table 1 (continued )

Class of compounds Compounds Structures Impedance measurement using gqPCR CellTiter sif Supplier
Real Time Cell Analysis (RTCA) assay Glo (CTG)
system
ECsq [pM CCso [pM SI¢ ECsp [pM CCso [pM (5.
(8.D)* (801" (s.0.J1¢ D.J]°
Phenothiazine Thiethylperazine al >50 17.6 N.D. 10.3(2.8) 10.1 (0.9) 1.0 Prestwick
dimaleate (THT) 1 2.4) Chemical
]
Deoxyuridine analogue Trifluridine (TFT) 0L 21.6 =50 >2.3 5.3(1.6) =50 >9.4 Prestwick
T (10.9) Chemical
Acyclic guanosine Valaciclovir (VACV) 34.7 (4.3) =50 >1.4 23.5(3.6) >50 >2.1 TargetMol
analogue
Acyclic guanosine Valganciclovir 1.7 (0.3) >50 >29.4 1.8(0.3) =50 >27.8  TargetMol
analogue (VGev)
Adenosine analogue Vidarabine (VDR) 129(6.2) >50 >3.9 8.3(0.7) =50 >6.0 Prestwick
Chemical

Data presented in this table are the mean (8.D.) of three independent experiments.

ECsq: EC&p half maximal effective concentration measured by impedance using Real-Time Cell Analysis (RT'CA) system or ECS, qPCR assay.
CCsq: €CEy half maximal cytotoxic concentration measured by impedance using RTCA system or CC§, CellTiter-Glo (CTG) method. “CCsp > 50”7 means that the

compound did not show toxicity at the highest concentration tested (50 pM).

SI: Selectivity Index is the ration of CCsq obtained by RTCA to ECsp obtained by RTCA or CCs; obtained by CTG to ECsq obtained by qPCRY. If “CCgq > 507, an arbitrary

value of SI is calculated with 50 pM, but it is probably underestimated.
Bold compounds are the selected compounds in part 3.1 of results.

50

R=0.841 (95% Conf.Int. 0.582 - 0.945; p=0.001) wws

qPCR

RTCA

Fig. 1. Correlation plot between ECsy values obtained by qPCR and RTCA from
compounds presenting an antiviral effect against EHV-1 KyD strain (n = 16).
Compounds with an ECso well defined by qPCR or RTCA were included in this
calculation (we excluded data with ECsg >> 50 pM). Spearman correlation co-
efficient (R), p-value and confidence interval (Conf.Int.) are presented.

3.3. Research of synergistic effect and antiviral activity of the
valganciclovir/decitabine combination

Dual-combinations were tested between valganciclovir, one of the
best candidates, and four other compounds (aphidicolin, pritelivir,
decitabine and idoxuridine) for synergistic or antagonistic effects
against EHV-1. Using MacSynergy II analysis, only the valganciclovir/
decitabine combination showed a synergistic effect that is illustrated by
the strong signal above additive effects in the matrix of drug interactions
(Fig. 4A). The synergy volume of 63.24 yM2% obtained supports a
moderate synergy (Table 2). The peak of synergy was reached when
both compounds were used at 0.63 pM (1:1 ratio). Likewise, evaluation
of the combination valganciclovir/decitabine by the isobologram
method indicated synergy with ADA values of —0.30 (p < 0.001)
(Fig. 4B). Results obtained by impedancemetry were also confirmed by

viral genome copy number measurement at 48 hpi and median-effect
analysis for concentrations of valganciclovir and decitabine used alone
or in combination at a 1:1 ratio. A synergistic effect was observed for the
valganciclovir/decitabine combination as assessed by a weighted
average combination index (Cl,,) of 0.20 (Fig. 4C). The three other
combinations (valganciclovir/aphidicolin, valganciclovir/pritelivir,
valganciclovir/idoxuridine) tested were additive when measured by
MacSynergy Il method (Table 2) and were not tested by isobologram nor
median-effect analysis. No cytotoxicity was observed at the maximal
drug combinations tested for the four different combinations (Supple-
mentary Fig. 2).

3.4. Decitabine pre-treatment did not confer cell resistance to EHV-1
replication

Although valganciclovir was developed as an antiviral against her-
pesviruses in the first place, this is not the case of decitabine. Indeed,
decitabine is an anticancer agent which induces hypomethylation after
integration in cellular DNA (Liu et al., 2007). To evaluate whether
decitabine integration in target cell DNA provides protection from
EHV-1 infection, cells were treated overnight with decitabine before
infection and/or just after infection. Both results obtained by cell
impedance measurement (Fig. 5A) and EHV-1 viral load measurement
(Fig. 5B) showed that decitabine pre-treatment did not protect cells from
CPE formation and virus replication. A post-infection treatment with
decitabine was required to observe some significant inhibition of EHV-1
replication. The effect of RG108, another well known DNA methyl-
transferase inhibitor, was then tested against EHV-1 on E. Derm cells.
RG108 did not show any antiviral effect when assessed by impedance
measurement (Fig. 6A) or virus load quantitation (Fig. 6B). Altogether,
this suggests that cellular DNA hypomethylation does not account for
the inhibition of EHV-1 by decitabine.
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Fig. 2. Antiviral effect of selected compounds against EHV-1 KyD strain on E. Derm cells. (A) Half maximal effective concentration (ECs,) measured at different times
post-infection using impedance measurement (48-120 hpi). The dotted line represents the cut off ECs value. (B) Dose-response curves obtained by gPCR (plain line)
and RTCA (dotted line) for the eight retained compounds against EHV-1 at 48 hpi. Results are from three independent experiments.

117



C. Thieulent et al.
A
50 :m
& N mm CCL57
N
& 404 N EEK
B N 1 RK13
2 N
§ 30 N
= N
= N
= 20+ « s Tl
e = N N
T N N
> 104 . N N
= — N N 2
3] ™ N N o
. N i T
o T e L
~\ Q ] N ~\ 2 N ~\
e Q :\,19 & & A Ky »&Q’O
&
'S
<
B
o 7 am FRE815
06_ 2 (Azzs4)
B v FR-39881
2 2 (Gazs4)
E 4| | — Fr-s6e628
e ’ (Ca22s4)
= %
= /
2 7
o “
E “
@ ]
2 v )
B 7
£
=\ Q &P \Z R <2 3 A
RO SO SRS XS _po
A
=
o)

Fig. 3. Antiviral effect of the eight selected compounds on different cell lines
and against different EHV-1 strains. (A) Susceptibility of EHV-1 KyD strain to
the 8 selected antiviral compounds on three different cell lines: E Derm, EEK
and RK13. Results are from three independent experiments (*p < 0.05, **p <
0.01). B) Susceptibility of three French isolates of EHV-1 to the 8 selected
antiviral compounds. Gagss4 indicates a guanine in ORF30 position 2254
(Aspartic Acid (Ds,) in position 752 of the protein), Azos4 indicates an adenine
(Asparagine (N7s52)) and C»ss4 indicates a cytidine (Histidine (Hyss)). ECso
values were obtained by qPCR on EEK cells. Results are from three independent
experiments (*p < 0.05, **p < 0.01).

3.5. Deoxycytidine competitively inhibits the antiviral effect of decitabine

Decitabine is a deoxycytidine analogue and a pro-drug that must be
successively phosphorylated by components of the deoxyribonucleoside
salvage pathway involving deoxycytidine kinase (DCK), CMP mono-
phosphate kinase (in particular CMPK1) and nucleotide diphosphate
kinases (Momparler et al., 2005; Stresemann and Lyko, 2008). It has
been shown that high levels of deoxycytidine (dC) can reverse the
anticancer activity of gemcitabine, another dC analogue, by competition
for DCK-mediated phosphorylation, the rate-limiting step in dC phos-
phorylation to dCTP (Halbrook et al., 2019). We thus tested if dC could
similarly reverse the inhibitory effects of decitabine on EHV-1. Infected
E. Derm cells were treated with decitabine in the presence of high
concentrations of dC or other nucleosides including cytidine, uridine,
adenosine, guanosine (Fig. 7A). Of all tested nucleosides, only dC
blocked the antiviral activity of decitabine. This result was confirmed by
microscopic observations and impedancemetry as dC reversed the
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Fig. 4. Synergistic inhibition of EHV-1 KyD strain replication in E. Derm cells
by combination of valganciclovir (VGCV) and decitabine (DTB). (A) Analysis of
interaction of VGCV and DTB using impedance measurement with MacSynergy
II software. Peaks of statistically significant (95% confidence level) synergy are
shown above the plane in colours from grey to blue, with dark blue indicating a
strong synergy. The volume of synergy for this interaction is 63.24 pM20%,
which is interpreted as moderate synergy. Results are obtained from three
independently experiments performed using impedance measurement. (B)
Isobologram analysis of the interaction of VGCV and DTB using impedance
measurement. The diagonally dotted line in red represents additivity. Values

below and above this line are interpreted as synergy or antagonist, respectively.
The ADA value for this interaction is —0.30 (p < 0.001) which is interpreted as
synergy. Results are obtained from three independently experiments performed
using impedance measurement. (C) Median-effect analysis table representing
the interaction of VGCV and DTB at 1:1 ratio using qPCR assay. Combination
Index (CI) was calculated using the Chou and Talalay equation (Chou and
Talalay, 1984). CI < 1, CI =1 and CI > 1 indicate synergism, additive and
antagonism, respectively. The weighted CI is calculated as follows: Cl,: = (Clsp
+ 2 x Clzs + 3 x Clgg + 4 x Clgs) =+ 10. The Cl,,; value for this interaction is
0.20 which is interpreted as synergy. Results are obtained from three inde-
pendently experiments performed using qPCR assay.

antiviral effect of decitabine against EHV-1 (Fig. 7B and C). Altogether,
these results demonstrate a competition of decitabine and dC for the
same metabolic pathway in our in vitro infection model.

4. Discussion

In this study, 2891 compounds were screened against EHV-1 by
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Table 2
Combination analysis of compounds against EHV-1 KyD strain on E. Derm cells.
Conbinations MacSynergy II analysis”
Synergy Antagonism Predicted
(M%) (M%) interaction
VGCV + APD 0.16 —17.95 Additive
VGCV + BAY 57- 4.56 -1.27 Additive
1293
VGCV + DTB 63.24 0 Moderate synergy
VGCV + IDU 1.5 0 Additive

* Mean volumes of synergy or antagonism are presented based on 95% con-
fidence levels using MacSynergy II method.Values determined using MacSy-
nergy II software (Prichard and Shipman, 1990) via area under normalised
curves (AUG,) data from O to 96 h post-infection using impedance measurement.
Results are obtained from three independently experiments.
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Fig. 5. Effect of decitabine (5 pM) pre-infection or post-infection treatment on
E. Derm cells infected with EHV-1 KyD strain measured at 48 hpi by (A)
impedance measurement and (B) viral genome copies number quantitation.
Results are from three independent experiments (***p < 0.001).

impedancemetry as previously described (Thieulent et al., 2019), and 22
compounds were identified for their antiviral properties against this
virus. AUC,, values coupled to CITs calculation were the two major
criteria for filtering raw data and identify hits. The antiviral effect of
selected compounds was confirmed by dose-response assay using both
impedancemetry and viral load quantitation. As the readouts were not
the same, ECsg values obtained with these two methods differed as
previously reported (Piret et al., 2016; Thieulent et al., 2019). However,
the good correlation observed between ECsq values obtained by RTCA
and qPCR demonstrates the pertinence of RTCA for antiviral evaluation.
Among the 22 compounds inhibiting EHV-1, eight molecules were
selected for further evaluations using stringent criteria, including ECsq
values below 50 pM over time and lack of cytotoxicity when used at 50
M.
Ganciclovir and aciclovir are approved medications to treat herpes-
viruses and were previously shown to be effective against EHV-1 in vitro
(Garre et al., 2007; Thieulent et al., 2019). Valganciclovir, the pro-drug
and valine ester of ganciclovir, presents here an antiviral activity against
EHV-1 similar to ganciclovir. Pritelivir is another antiviral drug devel-
oped to treat herpesviruses. It is an inhibitor of the helicase-primase
complex of herpesviruses discovered in 2002 (Kleymann et al., 2002),
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Fig. 6. Effect of the DNA methyltransferase inhibitor, RG108 and decitabine on
E. Derm cells infected with EHV-1 KyD strain measured at 48 hpi by (A)
impedance measurement and (B) viral genome copies number quantitation.
Results are from three independent experiments.

The antiviral effect of pritelivir was previously reported against HHV-1
and HHV-2 (Betz et al., 2002). However, this study is the first demon-
strating the antiviral effect of this molecule against equid herpesviruses
and in particular against EHV-1. It would be interesting to evaluate the
antiviral effect of these compounds against other equid herpesviruses,
such as EHV-3. Idoxuridine is also a well-known antiviral compound
against human herpesviruses such as HHV-1 and HHV-2, and is also
active against different animal herpesviruses such as feline herpesvirus
type-1 (De Clercq and Li, 20165 Maggs and Clarke, 2004). Interestingly,
idoxuridine is one of the three deoxyuridine analogues, together with
brivudine and trifluridine, which have been used for decades against
herpes simplex viruses (De Clercq and Li, 2016). Idoxuridine and tri-
fluridine have showed a good efficacy against EHV-1 without toxicity in
our cellular model, whereas brivudine was inactive (data not shown).
Brivudine is the only one that needs to be specifically phosphorylated by
viral thymidine kinase (TK) to become active (De Clercq and Li, 2016),
suggesting that EHV-1 TK is unable to phosphorylate brivudine, which is
in line with previous reports (De Clercq, 1984; Kit et al.,, 1987). Mar-
ibavir is also a new nucleoside analogue in development against human
cytomegalovirus (HHV-5, a betaherpesvirus) that was tested in our
screen and was inactive against EHV-1 (data not show) (Price and Pri-
chard, 2011). This result is in line with the lack of activity against the
alphaherpesviruses HHV-1, HHV-2 and HHV-3 (Williams et al., 2003).
Finally, our study showed that three deoxycytidine analogues, ie. dec-
itabine, gemcitabine and cytarabine, are all effective against EHV-1
infection in vitro. Decitabine and gemcitabine are respectively used in
the treatment of acute myeloid leukemia (He et al., 2017) and recurrent
ovarian cancer (Berg et al., 2019). Gemcitabine was previously char-
acterized for its antiviral activity against a broad spectrum of RNA vi-
ruses (Shin et al., 2018). It has also been reported to be effective against
HHV-1 (Denisova et al., 2012), However, to our knowledge, our work is
the first reporting the antiviral effect of decitabine against herpesvirus.
Of these three deoxycitidine analogues, cytarabine has the lowest ac-
tivity with an ECsq of 4.1 pM as determined by qPCR assay on E. Derm
cells. Decitabine and gemcitabine were more potent EHV-1 inhibitors in
this cellular model with ECsps of 1.1 pM and 0.7 pM, respectively.

The antiviral activity of the 8 most efficient molecules was also
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Fig. 7. Effect of deoxycytidine (dC) on the antiviral effect of decitabine (DTB) against EHV-1. (A) Viral genome copies number produces in the cell culture su-
pernatant at 48 hpi in absence (0 pM) or presence (1.6 and 6.4 pM) of DTB with 100 pM of cytidine, uridine, adenosine, guanosine and dC. Results are obtained from
five independent experiments (*p < 0.05). (B) Microscopic observation at 48 hpi of E. Derm cells infected or not by EHV-1 KyD strain in presence of DTB (6.4 uM)
with or without dC (100 pM) treatment. (C) Impedance measurement at 48 hpi of E. Derm cells infected with EHV-1 KyD strain and treated with increased con-
centrations of DTB in the presence of the indicated concentration of dC. Results are from three independent experiments.

validated in three cell lines and against different strains of EHV-1. E.
Derm cells and EEK cells are both equine cell lines and most adapted to
identify new antiviral compounds in equid species, especially EEK that
was derived from a horse foetus that is one of the target of EHV-1 (Léon
et al., 2008; Smith et al., 2010). Even though RK13 cells are not equine
cells, they have been most frequently used in EHV1 antiviral studies
(Azab et al., 2010; de la Fuente et al., 1992; Gibson, 1992; Rollinson,
1987). All compounds except aciclovir and gemcitabine showed some
consistent antiviral activity in the three different cell lines. Aciclovir is
the least active of the eight selected compounds, and was inactive when
used with EEK cells. More surprisingly, although gemcitabine is very
effective on E. Derm cells, it has no antiviral activity on RK13 and EEK
cells. This suggests that gemcitabine is not properly phosphorylated by
RK13 and EEK cells kinases. In line with this hypothesis, decitabine,
which is structurally very close to gemcitabine and also needs to be
phosphorylated, is less active on EEK and RK13 cells. Nevertheless,
decitabine still exhibits a good efficacy in all three cellular models. The
antiviral activity of the eight selected molecules was also evaluated on

EEK cells infected with three different EHV-1 strains isolated during
outbreaks in France. Each strain exhibits different nucleotide (A/G/C) at
position 2254 of ORF-30 (DNA polymerase). ECsg values of the com-
pounds were close, independently of the strain used. This suggests that
the mutations in the palm domain did not affect the effect of the selected
molecule in agreement with previous reports comparing the suscepti-
bility of Ags4 and Gagsg strains (Garre et al., 2007; Thieulent et al.,
2019). Only aciclovir, pritelivir and idoxuridine were slightly less effi-
cient on the FR-38991 (Az2s4) strain. No difference of susceptibility was
observed between the three strains for aphidicolin treatment. This result
differs from a previous report showing that a strain with the Gags4 ge-
notype is more sensitive to aphidicolin than a strain with the Azzs4 ge-
notype (Goodman et al., 2007).

In this study, ganciclovir and its prodrug valganciclovir are the most
effective compounds in vitro against EHV-1. Interestingly, the pharma-
cokinetic of valganciclovir was previously studied in horse (Carmichael
etal., 2013), showing 40% bioavailability after oral administration. This
positions valganciclovir as the best candidate in our short list of active
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molecules for treating horses infected by EHV-1 even if the cost of the
molecule could be a limitation. Nevertheless, our results should be
considered only as a first step in this direction as the predictive value of
in vitro models based on continuous cell lines is questionable. For
example, the antiviral effect of aciclovir observed in vitro on cell lines
infected by EHV-1 was not validated ex vivo when using respiratory
mucosa explants as a model (Glorieux et al., 2012) and was not trans-
posable in vivo using valaciclovir, the prodrug of aciclovir (Garre et al.,
2009). Although data observed in this study are promising, further in-
vestigations are necessary on ex vivo models to confirm the antiviral
effect of our lead compounds before in vivo experiments implementation.

This report is also the first analysis of drug combinations against
EHV-1. Of all the combinations tested, only valganciclovir plus decita-
bine showed a synergic effect. It was previously demonstrated that
gemcitabine in association with ganciclovir enhanced the antitumoral
effects of HSV-TK suicide gene in a synergistic manner (Wang et al.,
2016). This result is in agreement with our study.

To our knowledge, decitabine has never been reported to inhibit
cellular infections by a herpesvirus. This led us to further investigate the
mode of action of this compound. The pre-treatment of cells with deci-
tabine did not provide antiviral effects against EHV-1, suggesting that
decitabine incorporation in cellular DNA did not mediate the antiviral
effect of decitabine. This rather suggests that the antiviral effect of
decitabine depends on its incorporation into viral DNA and/or some
interference with the viral polymerase. Decitabine is well-known for
preventing DNA methylation and this account for its antitumoral
properties (Atallah et al., 2007; Schmelz et al., 2005). We thus tested the
antiviral effect of RG108, which is a hypomethylation agent acting
differently through DNA methyltransferase inhibition. The absence of
RG108 activity against EHV-1 suggests that the inhibitory effect of
decitabine against EHV-1 is not mediated by viral or cellular DNA
hypomethylation. Finally, we showed that the addition of dC to culture
medium inhibits decitabine antiviral activity. This strongly suggests that
dC and decitabine channel through the same metabolic pathway,
including phosphorylation-dependent activation and incorporation into
cellular and viral DNA. Based on collected observations, we propose that
decitabine is integrated into the EHV-1 DNA and/or jams the viral po-
lymerase, thus leading to the inhibition of viral growth. Interestingly,
and as opposed to ganciclovir that needs activation by viral TK (Sullivan
et al., 1992), decitabine phosphorylation only relies on cellular kinases
to be activated and may represent a good candidate against viral strains
resistant to ganciclovir.

In conclusion, the antiviral effect of ganciclovir/valganciclovir and
aphidicolin was confirmed against EHV-1. Most importantly, new EHV-1
inhibitors were identified, including idoxuridine, pritelivir and decita-
bine. The synergy observed between valganciclovir and decitabine is
particularly interesting due to the complementarity of their mode of
actions, and further investigations ex vivo and in vivo are warranted.
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Supplementary Table 1: Library of selected compounds for their antiviral effects on different

families of viruses.

Compounds
2’-C-methylcytidine
25-hydroxycholesterol
Abacavir

Adefovir dipivoxil
Aphidicolin

Arbidol
Atorvastatin
Brequinar
Brivudine
Capecitabine
Chloroquine
Cidofovir
Cytarabine
Decitabine
Didanosine
DMXAA

Eflornithin (dfmo)
Emtricitabine
Famciclovir
Favipiravir
Fluorouracile
Fluvastatin
Gemcitabine
Hydroxychloroquine sulfate
Lamivudine
Maribavir
Mercaptopurine
Nelarabine
Penciclovir
Pravastatin
Pritelivir (BAY 57-2193)
Proguanil

Ribavirin
Simvastatin
Sofosbuvir
Stavudine
Telbivudine
Tenofovir disoproxil
Thioguanine
Valaciclovir
Valganciclovir

Suppliers

Ark Pharm, Inc.
Cayman Europe
TargetMol
TargetMol

Santa Cruz Biotechnologies
TargetMol

Sigma

Adooq Bioscience
MedChemExpress
TargetMol

Sigma

TargetMol
TargetMol
TargetMol
TargetMol
TargetMol

Sigma

TargetMol
TargetMol
TargetMol

AK Scientific, Inc.
Sigma

TargetMol
MedChemExpress
TargetMol
TargetMol
TargetMol

AK Scientific, Inc.
TargetMol

Sigma
MedChemExpress

BIONET / Key Organics Ltd.

MedChemExpress
Sigma

TargetMol
TargetMol
TargetMol
TargetMol
TargetMol
TargetMol
TargetMol

Catalogue no.
AK-88474
11097
T6367
T1675
Sc-201535
T0104
PZ0001
A12442
HY-13578
T1408
C6628
T6244
T1272
T1508
T2578
T6273
D193
T6214
T1646
T6833
Ak-67526
SML0038
T0251
HY-B1370
T0682
T2162
T0O010
R0O77
T1643
P4498
HY-15303
HS-0102
HY-B0434
S6196
T6676
T1404
T1513
T2409
T3089
T1087
T1533

123



Chapitre 3 : Résultats

CERMN library

400 150

300 100
O 200
2
=z
= 100

0
UL e e e e e e e e 00T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

r.... & = @
P

Preswick® Chimical library
150

% AUC

)hxa?' ¥
-100 T B e N RN NN R R EE RN

SRR e

In-house antiviral library

400 150
+ 50uM « 50uM
3004 ° =~ 10 uM 100+ . .. =~ 10 uM
M + 2uM * . + 2uM
© 200 « x H 2 50— . : H
2 e | + 04pM = xk . ¢ 04pM
L x . [&] s . es ¥
5 100 ML < O—jwstgsnitnny ¥¥ae "llih!l“ln:';iu.':!
-50,

Supplementary Figure 1:Screening of 2,891 chemical compounds in order to identify EHV-1
inhibitors. CERMN library was screened at 10 puM, Prestwick® Chemical library was screened at 10
ug/mL and in-house antiviral library were screened at 4 concentrations (0.4, 2, 10 and 50 uM). For
each library, the percentage of area under normalised Cell Index (Cl) from 0 to 96 hpi of treated
cells compared to mock-treated cells (%AUC) and the increase of the time required for the Cl to
decrease by 50% after virus infection (ClTso) of treated cells compared to mock-treated cells
(ACITso) were reported graphically. Compounds allowing an increase of the AUCn by 25% (red line)
and a delay of the CITsp by >8 h (red line) as compared to non-treated cells were identified as
potential antiviral compounds against EHV-1.
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Supplementary Figure 2: Cytotoxicity assay of combinations on equine dermal cells. Toxicity
evaluation is measured by luminescence assays using CellTiter-Glo® kit. Histogram represents the
percentage viability of E. Derm cells treated with the highest concentration of compounds
compared to mock-treated cells. Each data corresponds to mean = SD of three independent
experiments.
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Abstract

Data presented in this article are associated with the research article “Identification of antiviral compounds
against equid herpesvirus-1 using real-time cell assay screening: efficacy of decitabine and valganciclovir
alone and in combination” (Thieulent et al., Antiviral research, in press [1]). These data correspond to the in
vitro screening of 2,891 potential antiviral compounds against equid herpesvirus-1 (EHV-1) based on
impedance measurements using the xCELLigence® RTCA MP System. This dataset includes compounds from
three different libraries: i) 1,199 compounds from the Prestwick® Chemical Library, which contains mostly
US Food and Drug Administration approved drugs (Prestwick® Chemical, Illkirch, France); ii) 1,651
compounds from the Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN, Caen,
France); iii) 41 compounds (called herein in-house antiviral library) selected for their effects against different
human viruses. Compounds effective against EHV-1 were selected using the area under normalised curves
(AUC,) and the time required for the Cell Index to decrease by 50% after virus infection (ClTso). The full
dataset from the screen is made publicly available for further analyses.
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Keywords
Real-time cell assay; Chemical library screening; Antiviral; Equid herpesvirus-1

Specifications Table

Subject Virology, Biology
Specific subject area Antiviral compounds tested against equid herpesvirus-1
Type of data Table (online table)
Figure
How data were acquired The antiviral screening dataset of compounds against equid herpesvirus-1

was acquired using impedance measurements with xCELLigence® RTCA
MP system (ACEA Biosciences Inc., San Diego, CA, USA). Data were
analysed with RTCA software 2.0 and Microsoft Excel (v. 2010, Microsoft
Corporation, Washington, USA).

Data format Analysed data: Microsoft Excel
Analysed data: figure

Parameters for data | Equine dermal fibroblasts were infected with the EHV-1 Kentucky D (KyD)
collection strain (ATCC® VR700™) at a MOI of 0.01 and incubated at 37 °C and 5%
CO; in the presence of tested compounds. This study includes 2,891
compounds from three different libraries: i) 1,199 compounds from the
Prestwick® Chemical Library, which contains mostly US Food and Drug
Administration approved drugs (Prestwick Chemical, llikirch, France); ii)
1,651 compounds from the Centre d’Etudes et de Recherche sur le
Médicament de Normandie (CERMN, Caen, France); iii) 41 compounds
(called herein in-house antiviral library) selected for their effects against
different human viruses. The screening by impedancemetry was
performed on EHV-1 KyD-infected E. Derm cells as a model and using the
RTCA MP system (ACEA Biosciences Inc.) as previously described by
Thieulent et al., 2019 [2]. The area under normalised curves (AUC,) and
the time required for the Cell Index to decrease by 50% after virus
infection (ClITso) were analysed with RTCA software 2.0 and Microsoft Excel
(v. 2010, Microsoft Corporation, Washington, USA).

Description of data | All data collected originate from impedance measurements during
collection antiviral assays against EHV-1 using the xCELLigence® RTCA MP system
(ACEA  Biosciences Inc). According to the  manufacturer's
recommendations, Cl values were first normalised to match the last time
point before cell infection using the RTCA software version 2.0 (ACEA
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Biosciences) prior to data analysis. Finally, four representative values were
calculated for each culture conditions: area under normalised curves
(AUCn; [3]), % AUC compared to control cells, time required for the Cl to
decrease by 50% after virus infection (ClTso; [4]) and Delta CITso. The
quality of the screening in 96-well format was assessed using the Z’-factor
calculation ([5]) based on AUC, values between 0 and 120 h post-infection

(hpi).

Data source location Institution: LABEO, Normandie Univ, UNICAEN, BIOTARGEN

EA7450, ImpedanCELL
City/Town/Region: Saint-Contest
Country: France

Latitude and longitude (and GPS coordinates, if possible) for collected
samples/data: 49.201981, -0.395943

Data accessibility The dataset is available with this article.

Related research article C. Thieulent, E. Hue, G. Sutton, C. Fortier, P. Dallemagne, S. Zientara, H.

Munier-Lehmann, A. Hans, R. Paillot, P-O. Vidalain, S. Pronost,
Identification of antiviral compounds against equid herpesvirus-1 using
real-time cell assay screening: efficacy of decitabine and valganciclovir
alone and in combination, Antiviral res. In Press.[1]

Value of the Data

The dataset describes the antiviral activity of 2,891 compounds against equid herpesvirus-1
(EHV-1) and completes the limited number of active molecules previously described.

These data would help research of antiviral compounds, especially against herpesviruses.

These data may influence the development or the repositioning of compounds against
herpesviruses.

This method of medium/high-throughput screening and analysis can be adapted to identify antiviral
compounds effective against multiple other viruses.

The dataset is related to an equid herpesvirus but could be informative to viruses infecting other
animal species, including humans, as part of the One-Health concept.

Data Description

Results from the screen are presented in Table 1, 2 and 3. For each compound, we provide the area under
normalised Cell Index curve from 0 to 96 hpi (AUCn), the %AUC compared to AUC of untreated, EHV-1-
infected control wells, the time required for the cell index to decrease by 50% after virus infection (ClTso)
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and the ACITso value obtained by comparing results for treated vs untreated, EHV-1-infected control wells.
The Z'-factor reflects the quality of the screening in 96-well format. Table 1 shows the values obtained with
the 1,199 compounds from the Prestwick® Chemical Library, containing mostly US Food and Drug
Administration approved drugs (Prestwick Chemical, Illkirch, France). Table 2 shows the values obtained with
the 1,651 compounds from the Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN,
Caen, France). Table 3 shows the values obtained with the 41 compounds (called herein in-house antiviral
library) selected for their effects against different human viruses. Data shown in Fig. 1 correspond to %AUC
and ACITsp values for individual compounds from each library.

Experimental Design, Materials and Methods

1. Cell line and EHV-1 strain

Equine dermal fibroblasts (E. Derm, NBL-6 ATCC® CCL-57, Manassas, VA) were cultivated in Eagle's Minimum
Essential Medium (EMEM; ATCC®) supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio, Courtaboeuf,
France), 100 IU/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin and 0.25 ug/mL amphotericin B (Eurobio) at 37 °C
and 5% CO2.

Cells were infected with the EHV-1 Kentucky D (KyD) strain (ATCC® VR700™) at a MOI of 0.01 for the
screening.

2. Compounds

This study includes 2,891 compounds from three different libraries: i) 1,199 compounds from the Prestwick®
Chemical Library, containing mostly US Food and Drug Administration approved drugs (Prestwick Chemical,
lllkirch, France) provided at 2 mg/mL in DMSO; ii) 1,651 compounds from the Centre d’Etudes et de
Recherche sur le Médicament de Normandie (CERMN, Caen, France) provided at 10 mM in DMSO; iii) 41
compounds (called herein in-house antiviral library) selected for their effects against different human viruses
and dissolved at 10 mM in DMSO.

3. Screening of compound libraries using the RTCA system

The screening by impedancemetry was monitored using the RTCA MP system (ACEA Biosciences Inc., San
Diego, CA, USA), with 6 independent positions for 96-well E-plates (ACEA Biosciences) as previously
described [2]. The impedance signal measured by the electronic sensor analyser were derived in a
dimensionless value, called Cell Index (Cl) and graphically represented.

The background readings were obtained with EMEM supplemented in each well of the E-plate view PET
(ACEA Biosciences). Cells were then seeded at a density of 1.2x10* per well (adapted from [6]), incubated at
room temperature for 30 min, and then placed onto the RTCA-MP station located in the incubator. Cl values
were measured automatically every minute during the first 10 hours, and then every 15 minutes for the next
14 hours.

After 24 hours of incubation, medium was removed and cells were infected with EHV-1 KyD strain at a MOI
of 0.01 with or without chemical compounds. Control cells were treated with 0.5% DMSO in presence or
absence of the virus. Plates were put back onto the RTCA MP station, and the Cl values were recorded every
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10 minutes during 120 hours. According to the manufacturer’s recommendations, Cl values were first
normalised to match the last time point before cell infection using the RTCA software version 2.0 (ACEA
Biosciences) prior to data analysis.

The screening was performed under blind conditions and 80 compounds were tested by plate at a final
concentration of 10 pg/mL (Preswitck® Chemical Library), 10 uM (CERMN library) or 50, 10, 2 and 0.4 uM
(in-house antiviral library) in 0.5% DMSO. Each plate includes the controls required for calculation of the Z'-
factor [5] based on AUC, values between 0 and 120 h post-infection (hpi). The formula is: Z’=1-3x%(c+ + 0-)
+(u+ — o), where o+ and o- correspond to standard deviations of AUC, for uninfected and infected cells with
DMSO, respectively; and p+ and p- correspond to means of AUC, for uninfected and infected cells with
DMSO, respectively. Only plates with a Z’ factor higher than 0.5 were considered for further analysis as
previously described by Thieulent et al. (2019) [2]. According to the manufacturer's recommendations, Cl
values were first normalised to match the last time point before cell infection using the RTCA software
version 2.0 (ACEA Biosciences) prior to data analysis. For each compound, the area under normalised Cell
Index (Cl) curves was calculated from 0 to 96 hours post-infection (hpi) (AUC,; [3]). The %AUC was calculated

with formula:
(AUC compound— AUC untreated cells infected)
0 =
%AUC AUC untreated cells infected
after virus infection was also determined (ClTso; [4]), and compared with untreated cells infected with EHV-1

X 100. The time required for the Cl to decrease by 50%

KyD strain (Delta ClTso = CITsp compound- ClTso untreated cells infected).

Acknowledgments

This work was supported by LABEO, IFCE (Institut Francais du Cheval et de I'Equitation, project AMIE), Fonds
Eperon (project N87-2014, NO7-2015, NO7-2016, N13-2017 and N62-2017), Région Normandie (CPER R25
P3) and CENTAURE European project co-funded by Normandy County Council, European Union in the
framework of the ERDF-ESF operational programme 2014-2020. We thank Christophe Denoyelle and Emilie
Brotin from ImpedanCELL, Normandie Univ, UNICAEN, Caen, France for interacting and for their technical
assistance with RTCA technology. We also thank all collaborators of the SAVE project.

Declaration of Competing Interest
The authors declare that they have no known competing financial interests or personal relationships which
have, or could be perceived to have, influenced the work reported in this article.

References

[1] C. Thieulent, E.S. Hue, G. Sutton, C.I. Fortier, P. Dallemagne, S. Zientara, H. Munier-
Lehmann, A. Hans, R. Paillot, P.-O. Vidalain, S.L. Pronost, Identification of antiviral compounds against equid
herpesvirus-1 using real-time cell assay screening: efficacy of decitabine and valganciclovir alone or in

combination, Antiviral Res. (in press).

[2] C.J. Thieulent, E.S. Hue, C.I. Fortier, P. Dallemagne, S. Zientara, H. Munier-Lehmann, A. Hans,

G.D. Fortier, P.-H. Pitel, P.-O. Vidalain, S.L. Pronost, Screening and evaluation of antiviral compounds against

130



Chapitre 3 : Résultats

Equid alpha-herpesviruses using an impedance-based cellular assay, Virology. 526 (2019) 105-116.
https://doi.org/10.1016/].virol.2018.10.013.

[3] T. Pan, B. Huang, W. Zhang, S. Gabos, D.Y. Huang, V. Devendran, Cytotoxicity assessment
based on the AUC50 using multi-concentration time-dependent cellular response curves, Anal. Chim. Acta.

764 (2013) 44-52. https://doi.org/10.1016/j.aca.2012.12.047.

(4] Y. Fang, P. Ye, X. Wang, X. Xu, W. Reisen, Real-time monitoring of flavivirus induced
cytopathogenesis using cell electric impedance technology, J. Virol. Methods. 173 (2011) 251-258.
https://doi.org/10.1016/].jviromet.2011.02.013.

(5] J.-H. Zhang, T.D.Y. Chung, K.R. Oldenburg, A Simple Statistical Parameter for Use in
Evaluation and Validation of High Throughput Screening Assays, J. Biomol. Screen. 4 (1999) 67-73.
https://doi.org/10.1177/108705719900400206.

(6] D. Tian, W. Zhang, J. He, Y. Liu, Z. Song, Z. Zhou, M. Zheng, Y. Hu, Novel, Real-Time Cell
Analysis for Measuring Viral Cytopathogenesis and the Efficacy of Neutralizing Antibodies to the 2009
Influenza A (H1N1) Virus, PLoS ONE. 7 (2012) e31965. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0031965.

131



Chapitre 3 : Résultats

CERMN library

A 400 B 150
300 100+

O 200

2

<

= 100

%AUC

x

-100

-100

FrTTTTTTTTTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

Ay

Preswick® Chimical library

150

@QW&WWQ

-100

SRR

In-house antiviral library

TTTT
N

F
400 150
50 uM
300 ° 10 uM 100 . .
x 2 M x
200 = * 2 504 . A
: . + 0.4 uM = * & .
Q LR . wep
100 x4 < VBT ITHILTRITD "lllhuu'ui;;-un;:
O_!!'p,!ilﬂ.:h: 5;-,’5‘5;“;”“%?.,;':: -50 .
-100 T

TTTTTTTTTITTITITTITITTI T I T TTTITTTTITTITTTTTT
R e

50 uM
10 uM
2 uM

0.4 pM

Figure 1: Dataset screening of 2,845 chemical compounds from three libraries to identify EHV-1 inhibitors.
The CERMN library (A, B) was screened at 10 uM, Prestwick® Chemical library (C, D) at 10 pg/mL and in-
house antiviral library (E, F) at 4 concentrations (0.4, 2, 10 and 50 uM). The percentage of area under
normalised Cell Index (Cl) from O to 96 hpi of treated cells compared to mock-treated cells (%AUC) were
reported graphically for each library. The red line represents the cut-off 25% from which compound could
identified as potential antiviral compounds against EHV-1 (A, C, E). The increase of the time required for the
Cl to decrease by 50% after virus infection (ClTsg) of treated cells compared to mock-treated cells (ACITs)
were reported graphically for each library. The red line represents the cut-off 8 h of delay from which
compound could identified as potential antiviral compounds against EHV-1 (B, D, F).
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Table 1: Screening of 1,199 compounds from the Prestwick® Chemical Library, containing mostly US Food
and Drug Administration approved drugs (Prestwick Chemical, lllkirch, France) at 10 ug/mL. For each
compound, the following values are provided: the area under normalised Cell Index curve (AUCn), the %AUC
compared to AUC of untreated infected cells, the time required for the cell index to decrease by 50% after
virus infection (ClTso) and the ACITso value obtained by comparing results for treated vs untreated, EHV-1-
infected control wells. The Z’-factor was used to assess the quality of the screening in 96-well format. For

untreated mock-infected and untreated infected cells, the mean * SD of AUC is reported. N.D., not
determinable.

Disponible dans la version électronique (Tableau de 23 pages)

Table 2: Screening of 1,651 compounds from the Centre d’Etudes et de Recherche sur le Médicament de
Normandie (CERMN, Caen, France) at 10 uM. For each compound, the following values are provided: the
area under normalised Cell Index curve (AUCn), the %AUC compared to AUC of untreated infected cells, the
time required for the cell index to decrease by 50% after virus infection (CITsp) and the ACITso value obtained
by comparing results for treated vs untreated, EHV-1-infected control wells. The Z'-factor was used to assess
the quality of the screening in 96-well format. For untreated mock-infected and untreated infected cells, the
mean % SD of AUC is reported. N.D., not determinable.

Disponible dans la version électronique (Tableau de 32 pages)
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. AUC %AUC CIT50 ACIT50
Compound name Supplier Z'factor
50uM | 10uM 2yM | 04uM | 50uM | 10um 2yM | 04pM | s50uM 10 uM 2uM 04uM | 50puM | 10uM | 2uM [ 0.4uMm
A1 untreated mock-infected cells 0,74 156,79 9,26 N.D. N.D. N.D.
A1 untreated infected cells 0,74 57,08 % 2,59 N.D. 31:52:27 N.D.
Mercaptopurine TargetMol 074 | 41,98 49,59 52,52 50,67 3972 | 1972 | 1200 | -1687 | 30:04:57 | 32:51:02 | 33:41:02 | 32:24:07 1,01 184 | 056
Thioguanine TargetMol 074 | 4522 51,94 51,43 51,39 31,22 | 1354 | -1486 | -1498 | 28:14:30 | 32:05:21 | 31:41:42 | 30:27:49 024 | 015 [ -138
Valganciclovir TargetMol 074 | 177,47 | 131,87 | 84,84 5352 | 31671 | 19674 | 73,03 9,38 | 147:44:31 | 28:32:34 | 47:53:27 | 33:25:08 330 | 1605 [ 157
Valaciclovir TargetMol 074 | 70,89 48,32 45,80 51,60 36,33 2304 | 2968 | -1444 | 41:13:30 | 28:47:46 | 26:26:57 | 32:02:04 305 | 540 [ 019
Penciclovir TargetMol 074 | 6388 49,84 49,04 48,81 17,89 1906 | -21,16 | -21,75 | 40:47:08 | 30:46:02 | 32:17:14 | 29:24:29 1,08 | 044 | 244
Famciclovir TargetMol 074 | 46,39 48,66 47,51 49,39 2813 | 2206 | 2517 | 2023 | 29:21:08 | 30:34:39 | 29:56:22 | 31:.01:37 127 | 191 [ 082
Maribavir TargetMol 074 | 51,30 49,71 51,46 5300 | -1522 | 1940 | -1479 | -1074 | 37:21:43 | 32:49:24 | 32:38:31 | 32:55:22 0,98 0,80 1,08
Didanosine TargetMol 074 | 54,52 49,67 60,00 49,97 6,74 -19,52 7,68 18,72 | 29:37:46 | 30:05:36 | 34:56:53 | 33:17:07 1,75 | 310 1,44
Stavudine TargetMol 074 | 50,28 49,44 52,49 5354 | 1789 | 2011 | -12,08 9,33 | 31:04:33 | 29:27:03 | 31:30:50 239 | 033 [ 094
Lamivudine TargetMol 074 | 5384 52,80 51,53 50,36 -8,52 11,26 | -14,60 | -17,67 | 32:23:37 | 33:09:48 | 31:39:41 132 | 018 | 029
Abacavir TargetMol 074 | 5057 53,67 52,64 48,42 17,14 -8,99 11,68 | 2280 | 26:56:17 | 322146 | 32:27:26 0,52 061 | -185
Adefovir dipivoxil TargetMol 074 | 49,71 8867 | 11924 | 12395 | -19,41 8310 | 16352 | 17592 | 24:16:02 | 147:44:31 | 147:44:31 | 123:32:51 11590 | 115,90 | 91,70
Tenofovir disoproxil TargetMol 074 | 77,88 62,32 52,05 52,19 54,70 13,76 | -13,25 | -12,87 | 52:52:57 | 35:46:29 | 30:56:57 | 33:05:05 393 | 090 | 1,24
Emtricitabine TargetMol 0,74 | 4889 53,46 54,12 49,47 21,56 -9,54 7,78 20,04 | 27:48:05 | 35:02:51 | 32:51:10 | 32:05:11 3,20 1,01 0,24
Capecitabine TargetMol 074 | 47,51 50,66 50,25 46,70 | 2517 | 1689 | 17,99 | 2730 | 31.08:32 | 30:1049 | 325759 [ 28:44:35 166 | 112 | 3,10
Cytarabine TargetMol 074 | 11438 | 9555 55,16 4630 | 15072 | 101,19 | -505 2836 | 78:35:53 | 69:03:43 | 32:45:25 | 31:02:17 3722 | 091 | -081
Decitabine TargetMol 074 | 12251 | 109,26 | 97,17 6810 | 172,12 | 137,26 | 10546 | 2898 | 42:05:06 | 106:37:57 | 58:35:58 | 41:39:02 74,79 | 2675 | 9,81
A2 untreated mock-infected cells 0,73 146,42 + 9,06 N.D. N.D. N.D.
A2 untreated infected cells 0,73 38,01 + 3,00 N.D. 33:04:09 N.D.
Gemcitabine TargetMol 073 | 12933 | 121,67 | 97,34 4570 | 24022 | 22008 | 15607 | 20,23 | 69:52:01 | 63:04:07 | 70:06:21 | 36:30:58 | 3838 | 31,58 | 3862 | 503
Cidofovir TargetMol 073 | 3446 41,04 36,73 35,92 9,35 7,98 3,37 5,49 | 32:43:20 | 36:28:21 | 36:30:37 | 33.49:02 | 1,23 4,98 5,02 2,33
Telbivudine TargetMol 073 | 34,09 35,57 33,98 33,41 -10,31 6,43 1062 | -12,10 | 30:24:48 | 31:52:08 | 33:40:39 | 33:54:47 | -1,08 [ 038 2,19 2,42
Sofosbuvir TargetMol 073 | 3577 34,00 34,62 33,15 -5,89 -10,55 -8,92 12,78 | 33:19:36 | 32:03:00 | 30:19:53 | 304650 | 1,84 | 056 | -1,16 | 0,71
Favipiravir TargetMol 073 | 4522 34,29 30,23 34,02 18,95 -9,79 2047 | -1050 | 35:46:39 | 30:56:40 | 28:26:22 | 32:07:41 055 | 305 | 064
Arbidol TargetMol 073 | 21,90 37,15 30,50 32,27 42,38 2,28 19,77 | 1510 | 29:57:22 | 34:39:23 | 30:17:39 | 30:33:03 317 | 120 | 0,94
DMXAA TargetMol 073 | 4075 35,18 29,18 36,33 7,19 7,45 23,23 4,42 | 27:48:47 | 28:31:30 | 20:32:20 | 31:11:59 29 | 1,95 [ -029
25-hydroxycholesterol Cayman Europe 0,73 26,08 22,82 26,23 32,94 -31,40 -39,98 -31,00 -13,36 32:01:30 26:34:31 31:03:54 33:18:11 -4,91 -0,43 1,81
Proguanil BIONET / Key Organics Ltd. 073 | 3442 25,80 33,49 31,77 -9,44 3212 | 11,89 | -1643 | 33:44:21 | 28:58:16 | 32:57:16 | 30:15:33 252 | 146 | -1,23
Nelarabine AK Scientific, Inc. 073 | 3010 27,45 28,15 3438 | 2082 | 27,77 | 2595 9,56 | 29:56:14 | 28:35:11 | 27:17:35 | 31:39:220 | -155 | 290 | -420 | 017
Fluorouracile AK Scientific, Inc. 073 | 3576 33,34 30,24 36,59 5,91 1229 | -2044 3,74 | 28:55:46 | 28:58:17 | 27:42:45 | 315142 | 256 | 252 | 378 [ 037
2'-C-methylcytidine Ark Phar, Inc. 073 | 3238 31,50 34,42 36,75 1482 | 17,12 9,45 3,33 | 30:04:02 | 31:56:57 | 31:51:26 | 33:33:39 0,46 037 2,07
Eflornithin (dfmo) Sigma 073 | 3612 32,43 3331 34,90 -4,99 1468 | -1237 818 | 29:22:23 | 30:34:14 | 31:31:43 | 31:13:14 092 | o004 [ -027
Pravastatin Sigma 073 | 31,27 33,45 36,29 3266 | -1773 | -11,99 -4,54 14,09 | 29:58:56 | 29:52:34 | 30:38:38 | 31:06:08 161 | 085 | -039
Fluvastatin Sigma 073 | 1639 15,74 19,93 29,11 5689 | 5858 | -4757 | -2341 | 16:48:54 | 16:34:24 | 21:53:32 | 28:40:01 | -1467 | 1492 [ 960 | 2,82
Simvastatin Sigma 073 | 2344 28,62 33,11 34,55 3834 | 2472 | -12,89 9,11 | 24:01:37 | 28:39:11 | 29:49:59 | 31:03:16 | 7,46 | 284 | -166 | -044
Atorvastatin Sigma 073 | 1515 21,30 30,83 36,62 6013 | -4397 | -18,89 3,67 | 16:19:45 | 22:17:20 | 29:43:25 | 31:49:47 | -1516 | 920 | -1,77 [ 034
A3 untreated mock-infected cells 0,7 136,03 +£11,19 N.D. N.D. N.D.
A3 untreated infected cells 0,7 49,72 +1,34 N.D. 31:53:38 N.D.
Brivudine MedChemExpress 0,7 5356 | 5358 | 5440 | 50,35 1010 | 1015 | 1232 | 168 32:17:37 | 33:47:56 | 33:09:00 | 31:41:08 | -013 | 138 | 073 | -074
BAY 57-1293 MedChemExpress 07 | 10032 | 6245 | 5045 | 5031 | 13313 | 3349 | 1,94 | 157 | 130:02:11 | 42:46:56 | 30:20:20 | 32:00:42 | 97,61 | 1036 | -208 | -0,41
A4 untreated mock-infected cells 0,61 147,97 £5,78 N.D. N.D.
A4 untreated infected cells 0,61 55,26 5,74 N.D. : N.D.
Chloroquine Sigma 061 | 5541 | 4343 | 4023 | 4376 040 [ 31,11 [ 3953 | 3026 | 57:21:37 | 45:32:25 | 42:11:31 | 430851 | 1225 | 043 [ 292 | -1,9
Hydroxychloroquine sulfate MedChemExpress 061 | 6003 | 4960 | 4239 | 49,96 12,55 | -1490 | -3385 | -13,95 | 58:09:18 | 52:26:41 | 40:18:29 | 42:33:29 | 13,05 | 734 | -6558 | -2,55
A5 untreated mock-infected cells 0,66 149,38 + 8,96 N.D. N.D. N.D.
AS untreated infected cells 0,66 53,33 +7,05 N.D. 42:10:51 N.D.
Aphidicolin Santa Cruz Biotechnology 0,66 | 15419 | 132,47 | 131,57 | 59,30 | 26534 | 20820 | 20581 | 1571 | 137:40:02 | 103:18:19 | 91:15:23 | 45:44:20 | 9549 | 59,69 | 47,64 | 2,12
A6 untreated mock-infected cells 0,78 29,88 +4,16 N.D. N.D. N.D.
A6 untreated infected cells 0,78 109,64 £ 4,03 N.D. 30:12:49 N.D.
Brequinar Adooq Bioscience 0,78 893 | 1930 | 3342 | 3061 5511 | 27,84 | 933 | 194 0:22:31 | 25:28:27 | 36:12:01 | 33:25:59 | -29,84 | 474 | 599 | 3,22
Ribavirin MedChemExpress 0,78 94,17 | 5139 | 2511 | 3145 169,13 | 5660 | -1255 | 4,13 57:34:04 | 49:31:47 | 28:18:30 | 32:55:08 | 27,35 | 1932 | -191 | 2,71
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Chapitre 3 : Résultats

2.4. Résultats et discussion

Au cours de cette étude, 2 891 molécules ont été criblées in vitro sur cellules ED contre
I"'HVE-1 en utilisant la mesure d’impédance cellulaire avec la technologie xCELLigence®. L’ensemble
des données du criblage sera libre d’acces pour I'ensemble de la communauté scientifique apres la

publication de I'article 3 qui permettra de présenter I’étude de maniére tout a fait exhaustive.

Parmi I'ensemble des 2 891 molécules criblées, 21 ont présenté un effet antiviral contre
I"'HVE-1 sur cellules ED avec une efficacité satisfaisante. La bonne corrélation observée entre les
ECso déterminées par xCELLigence” et gPCR (r = 0,81) confirme la pertinence d’utiliser la mesure
par impédancemétrie pour évaluer I'effet de molécules antivirales. Parmi ces 21 molécules, seules
huit ont été retenues a partir des critéres discriminants suivants : i) absence de cytotoxicité a 50
UM (CCso > 50 uM) et ii) ECso < 50 uM au cours du temps. Il s’agit de I'ACV, I'aphidicoline, la
décitabine (DTB), du GCV, la gemcitabine, l'idoxuridine, du pritelivir (BAY 57-1293) et du
valganciclovir (VGCV). Ces huit composés ont été testés contre trois souches d’"HVE-1 présentant
les 3 mutations connues en position 2254 de ’ADN polymérase virale (A22s4, Gaasa et Cazs4). Aucune
différence de sensibilité n’est observée entre ces souches avec ces différents traitements. Ces
résultats sont cohérents avec ceux de la premiére étude et suggérent que cette mutation n’a aucun
impact sur 'efficacité de ces traitements antiviraux in vitro. L'effet antiviral de ces molécules a
également été étudié sur deux autres modeles cellulaires : des cellules de rein d’embryon équin
(EEK) et des cellules de rein de lapin (RK13). La gemcitabine n’a présenté aucun effet antiviral sur
ces deux modeles cellulaires et a été retirée de la liste des candidats potentiels. L'ACV a, quant a

lui, présenté des valeurs d’ECso plus élevées par comparaison aux autres candidats.

Sur la base de ces résultats, une étude de combinaison a été réalisée entre le VGCV, et les
molécules suivantes : aphidicolin, DTB, idoxuridine et pritelivir. L'utilisation de molécules
présentant un effet synergique pourrait permettre de diminuer la dose de traitement de chacun
des composés a administrer, et ainsi réduire le colt du traitement et de potentiels effets toxiques.
L'ensemble des différentes combinaisons a d’abord été évalué par impédancemétrie avec la
méthode MacSynergy Il. Seule la combinaison VGCV/DTB a montré un effet synergique (63,24

UM?2%) alors que les autres combinaisons ont toutes montré un effet additif. L'effet synergique
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entre le VGCV et la DTB a été confirmé par impédancemétrie en utilisant I'analyse par

isobologramme et par gPCR avec la méthode de Chou-Talalay.

Si le VGCV a bien été développé comme traitement antiviral contre des herpésvirus
humains, ce n’est pas le cas de la DTB. En effet, il s’agit d’une molécule anticancéreuse utilisée
contre la leucémie myéloide aigué qui induit une hypométhylation de I’ADN cellulaire aprés son
intégration (Liu et al., 2017). A notre connaissance, cette étude est la premiere a décrire un effet
antiviral de la DTB contre un virus a ADN. L'effet antiviral de cette molécule a préalablement été
décrit contre le VIH et le virus leucémogene félin (Clouser et al., 2010 ; Greggs et al., 2012). Tout
comme la gemcitabine et la cytarabine (deux autres molécules identifiées parmi les 21 hits
sélectionnés), la DTB est un analogue de la désoxyuridine. Des expériences réalisées a |'aide du
RG108, inhibiteur de ’ADN methyltranférase nous ont permis de démontrer que I'effet antiviral de
la DTB n’était pas médié par une hypométhylation de I’ADN viral ou cellulaire dans notre modele.
En revanche, nous avons montré une compétition entre la désoxycitidine et la DTB. Ce résultat
suggere que la DTB doit étre phosphorylée par au moins la désoxycitidine kinase pour s’intégrer
dans I’ADN viral et/ou bloquer la polymérase virale, entrainant ainsi l'inhibition de la réplication

virale.

Cette étude a permis d’identifier 6 composés présentant une bonne efficacité contre I'HVE-
1. Ces composés présentent tous, in vitro, une efficacité supérieure a celle de I'ACV, qui est la seule
molécule étudiée chez le cheval dans le traitement d’infection a HVE-1 (Garre et al., 2009 ; Maxwell
et al,, 2017). L'effet synergique démontré entre le VGCV et la DTB constitue une piste d’avenir dans

la lutte contre I’HVE-1, en particulier du fait de I'association de deux voies d’action différentes.
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3. L'administration orale de valganciclovir réduit les signes cliniques,
I'excrétion virale et Ila viréemie chez des poneys infectés

expérimentalement par la nouvelle souche C;;s4 d'herpesvirus équin 1.

Article 4 “Letter”

R. Paillot, G. Sutton, C. Thieulent, C. Marcillaud-Pitel & S. Pronost

Veterinary Record 2020, 186 (17): 573

Veterinary PMID - 32451347
DOI : 10.1136/vr.m1441

Article 5

C. Thieulent, G. Sutton, Toquet M.-P., Fremaux S., Hue E., Fortier C., Pléau A., Deslis A.,

Guitton E., S. Pronost, R. Paillot

Pathogens ; en redaction

3.1. Introduction

L'utilisation de traitements antiviraux est en plein essor dans le monde comme le montre
I'épidémie de SARS-CoV-2. Concernant la santé équine, aucune molécule antivirale ne posséde
d’autorisation de mise sur le marché en Europe et leur utilisation demeure sous la responsabilité

des vétérinaires. L'aciclovir est la seule molécule ayant fait 'objet d’études expérimentales a ce
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jour. Cependant, les résultats obtenus sont divergents et ne permettent pas de conclure sur une
réelle efficacité de ce composé (Garré et al., 2009 ; Maxwell et al, 2017). Dans les articles
précédents, nous avons démontré que le ganciclovir (GCV) et sa pro-drogue, le valganciclovir
(VGCV) faisaient partie des molécules les plus efficaces contre I'HVE-1 in vitro et ceci, contre
I'ensemble des souches d’HVE-1 étudiées. Bien que des données de pharmacocinétiques soient
disponibles pour ces molécules dans I'espece équine (Carmichael et al., 2013), leur efficacité n’a

néanmoins jamais été étudiée in vivo.

En 2018, une recrudescence des foyers d’HVE-1 et d'HVE-4 a été enregistrée en France par
le Réseau d’EpidémioSurveillance en Pathologies Equines (RESPE). Durant cette épidémie, un
nouveau variant d’"HVE- 1, nommé FR-56628, présentant une nouvelle mutation en position 2254
du gene de I’ADN polymérase a été identifié au sein d’un des foyers infectieux. L'identification de
cette nouvelle mutation (Czsa) questionne sur les travaux précédents montrant |'association
génotype/pathotype (Nugent et al. 2006, Goodman et al. ; 2007) et a fait I'objet d’une « letter »
dans Veterinary Record (Article 4). Le travail de caractérisation de cette souche a été poursuivi d’'un
point de vue cellulaire et moléculaire dans le cadre de la these de Gabrielle Sutton (Sutton et al,,
2020 : Annexe 4) et d’un point de vue pathologique dans le cadre de ce travail de thése. En effet
nous avons choisi de réaliser I'infection dans le cadre du challenge expérimental destiné a mesurer
I'effet d’'un traitement au valacyclovir (VGCV) avec cette nouvelle souche qui avait conduit a des

formes respiratoire et nerveuse de la maladie.

Les résultats de ce travail sont présentés sous forme d’un article que nous allons soumettre
a Pathogens. La version présentée dans ce manuscrit est une premiere version qui sera amendée
pour soumission avant la soutenance de these. S’agissant d’un journal MDPI, nous avons pu mettre

notre travail au format du journal, mais il s’agit bien d’une version avant soumission.

Lors de I'étude expérimentale, I'infection de 8 poneys Welsh males dgés de 10 mois a été
réalisée par voie intranasale avec la nouvelle souche FR-56628 (Cz2s4). Quatre poneys ont été
traités avec une dose de 6,5 mg/kg de VGCV 3 fois le premier jour puis 2 fois par jour pendant 2
semaines. Le VGCV a été préalablement dilué a une concentration de 100 mg/mL dans du jus de
pomme puis mélangé dans de la compote de pomme. Des expériences in vitro avaient été

préalablement réalisées sur |'appareil RTCA xCELLigence® pour démontrer que ce procédé
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n’affectait pas I'effet du VGCV. Le traitement a été administré, en guise de récompense, aprées la
manipulation des poneys lors de I'enregistrement des signes cliniques et de la réalisation des
prélevements. Il s’agit d’un traitement par voie orale en utilisant un pistolet drogueur. Les 4 poneys
contrdles ont recu un placébo constitué d’'un mélange de jus de pomme et de compote. Les signes
cliniques, I'excrétion virale et la virémie ont été suivis pendant 3 semaines aprées infection. Cette
étude a deux objectifs. Tout d’abord, évaluer I'effet d’un traitement par administration orale de
VGCV chez des poneys infectés par I'HVE-1. Par la suite, I'analyse par culture cellulaire et gPCR de
I'ensemble des prélevements réalisés permettra de mieux comprendre la physiopathologie de la
maladie associée a la souche FR-56628 récemment isolée en France. Cette étude expérimentale a
été réalisée au sein de la PlateForme d’Infectiologie Expérimentale (PFIE, UE 1277) de I'INRAE de

Nouzilly.
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LETTERS & NOTICES

EQUINE DISEASE

New EHV-1 variant
identified

EQUINE herpesvirus type 1 (EHV-1)
isanimportant threat to the equine
industryworldwide. EHV-1infection
can induce respiratory disease,
abortionin mares, neonatal death
offoals and myeloencephalopathy
(EHM). The reasons for the
development of different forms ofthe
disease remain largely unknown, but
are likely to involve factors such as
virus pathogenicity, environmental
conditions, host immunity and genetic
background.

A potential explanation was
reported which identified that
different ORF30 (DNA polymerase
subunit) genotypes were significantly
associated with different formsof
disease.'Subsequently, EHV-1 strains
wereoften generally categorised as
neuropathogenic (G2254/D752) or
non-neuropathogenic (A2254/N752).!
While the association between
the ORF30 A2254 genotype and
abortion is now well described," “ the
association between a specific ORF30
genotype and EHM is less evident.
ORF30A2254G genotyping is still used

VET RECOFD | 30 May/6 June 2020

on aregular basis globally for strain
discrimination and epidemiological
surveys.”

In2018, asurge of EHY-1/4
outbreaks was recorded in France by
RESPE, the French epidemiological
surveillance networkin equine
pathology. ORF30 A2254G genotyping
allowed us to quickly rule out the
emergence of one specific EHV-1 strain
as the explanation for this situation
(ie,both A2254 and G2254 variants
werefrequently identified)." It was
more likely the result of a noticeable
decreasein EHV vaccine uptake in the
preceding maonths.

However, investigation of one
specific outbreak that lasted several
weeks in 2018, led to the fortuitous
identification ofa new ORF30 variant
in gene position 2254. While all
EHV strains from this outbreak were
detected bya conventional gB gPCR
method, the conventional ORF30
2254 genotyping repeatedly failed to
provide any results. ORF30 sequencing
subsequently revealed that all strains
carried a C2254 mutation (H7 52).

All affected horses were vaccinated,
with boosterimmunisations every
sixmonths. At least 58 horses
(approximately 25 per cent of the total)
showed clinical signs of respiratary
disease, with hyperthermia and
hindlimb oedema. Two horses also
developed neurological signs of
disease, including one that died.

To ourknowledge, this mutation
has neverbeen described before. The
extent of the genetic variation andthe
significance ofthis mutation on DNA
polymerase activity, virus replication
and pathogenicity is now under
investigation. Preliminary results
indicate thatexperimentalinfection
withthe C2254 EHV-1 strain under
controlled conditionsinduces a rapid
onsetof marked respiratory disease
lasting at least two weeks in Welsh
mountain ponies, with significant
virus shedding and cell-associated
viraemia.

Despitewhole genome sequencing
and multilocus sequence typing,*® itis
encouraging thatthesingle nucleotide
polymorphism (SNP) approach still
proved useful. However, the sole use
ofthe current ORF30 2254 genotype
assay by some diagnostic laboratories
shouldbe an immediate concern
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Investigation
of one
specific
outhreak...
led to the
fortuitous
identification
of anew
ORF30
variant

as this new ORF30 2254 variant will
inducefalse negative results, This
eventalso highlights the importance
of multiple diagnostic methods for EHV
surveillance inthe field.

RomainPaillot, head of equine health

Gabrielle Sutton, Come Thieulent, PhD
students

Christel Marcillaud- Pitel, head of RESPE
Stéphane Pronost, deputy head of research

LABEO Frank Duncombe/UniCAEN Biotargen/
RESPE, 14280, Saint-Contest, France

emall: romain.paillot@laboratoire-labeo.fr
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3.3. Article 5 : en rédaction
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Oral administration of valganciclovir reduces clinical

signs, virus shedding and cell-associated viremia in
ponies experimentally infected with the new variant
C2254 of equid herpesvirus-1
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Abstract: Equid alphaherpesvirus-1 (EHV-1) is one of the main pathogens in horses responsible for
respiratory diseases, eye diseases, abortions, death of neonatal foals and neurological signs such as
equine herpesvirus myeloencephalopathy (EHM). Current vaccines reduce the excretion and
dissemination of the virus and therefore the extent of an epizooty, but there is no evidence of efficacy
against the neurological form. No antiviral treatment against EHV-1 is marketed and recommended
to date. This study examines the effect of treatment with valganciclovir (VGCV), the oral prodrug
of ganciclovir, on Welsh mountain ponies experimentally infected with EHV-1 Czza strain. Four of
eight ponies were treated with VGCV, while the other four received placebo. The treatment consists
in 6.5 mg/kg body weight of valganciclovir three times the first day and twice daily during 13 days.
The severity of the cumulative clinical score was significantly reduced in the treated group
compared to the control group. The excretion of the infectious virus was significantly reduced in
the treated group compared to the control group between D+1 and D+12. Viremia was significantly
reduced in the treated group when compared with the control group. A seroconversion was
observed from D+10 and D+11 for the ponies of the control groups and treated, respectively. Oral
administration of valganciclovir reduces clinical signs, virus shedding and cell-associated viremia
in ponies infected with the new variant Cas1 of EHV-1.

Keywords: Valganciclovir, EHV-1, Equid alphaherpesvirus-1, antiviral, experimental infection,
pony

1. Introduction

Equid alphaherpesvirus-1 (EHV-1) is one of the main pathogens of horses, with an estimated
prevalence of 60%. It is responsible for respiratory diseases, ocular disease abortions, neonatal foal
deaths and neurological signs of disease such as equine herpesvirus myeloencephalopathy (EHM)
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[1,2]. The primary infection of EHV-1 take place in the upper respiratory tract. Then, EHV-1 crosses
the basement membrane using lymphocytes as “Trojan horse” to reach the blood circulation [3,4].
The cell-associated viremia induces a dissemination of the virus to secondary sites of infection, such
as the central nervous system (CNS) and the uterus of pregnant mare. A decade ago, studies suggest
that EHM is associated with a single nucleotide polymorphism at position 2254 in the EHV-1 DNA
polymerase gene (ORF 30) [5,6]. Since these findings, EHV-1 strain Gz« are considered to have
neuropathogenic potential. Whereas, EHV-1 strain Azss, are thought to be non neuropathogenic and
usually associated with abortion and respiratory disease in horses [7]. However, beside this
discovery, the impact of this mutation is currently debated [7-11]. Recently, a new variant of EHV-1
(Czs1), resulting in a histine (Hrsz), was isolated in vaccinated horses with respiratory and
neurological diseases in France [12,13].

Vaccination is used from several decade as preventive strategy against EHV-1. Current
vaccines reduce virus shedding and dissemination and therefore the extent of an outbreak. However,
only one commercially available EHV vaccine has a claim against abortion and no claim to be
effective against the EHM [14]. There is no EHV-1 antiviral treatment commercialised and
recommended until now. A recent study identified 21 compounds effective in vitro against EHV-1 in
a screening of almost 3000 compounds [15]. Among them, valaciclovir (VACV), the pro-drug of
aciclovir (ACV), is the only one tested against EHV-1 in experimental infections [16,17]. Oral
administration of 40 mg/kg of VACV, the oral prodrug of ACV, 3 times daily, for one week on EHV-
1 infected ponies do not show any beneficial effect [16]. However, the oral administration of 27 mg/kg
of VACYV, 3 times daily, for 2 days, followed by oral administration of 18 mg/kg of VACV, 2 times
daily, for 5 and 12 consecutive days on experimentally EHV-1 infected horses showed beneficial
effects [17]. This treatment significantly reduced the virus shedding and the cell-associated viremia.
Although the treatment did not significantly reduce each clinical sign taken separately, it significantly
reduced the cumulative clinical score. In both studies, the plasma concentration of ACV determined
for the duration of treatment was maintained above the half maximal effective concentration (ECso)
determined in vitro. Conflicting results obtained in these both studies do not allow to conclude on a
real effectiveness of the VACV treatment against EHV-1 in vivo. ACV was also administrated on
horses during several natural outbreaks of EHV-1. However, conflicting results has been reported
and it is difficult to interpreted these results, notably due to a lack of controls [18-21].

Ganciclovir (GCV), is actually the most effective compound identified against EHV-1 in vitro [15]
and is 10-fold more effective than ACV [22,23]. However, evidences supporting the efficacy of GCV
in vivo, or its prodrug VGCV, are still lacking. GCV is a nucleoside analogue of 2’-deoxyguanosine,
extensively used for the treatment of cytomegalovirus (CMYV) infections [24,25]. Other human
herpesviruses are sensitive to GCV in vitro, including herpes simplex virus 1 and 2, Varicella-zoster
virus, Epstein-Barr virus, human herpesviruses 6, 7 and 8 [26]. Oral bioavailability of GCV is poor
in humans, averaging approximatively 7 % [27] and is slightly improved when administrated with
meal. Facing those poor results, valganciclovir (VGCV), the L-valyl ester prodrug of GCV is used
instead [28,29]. In fact, the bioavailability of GCV from oral VGCV administration is estimated at 60
% [30]. After oral administration, VGCV is well absorbed by the gastrointestinal tract and rapidly
hydrolysed into GCV in the intestinal wall and liver. In horse population, pharmacokinetics of GCV
(intravenous route) and VGCV (oral route) were previously measured [31]. Oral administration of
1800 mg of VGCV dissolved in lemon juice and mixed with syrup and flour showed a bioavailability
of GCV ranging from 21 % to 61 %. Although the oral absorption of VGCV is variable between
horses, VGCV appears to be a good candidate for a treatment against EHV-1.

The aim of this study was to determine the therapeutic efficacy of VGCV against EHV-1 on
experimentally EHV-1 infected ponies. Clinical signs of disease, viral shedding and cell-associated
viremia were measured. In addition, the pathogenicity of the new EHV-1 variant (Czs) was
evaluated.
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2.1. Valganciclovir administration and pharmacokinetics

We first controlled by an in vitro experiment that apple juice did not affect VGCV activity.
Impedance measurement of E. Derm cells infected with EHV-1 KyD strain and treated with 0.1 or 10
ug/mL of VGCV dissolved in apple juice (100 mg/mL) over-night at 4°C or in PBS (just before
treatment) was presented in figure 1. VGCV showed antiviral activity at 10 pg/mL and not at 0.1
ug/mL. The mode of preparation (i.e. apple juice or PBS) had little effect on the antiviral activity but
did not alter VGCV activity.
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Figure 1. Real time monitoring of E. Derm cells infected with EHV-1 KyD strain and treated with
valganciclovir (VGCV) dissolved in PBS or apple juice. The Cell Index was normalized (Clr) at the
last time point before infection (black vertical line). The red curve represents the CInof EHV-1 infected
cells and untreated (NT). The green curve represents the Cln of mock infected cells. Blue and brown
shade curves represent the Cl» of EHV-1 infected cells and treated with VGCV at 10 pg/mL (VGCV10)
and 0.1 ug/mL (VGCVu) dissolved in PBS just before use (PBS) or over-night at 4°C in apple juice
(Appel ].), respectively. Each data point indicates the mean + standard deviation of one assay in
duplicate. Three independent experiments were performed.

The concentration of GCV was measured in the serum from the 4 treated ponies each day during
20 days and in the control group for day 1, 7 and 14 (figure 2). Serum concentration was maintained
above the ECso value of 0.153 pug/mL in all treaded ponies for the duration of treatment (D+1 to D+14).
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The mean serum concentration was 0.295 + 0.068 pg/mL. No GCV was detected prior to treatment
(DO0) in serum of treated ponies and in the serum of all controls ponies during the study.

Figure 2. Serum concentration of ganciclovir over time from D-5 to D+20 for ponies treated for 14
days. Bloods samples were taken just prior to the first daily valganciclovir administration (6.5 mg/kg
body weight). Half maximal effective concentration (ECso) of ganciclovir was previously determined
in vitro against the EHV-1 FR-56628 strain on equine embryonic kidney cells (Thieulent et al., 2020).
No GCV was detected in serum samples from controls ponies at D-5, D+1, D+7 and D+14.

2.2. Clinical signs of disease

All ponies developed clinical signs of disease after experimental infection with EHV-1 (fever,
nasal discharge, cough, mandibular lymphadenopathy, ocular discharge and change of attitude). The
number of observation and the severity of the clinical signs of disease are presented in Table 1.

Table 1. Means + standard deviation (S.D.) of the number of clinical observation (observations were
performed twice a day) and severity of signs of disease for the control and treated groups (4 ponies
by group) from D-3 before infection to day 21 post infection, (*p < 0.05, **p < 0.01).

Clinical signs Type of analysis Control group Treated group P-value
(Mean £ S.D.) (Mean £ S.D.)
Pyrexia Observation (n)  15.0+3.6 6.8+2.6 0.029 (*)
(>38.8°C) Severity 1.9+0.5 1.0+£0.2 0.21
Nasal discharge Observation (n) 39.3+1.5 36.0+1.8 0.033 (*)
Severity 25+04 1.9+0.1 0.028 (*)
Cough Observation (n) 9.5+5.9 55+4.7 0.56
Severity 1.3+0.1 1.0+0.1 0.0012 (**)
Mandibular lymph  Observation (n)  23.8+4.0 22.3+11.6 0.56
node size Severity 1.2+0.1 14+0.3 0.33
Ocular discharge Observation (n)  9.8+9.0 6.5+55 0.96
Severity 1.2+0.3 1.2+0.8 0.56
Behaviour Observation (n) 2.0+0.0 2.0+0.0 N.D.
Severity 1.0+0.0 1.0+£0.0 N.D.
Cumulative clinical ~ Observation (n)  40.5+0.6 39.3+1.0 0.088
score Severity 45+0.4 33+0.5 0.0086 (**)

The peak of pyrexia was reached at D+2 for control and treated groups (Figure 3a). Pyrexia was
recorded in the control group during 15 observations from D+1.5 to D+8.5, whereas ponies of the
treated group were pyretic during 6.8 observations from D+1.5 to D+6.5. The average number of
observation was significantly reduced in the treated group when compared with the control group
(p = 0.029). However, the severity (based on the actual body temperature measured) was similar
between the two groups.

Nasal discharges were observed at D+1 and recorded throughout the study. The duration and
the severity of nasal discharges were significantly reduced in the treated group when compared with
the control group (p = 0.033 and p = 0.028, respectively). All control ponies showed mucopurulent
discharges from D+4 to D+12 while it was only observed in 3 treated ponies at D+5 (ponies A and D)
and D+7 (pony B).

Cough was recorded for one control pony at D+1 (pony E) and in all control ponies on D+2. Only
2 treated ponies coughed at D+2 (ponies A and C). Cough was then recorded intermittently from D+3
to D+21 from all ponies. The cough severity was significantly reduced in treated group (p = 0.0012).
However, the number of observation of cough was similar between the two groups.
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Mandibular lymph node enlargement was observed for one control pony on D+2 (pony G), and
in all control ponies from D+3 to D+11. Mandibular lymph node enlargement was observed on D+3
for two treated ponies (A and D) and on D+4 for two others (B and C). Mandibular lymph node
returned to their normal size at D+6.5 for pony B and at D+14 for the three other treated ponies.

All ponies from the control group and 3 ponies from the treated groups (A, B and C) showed
ocular discharges with a peak at D+3 and D+4.

All ponies showed signs of lethargy on D+2 and had a tail hypotonia from D+2 to D+4/5.
Reduction of food consumption was also observed during the first week post-infection. No pony
showed sign of neurological disease during this study.

The daily cumulative clinical score is shown in Figure 3b. It increases rapidly after infection with
a peak at D+2 (8.8 + 1.6) for the control group and a peak at D+4.5 (6.3 + 1.0) for the treated group.
The daily cumulative clinical score decreased at D+7 and D+10 for the treated and control groups,
respectively. The cumulative clinical score severity was significantly reduced in the treated group
when compared with the control group (p = 0.0088).
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Figure 3. Clinical signs of disease recorded from the control (red circles and solid line) and treated
(blue squares and dotted line) groups. (a) Daily rectal temperature (°C) of ponies before and after
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infection with EHV-1 FR-56628 strain (D0). Temperatures > 38.8 °C were considered pyretic. (b)
Cumulative clinical score before and after infection. Cumulative clinical score was calculated using
the score for each clinical sign according to the formula described in Materials and Methods. Clinical
evaluations were performed daily from day 3 before EHV-1 infection (D-3) to the day of infection (DO0)
and twice daily from day 1 post-infection (D+1) to D+21. All graphs show means and standard
deviation per group. “C” means the date of the challenge.

2.3. Nasopharyngeal shedding

EHV-1 was detected by qPCR assay in nasopharyngeal secretions from all ponies from D+1 to
D+16 (Figure 4a). At D+18, EHV-1 was detected in 3 ponies for each group (ponies A, B, C, F, G and
H). At D+20 (last sample collected) shedding amount of EHV-1 were still detectable in only two
ponies per group (ponies B, C, F and G). The highest EHV-1 concentration was measured at D+4 for
both groups with a plateau phase between D+2 and D+12. From D+14, the amount of EHV-1
decreased. Amount of virus shedding was not significantly different between treated and control
groups from D+1 to D+20 (p = 0.8) when measured by qPCR assay.
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Figure 4. Mean + standard deviation of EHV-1 nasopharyngeal shedding in the control group (red
circles and solid line) and the treated group (blue squares and dotted line). All ponies were inoculated
with EHV-1 FR-56628 strain on day 0 (D0). Nasopharyngeal shedding was measured by qPCR assay
(a) and infectious virus titres were measured on RK13 cells monolayer (b).

Titration of infectious viruses from nasopharyngeal secretions is shown in Figure 4b. EHV-1 was
isolated from one control pony at D+1 (pony H) and in all four control ponies at D+2. EHV-1 was
isolated from one treated pony at D+2 (pony A), three treated ponies at D+3 (ponies A, C and D) and
in all treated ponies at D+6. The highest titre was measured at D+6 for the control group (4.05 + 0.50
TCIDso/mL) and at D+7 for the treated group (3.30 + 1.17 TCIDso/mL). Infectious virus titres began to
decrease at D+6 or D+7 (control and treated groups, respectively). From D+14, no infectious EHV-1
was detected. Infectious virus shedding was significantly reduced in the treated group when
compared with the control group between D+1 to D+12 (p = 0.0058).

2.4. Viremia

EHV-1 was detected in all ponies when viral DNA extraction was performed on 2 mL of whole
blood (Figure 5a). Viremia was detected in one control pony at D+3 (pony E) and in all control ponies
from D+5 to D+20 with a peak at D+9 (5.23 + 0.24 Logi EHV-1 copies/mL). Viremia was detected in
all treated ponies from D+5 to D+15 and intermittently from D+16 to D+20. Viremia was significantly
reduced in the treated group when compared with the control group between D+5 to D+20 (p =0.015).

When DNA extraction was performed on 2.10¢ PBMCs, cell-associated viremia was detected in
one control pony at D+4 (pony H), in all control ponies from D+6 to D+11, in three control ponies at
D+12 (ponies F, G and H) and in only one control pony at D+13 (pony G) (Figure 5b). Cell-associated
viremia was detected on two treated ponies at D+6 (ponies A and C), on three treated ponies from
D+7 to D+12 (ponies A, B and D), but only one pony showed cell-associated viremia at D+10 (pony
D). Peak of cell-associated viremia was reached at D+9 (4.14 + 0.42 Logi EHV-1 copies/2.10¢ PBMCs)
and at D+8 (2.73 +1.91 Logu copies/2.10¢ PBMCs) in the control and treated groups, respectively. Cell-
associated viremia was significantly reduced in the treated group when compared with the control
group between D+4 to D+13 (p = 0.03).

Cell-associated viremia was also measured by co-culture of 1.10¢ PBMCs on RK13 cells
monolayer for 72h. Results of cytopathic effects (CPE) formation and viral load quantitation by gPCR
assay are presented in Figure 5c and Figure 5d, respectively. CPEs were counted by microscopic
observation after 72h of co-culture. CPEs were observed from D+4 to D+11 for the control group and
from D+5 to D+12 for the treated group. The number of ponies with positives results, when measured
by co-culture on a permissive cell line, was significantly reduced in the treated group when compared
with the control group (p = 0.011). However, there was no statistical difference in the number of CPE
counted in each well between control and treated groups (data not shown). When viral load was
measured by qPCR assay on cell culture supernatant of 1.10s PBMCs co-cultured 72h on RK13, EHV-
1 was detected from D+4 to D+17 in both groups. No significant difference was observed between the
treated and control groups from D+3 to D+17 (p = 0.17) (Figure 5d).
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Figure 5. Kinetics of blood and cell-associated viremia. All ponies were experimentally infected with
EHV-1 FR-56628 strain at day 0 (D0). The presence of EHV-1 was measured by qPCR assay in 2 mL
of blood (a) or in 2.106 PBMCs (b). Number of ponies with cell-associated viremia when 1.10¢ PBMCs
were co-cultured 72 h on RK13 cells monolayer and observed by microscopy (c). The presence of EHV-
1 was measured by qPCR assay in the supernatant collected from these co-culture (i.e. 1.10¢ PBMCs
co-cultured 72 hours on RK13 cells monolayer) (d). Results from the control group are presented in
red (circles and solid line) or in blue for the treated group (squares and dotted line).

2.5. Pathogens identification

The Czs4 mutation was confirmed in nasopharyngeal and blood samples collected at D+5, D+10, D+16
and D+20 from all ponies. The mutation Azss and Gzs+ were not detected (data not showed). In
addition, no EHV-4 was detected in nasopharyngeal secretions and in the blood samples of all
ponies when tested by qPCR assay at D+5, D+10, D+16 and D+20.

2.6. Serological response

The virus neutralization antibody titre was evaluated at D-5 and from D+0 to D+20 in the serum of
all the ponies (Figure 6). Seroconversion was observed from D+10 and D+11 for ponies of control
and treated groups, respectively. No significant difference was observed between the treated and

controls groups (p = 0.35).
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Figure 6. Mean + standard deviation of virus neutralization antibody titre in serum samples collected
from each pony in the control group (red circles and solid line) and in the treated group (blue squares
and dotted line) before and after experimental infection with EHV-1 FR-56628 strain at DO.

3. Discussion

This study investigates the effect of valganciclovir (VGCV) treatment, the oral prodrug of
ganciclovir, on Welsh mountain ponies experimentally infected with EHV-1. Four ponies were
administered VGCV (6.5 mg/kg body weight, 3 doses on D0 and 2 doses per day subsequently, for 13
days). The four other ponies were used as controls and received a placebo. Ponies were monitoring for
4 weeks before challenge. No clinical sign of infection was recorded, no virus was detected in
nasopharyngeal secretion and none of them had detectable EHV-1 neutralizing antibodies during this
pre-inoculation period. In addition, seroconversion observed between D+10 and D+14 for all young
ponies indicate a primary response to EHV-1 infection.

No adverse effect of VGCV orally administrated was observed throughout this study in any
ponies. This result concords with a previous study were a single orally dose of VGCV was
administrated in horses [31]. In the current study, the serum GCV concentration was maintained for
the duration of the treatment (i.e. 14 days) above the ECs value (0.153 pg/mL), which was previously
determined in vitro on equine embryonic kidney cell [15]. These results demonstrate that the molecule
is indeed present in its active form in the organism of the animal throughout the challenge.

Ponies were experimentally infected with the EHV-1 FR-56628 strain [12] by individual
nebulization, as previously described for equine influenza [32]. This strain was isolated from PBMCs
of horse during an outbreak occurring in France in 2018 (Sutton et al.,, 2020). During this outbreak,
two cases of EHM were recording, leading to the euthanasia of one of them (Sutton et al., 2020). In
this study, all infected ponies had developed respiratory signs two days post infection. Ocular
discharges, submandibular lymph nodes enlarged and limp tail was also observed. However,
neurological signs associated with EHV-1 infection were observed during this study. This could be
explained by the age of the ponies (10 months) enrolled in this study. It has been previously reported
that hold horses and mares were more susceptible to develop neurological signs. In addition, ponies
are less susceptible to develop neurological signs [2]. Prevalence of EHM is not high and another
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explanation could be that the number of ponies involved in the study is too low to observe this form
of the disease

The administration of VGCV to ponies leads to a decrease in respiratory signs induced by EHV-
1. Duration of fever and nasal discharge was reduced and the severity of nasal discharge, cough and
cumulative clinical score were also reduced. Previous studies have evaluated the effect of another
anti-herpetic molecule, valaciclovir (VACV), the prodrug of acyclovir on ponies [16] and horses [17]
during experimental infection. However, the results obtained in these studies are divergent. In EHV-
1 experimentally infected ponies, no beneficial effects were observed after VACV treatment. In
contrast, in the second study [17] pyrexia, total clinical signs, nasopharyngeal secretions and viraemia
were reduced when VACV was administered one day before virus inoculation.

In this study, virus excretion was measured by two different methods (qPCR and virus titration
in cell culture). EHV-1 was detected by qPCR from D+1 to D+16 in the nasopharyngeal secretions of
all ponies, with a viral shedding time up to 20 days for some individuals.

However, EHV-1 could not be isolated in nasal secretion after D+12. Isolation of the virus has
the advantage of showing the presence of infectious virus in nasopharyngeal secretions, but was less
sensitive compared to the qPCR test. Infectious virus was detected in nasopharyngeal secretions from
only 57% and 41% from control and treated ponies tested positive by qPCR assay, respectively.

As no EHV-1 was isolated from D+14 (Figure 4b), EHV-1 DNA detection at this time was
probably residual non-infectious viral particles. In our study, antiviral treatment with VGCV slightly
delays the peak of infectious virus excretion and significantly reduced the amount of infectious virus
released in nasopharyngeal discharges. However, this observation cannot be made on qPCR assay
results.

Mucopurulent discharges were observed in most of the control ponies from D+4 to D+11. While
mucopurulent discharges were only observed in three control ponies for short periods of one day
between D+4 to D+9. We can then assume that VGCV had a positive effect against the action of EHV-
1. The protocol did not include bacteriological analysis, so we were unable to measure a potential
effect on secondary bacterial infection.

Viremia was measured using different methods, viral DNA extraction from blood, viral
extraction from 2.10¢ PBMCs and co-culture of 1.106 PBMCs on RK13 monolayer. Although all treated
ponies exhibited viremia, this was significantly reduced compared to the control group. In our study,
viraemia appears on D+3/D+4 post-infections, i.e. 2/3 days after the appearance of the first clinical
signs. This result is consistent with previous studies[33,34].

Our results suggest that an absence of ECP does not mean that there is no infectious virus in the
sample and underlines the importance of the positivity threshold of the techniques used[35,36]. The
degree of viremia is known to be an important factor implicated in the development of secondary
forms of the disease, such as abortion and EHM [2].

Due to the limitation of available vaccines, treatment with VGCV represents a potential strategy
to limit the spread and development of secondary forms of disease during EHV-1 outbreaks. We have
previously demonstrated that VGCV was effective at comparable concentrations in vitro against EHV-
1 strains from the EHV-1 field which present the three mutations known at this time at position 2254 of
the viral DNA polymerase ( ORF30; Azss, Ca254, G22s4) [15]. We can hypothesize that the antiviral activity
of VGCV observed in vivo within the framework of this study with strain C2254 is likely to apply to
other strains of EHV-1.
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We recently demonstrated that VGCV acts synergistically with decitabine, a deoxycytidine
analogue in vitro against EHV-1 [14]. The synergistic effect observed in vitro and the cost of treatment
could be improved in the future by identifying new antiviral cocktails. In addition, since
seroconversion was noted 14 days after infection for all ponies, this means that it is not necessary to
continue treatment for more than 2 weeks.

4. Materials and Methods

Animals and study design

Eight 10-month males welsh mountain ponies were included in this study. They were weighed at
41 (D-41) and 10 days (D-10). before experimental infection. They were between 124 kg and 162 kg with
a median at 153 kg of body weight. Ponies were randomly assigned to the treated or control group of
four subjects using http://www.randomization.com (seed 28092). All ponies were seronegative for anti-
EHV-1/4 antibodies in serum as determined by sero-neutralisation and complement fixation tests at D-
28 and D-5. EHV-1, EHV-4, EHV-2, EHV-5 and equine influenza virus were not detected in nasal
secretions at D-5. All animals were housed together in an isolated and daily cleaned stable. They were
fed daily with a commercial complete feed and drinking water was supplied ad libifum. All experiments
were conducted in accordance with the guidelines of the Directive 2010/63/EU of the European
Parliament and of the Council, in the facilities of the EU-1277 Plateforme d'Infectiologie
Expérimentale (PFIE, INRAE, 2018. Infectiology of farm, model and wild animals facility, [49]),
Centre Val de Loire, Nouzilly, France. All experimental procedures were approved by the Loire
Valley ethical review board (CEEA VdL, committee number 19, authorization number
APAFiS5#22708). Following the PFIE procedure, all study animals were euthanized using Dolethal
(pentobarbital) injection. Post-mortem samples were collected for future histological study. All
laboratory experiments were made under blind condition. Due to the management, blinding was not
possible for clinical evaluation in this study. Diagram of the experimental design of this study is
depicted in Supplementary Table 1. This report follows the CONSORT 2010 guidelines (Supplementary
Figure 1) [37,38].

Virus and experimental infection

The French EHV-1 strain FR-56628 was used at the third passage on rabbit kidney (RK13) cells.
This strain was isolated in 2018 from the peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of one horse
showing respiratory diseases. It possesses a C mutation at position 2254 in viral DNA polymerase gene
[12]. After virus amplification, nucleic acids were extracted from culture supernatant and tested
positive for EHV-1 using Diallo et al. (2006) PCR detection. Another typing PCR assay was performed
to confirm the ORF30 Cas mutation in position 752 as described previously [13]. Presence of EHV-1
strains with Gzzssand Azss mutations, EHV-4, EHV-2, EHV-5 and equine influenza virus was controlled.
All were negative.

Individual nebulisation was performed using a foal Flexineb® nebuliseur (VLC Europe, Bazoches
sur Guyonne, France) at day 0 (D0) as previously described for equine influenza virus experimental
infection [32]. The inoculum containing 2 mL of virus suspension holding 5.107 tissue culture infectious
doseso (TCIDso) was placed in the holding chamber of the nebuliser attached to a face mask. The duration
of nebulisation was 2 minutes. The virus titration was realised on RK13 cells using Karber method [39].

Valganciclovir administration

Four of the eight ponies were treated with VGCV (treated group), while the other four received
placebo (control group). The treatment consists in 6.5 mg/kg body weight of valganciclovir (Mylan
S.A.S., Saint-Priest, France) three times the first day (D0) and twice daily during 13 days (D+1 to D+13).
The first dose was given 2 hours prior inoculation. Treatments were prepared identically each day:
VGCV was dissolved in apple juice at 100 mg/mL and stored over-night at 4°C. The appropriate volume
of VGCV, depending of the weight of the animal, was mixed just before treatment in a drug gun
containing 15 mL of apple compote (Figure 7). Placebo treatment contains 10 mL of apple juice mixed
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with 15 mL of apple compote. Different drug guns were used for the two groups and all treatments
were given as a reward after clinical observations and samples collection.

(b)

Figure 7. (a) Drug gun loaded with apple compote and apple juice + valganciclovir. (b) Drug gun after
treatment administration to ponies. A small volume of apple compote remains in the drug gun after
each utilization and was estimated to be less than 10% of initial volume. One specific drug gun was
affected for each group for the duration of the study.

Clinical observation

For all ponies, clinical signs and rectal temperature were recorded once a day from D-6 to D-1 and
twice a day from DO to D+21. A rectal temperature (RT) of >38.8 °C was regarded as fever. Behaviour
(BV), nasal discharges (ND), coughing (CG), ocular discharges (OD), lymph node swelling (LN) and
nervous disorders (ND) were monitored during each clinical examination. The order of passage of the
ponies for the latter was random. A daily clinical score for each pony was defined using the scoring
presented in Supplementary Table 2. The cumulative clinical score (CCS) was calculated each day using
a formula adapted from the score for equine influenza virus infection in Welsh mountain ponies [40]:

CCS=RT+ND +2x (CG)+LN +OD + BV + ND

Blood collection and processing

Blood samples were collected once a day by jugular venepuncture into EDTA (10 mL) from D+1
to D+20 and into dry tubes (10 mL) at D-5 and at D+1 to D+20 just before treatment administration.
Serum was collected from dry tubes and frozen at -20°C until used. Viral DNA extraction from 2 mL of
EDTA blood sample was performed to determine cell-associated viremia using Nucleospin® Blood L
kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according to the manufacturer's instructions. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated from what remains of the EDTA tubes by density
centrifugation using lymphocytes separation medium (Eurobio, Courtaboeuf, France). Cells were
rinsed three times with phosphonate buffered saline (Eurobio) and suspended in RPMI medium
(Eurobio) supplemented with 10% fetal bovine serum (Eurobio), 100 IU/mL penicillin, 0.1 mg/mL
streptomycin and 0.25 pg/mL amphotericin B (Eurobio). PBMCs were counted using inverted
microscope. 2.10¢ PBMC were collected and frozen at -20°C for viral quantitation. Nucleic acids were
extracted using QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the
manufacturer's instructions. 1.10¢ other PBMCs were collected and seeded on rabbit kidney (RK13)
monolayer cells on 6-wells plates. RK13 were cultivated in Minimum Essential Medium (MEM) with
Earle’s salts (Eurobio) complemented with 10% Fetal Bovine Serum (Eurobio), 1% L-glutamine
(Eurobio), 100 IU/mL penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin and 0.25 pug/mL amphotericin B (Eurobio) at
37°C and 5% CO.. After 5 days of co-cultivation, the number of plaques was counted and plates were
frozen at -80°C for viral quantitation. Nucleic acids were extracted using QIAamp® Viral RNA Mini Kit
(Qiagen, Courtaboeuf, France) according to the manufacturer's instructions.
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Nasal swabs collection and processing

Nasopharyngeal samples were collected at D-5, D+1 to D+10, D+12, D+14, D+16, D+18 and D+20
using geniatal swabs. Swabs were inserted through the nostrils up to the nasopharynx alternating left
and right nostril each day. Swabs were then placed directly into polypropylene tubes containing 3 mL
of MEM with Earle’s salts (Eurobio) complemented with 1% L-glutamine (Eurobio), 100 IU/mL
penicillin, 0.1 mg/mL streptomycin and 0.25 pug/mL amphotericin B (Eurobio). Nasopharyngeal swabs
were vortexed and centrifuged. Each nasopharyngeal secretion was clarified by centrifugation and 10-
fold dilutions were prepared. Diluted samples were inoculated in triplicate on RK13 cells in 96-well
plates and incubated at 37°C for 7 days. Wells with cytopathic effects were recorded and titre of each
sample was determined using Karber method [39]. Medium was also collected for viral quantitation
and nucleic acids were extracted using QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France)
according to the manufacturer's instructions.

Viral load quantitation

Quantitative PCR of EHV-1, EHV-4, EHV-2 and EHV-5 were realised as previously described [41].
Each reaction was processed in a total volume of 25 uL containing 2x Tagman® Universal Master Mix
(Life Technologies, Villebon-surYvette, France), primers and probes using QuantStudio™ 12 K Flex
Real-Time PCR System (Life Technologies). Sequences of primers, probes and thermal cycling are
described in Supplementary Table 3.

Serological analysis

Neutralising antibody assay was performed using the sera of all 8 ponies collected at D-5 and D+1
to D+20 according to the OIE method ([42]). Briefly, two-fold serial dilutions of each serum from 1:4 to
1:256 were performed in duplicate on 96-well plates using complemented MEM with Earle’s salts
(Eurobio). The EHV-1 strain KyD (ATCC® VR-700™) was added to each dilution at a concentration of
100 TCIDso/well and plates were incubated at 37°C for one hour. Virus and sera mixtures were then
transferred on RK13 monolayer cells seeded in 96-well plates and incubated at 37°C and 5% CO2. After
3 days of culture, cells monolayers were examined using an inverted microscope. The SN titre was
estimated as the last dilution of serum neutralising the virus in both duplicates (no cytopathic effect
formation).

Ganciclovir quantitation

GCV concentration in serum was determined in sera at D-5 and at DO to D+20. After a freezing
period at -20°C, sera were centrifuged at 5000 rpm for 30 min. 500 uL of supernatant was recovered
and evaporated using EZ-2 series GENEVAC during 150 min. 100 pL of acetonitrile with 0.1 % of formic
acid were added in dry tubes, then 400 pL of high-purity water was added. Tubes were then incubated
at room temperature for 30 min and filtered using 0.45 pm polychlorure vinyle filter. The ganciclovir
concentration was determined using UHPLC-MS/MS 6495 (Agilent Technologies) with Acquity HSS
column and Acquity HSS VANGUARD pre-column. A standard curve from 0.025 pug/mL to 1 pug/mL
was used for GCV quantification. Deuterium marked ganciclovir (Toronto Research Chemicals) was
used as internal-standard for the quantification of GCV.

Statistical analysis

Statistical analysis were performed on StatGraphics® Centurion 224 XVI Version 16.1.12 for
windows (StatPoint Technologies, Inc, Warrenton, VA, USA). Data were considered significant for p
value <0.05.
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Supplementary Table 1: Summary of the experimental protocol

Day from virus inoculation -41 -28 -10 -6 -5 -4 -3 -2 -1 0 +1 +2 +3 +4 +5 +6 +7 +8 +9 +10 +11 +12 +13 +14 +15 +16 +17 +18 +19 +20 +21
Weighing x x

Virus inoculation (FR-56628; 5.107 TCIDs) x

Clinical signs evaluation (twice a day) X x X X x X X x X X X X X X x X X x X X x X X x X X x X
Serum sample (once a day) x x X X X X x X X x X X x X X x X X x X X x X
PBMC isolation (once a day) X X X X x X X x X X x X X x x x x
Nasopharyngeal swab collection (once a day) x X X X x x X x x x X x x x x x
VGCV treatment 01* X x X X X X X X X X X x x x

VGCV treatment 02* X X X X X X X X X X X x x x

VGCV treatment 03* x

Euthanasia and post-mortem collection t

*: treated group only

Supplementary Table 2: Description of the clinical signs score

Clinical signs Score Description

o

Normal
Attitude Quiet and nearly lethargic

Severe depression

Normale (< 38.8 °C)

Low fever (> 38.8 °C to <£39.4 °C)
Moderate fever (>39.4°C to <40.0 °C)
Severe fever (>40.0 °C)

No discharge

Rectal temperature

Slightly and unilateral discharge
Slighlty and bilateral discharge
Abundant and bilateral discharge or abundant and unilateral muco-purulent discharge

Nasal discharge

Abundant and bilateral muco-purulent discharge

No coughing
Cough Coughing once during 30 min.

Coughing two or more times during 30 min.

No discharge
Ocular discharge Slightly to moderate discharge
Abundant discharge

Barely palpable

Mandibular lymph Green peas-sized
Bean-sized

nuts sized

node

W N = O PR OIN —m Ok WIN PR O[WwN R OIN =
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Supplementary Table 3: Amplification conditions for viruses detection by PCR

Virus Target gene  Primers and probe sequences (5'-3') Product size (bp) Thermoprofile Reference
F: CATGTCAACGCACTCCCA 95 °C (10 min.)

EHV-1 gB R: GGGTCGGGCGTTTCTGT 63 95 °C (15 sec.) 45 (Diallo et al., 2006)
P: FAM-CCCTACGCTGCTCC-MGB-NFQ 62°C (1 min.)
F: GGGCTATTGGATTACAGCGAGAT 95 °C (10 min.)

EHV-4 gB R: TAGAATCGGAGGGCGTGAAG 58 95 °C (15 sec.) 45 (Diallo et al., 2007)
P: VIC-CAGCGCCGTAACCAG-MGB-NFQ 60°C (1 min.)
F: CCTCAACCTGACTGACATACCCA 95 °C (10 min.)

EHV-2 gB R: TTTAGAATAGAGCTCAATCACCTTAAAATC 100 95 °C (15 sec.) 45 (Brault et al., 2010)
P: FAM-CACCATGATTACCCTGAACCTGTCTCTGGT-BHQ1 60°C (1 min.)
F: AACCCGCCGTGCATCA 95 °C (10 min.)

EHV-5 gB R: AGGCGCCACACACCCTAA 66 95 °C (15 sec.) 45 (Hue et al., 2014)
P: FAM-ACAACACCACCAACCCCTTTCTGCTG-BHQ1 60°C (1 min.)
F: AGATGAGYCTTCTAACCGAGGTCG 95 °C (10 min.)

EIV M R: TGCAAANACATCYTCAAGTCTCTG 102 95 °C (15 sec.) 45 (Heine et al., 2007)
P: FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-BHQ1 60°C (1 min.)

Supplementary Figure 1: CONSORT Flow Diagram

+ CONSORT

N TRANSPAREI\IT REPORTING of TRIALS

CONSORT 2010 Flow Diagram: Oral administration of valganciclovir reduces

clinical signs, virus shedding and viremia in ponies experimentally infected with

the new variant Cy;s54 of equid herpesvirus-1
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3.4. Résultats et discussion

La souche FR-56628 a été utilisée lors de l'infection expérimentale réalisée sur 8 poneys
dont 4 ont recu le traitement au VGCV. Il était important de vérifier que les doses injectées étaient
bien métabolisées chez les animaux traités. Une concentration plasmique de GCV supérieure a son
ECso déterminée in vitro (0,153 pg/mL) contre cette méme souche (Thieulent et al., 2020a : article
2) a été mesurée durant toute la durée du traitement. Ce résultat montre que tous les poneys ont
bien métabolisé le VGCV et que la dose administrée est suffisante. De plus, le processus de
préparation du traitement : dilution du VGCV dans du jus de pomme, mélange avec de la compote
de pomme et utilisation d’un pistolet drogueur, est également adapté. Aucun effet indésirable n’a
été noté suite a 'administration du traitement, suggérant que cette dose de VGCV est bien tolérée
par les poneys et confirmant les résultats précédemment obtenus avec une seule dose de VGCV
(Carmichael et al., 2013). Aucun anticorps neutralisant 'HVE-1 n’a été détecté au cours des 4
semaines précédant l'infection et la séroconversion a été observée chez tous les poneys entre

D+10 et D+14, période classiqguement décrite pour mesurer la séroconversion (Hartley et al., 2005).

Concernant les signes cliniques, le traitement a permis de réduire de facon significative la
durée de la fievre, la durée et I'amplitude de I'excrétion virale, ainsi que la sévérité de la toux.
Aucun effet bénéfique n’a été observé sur I’hypertrophie des ganglions submandibulaires, sur
I'abondance des sécrétions oculaire et sur le comportement général des poneys. La sévérité du
score clinique total (voir matériels et méthodes : article 5) a été significativement diminuée chez les
poneys traités. Aucun des chevaux n’a eu de signes cliniques évocateurs de la forme nerveuse,
comme cela a été le cas lors de I'isolement de la souche au cours de I'épizootie de 2018. Ceci peut
étre d0 a I'dge des animaux. En effet, il est décrit que les formes nerveuses de la maladie sont

préférentiellement rencontrées chez les chevaux agés (Lunn et al., 2009).

Le traitement n’a pas permis de réduire de maniére significative I'excrétion virale lorsqu’elle
est mesurée par gPCR. Cependant, le nombre de particules virales infectieuses excrétées a été
significativement réduit durant toute la durée du traitement. Aucune particule virale infectieuse n’a
été détectée par culture cellulaire chez I'ensemble des poneys a partir D+14, ce qui est
probablement lié¢ a la présence d’un fort taux d’anticorps neutralisants. La présence d’ADN viral a

cependant été détectée durant toute la durée de I'expérience par gPCR. Les résultats positifs
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obtenus en gPCR a partir de D+14 semblent correspondre a la présence de particules d’HVE-1 non
infectieuses. Pour démontrer cela, il serait intéressant de faire cohabiter des poneys non infectés
avec les poneys infectés aux différents stades de l'infection afin de déterminer a partir de quelle
dose le virus est infectieux comme cela a pu étre réalisé pour le virus de la grippe équine (Garrett
et al., 2017). Cette expérience devrait étre réalisée avec un nombre minimum de poneys pour
chaque stade afin de ne pas étre tributaire de I'aspect individuel, en particulier en ce qui concerne
le systeme immunitaire. Du jetage nasal mucopurulent a été observé chez tous les poneys
controles entre D+4 et D+11, tandis que seuls 3 poneys traités ont présenté du jetage
mucopurulent sur une période d’un a deux jours entre D+4 et D+9. Ces résultats montrent que le
traitement a permis de réduire de facon significative les signes cliniques respiratoires et I'excrétion

de particules virales infectieuses.

La virémie, mesurée par quatre approches différentes, a été réduite de facon
significative. Ces quatre approches comprenaient i) la quantification du nombre de particules
d’HVE-1 dans 2 mL de sang, ii) la quantification du nombre de particules d’"HVE-1 dans 2.10°
PBMCs, iii) un suivi au microscope de co-cultures comprenant 1.10% PBMCs sur des cellules RK13 et
iv) la quantification du nombre de copies génome d’HVE-1 produits a partir de 1.10° PBMCs mis en
co-culture sur des cellules RK13. La mise en place de la virémie a pu étre observée entre D+3 et
D+4, soit 2 a 3 jours apres |'apparition des premiers signes cliniques. Cela signifie que nous avons
quelques jours pour commencer |'administration du traitement, car le virus n'est pas encore
présent dans le sang. On sait que le degré de virémie est un facteur important dans le
développement des formes secondaires graves et un traitement qui réduit par conséquent la
virémie est souhaité. Au cours de cette étude, la virémie a été considérablement diminuée chez les
poneys traités par rapport aux poneys témoins. Ainsi, nous suggérons qu'un traitement au VGCV,
réalisé de facon précoce, pourrait constituer une stratégie efficace pour limiter la dissémination du

virus et donc I'apparition des formes secondaires graves.

Cette étude a démontré qu’un traitement au VGCV permet de réduire les signes cliniques,
I’excrétion de particules virales infectieuses et la virémie cellulaire de maniére significative chez des
poneys infectés par voie intranasale avec la souches d’"HVE-1 FR-56628. Bien qu’il ne permette pas
de réduire pleinement la virémie cellulaire, le VGCV pourrait constituer a I'heure actuelle le

meilleur traitement antiviral a utiliser sur le terrain en complément de la vaccination pour lutter
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contre les formes graves induites par I'HVE-1. Nous n’avons pas observé au cours de cette infection

expérimentale de spécificité liée a la souche Caas4 (FR-56628).
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L"herpésvirus équin-1 (HVE-1) est considéré comme |'un des virus provoquant les plus
importantes pertes économiques dans la filiere équine, notamment avec les avortements et les
troubles nerveux qu’il induit. Chaque année des foyers infectieux a HVE-1 surviennent en France et
dans le monde malgré I'existence de vaccins. Si I'efficacité des vaccins pourrait étre améliorée,
ceux-ci ont montré une bonne activité pour réduire les troubles respiratoires et I'excrétion virale.
L'introduction de ces vaccins dans les années 1960 a notamment permis de réduire le nombre de
foyers de rhinopneumonie et a mis fin au phénoméne d’« abortion storm » dans la plupart des
pays. Cependant de nombreux foyers de myéloencéphalopathie a HVE-1 sont encore rapportés

chaque année dans le monde (https://app.jshiny.com/jdata/icc/iccview). Face a ces limitations, les

acteurs de la filiere équine se tournent de plus en plus vers des traitements alternatifs et
I"utilisation de molécules antivirales semblent constituer une piste d’avenir pour lutter contre les
formes graves. Cependant, trés peu de molécules antivirales ont été étudiées in vitro contre ce
virus (Vissani et al., 2015 ; Maxwell et al., 2017). Parmi elles, seule I'aciclovir (ACV) a fait I'objet
d’études expérimentales chez I'espéce cible sans démontrer d’effet probant (Garre et al., 2009 ;
Maxwell et al., 2017). En I'absence de traitement efficace, le panel de molécules antivirales
proposé aux acteurs de la filiere équine est aujourd’hui réduit a seulement quelques molécules. La
recherche de molécules par repositionnement est une stratégie intéressante de plus en plus
employée en biologie dans différents domaines et notamment en oncologie (Jourdan et al., 2020).
En I'absence d’autorisation de mise sur le marché francais de traitement par les antiviraux pour les

maladies équines, cette stratégie présente un fort intérét contre I'HVE-1.

Ce travail de thése a montré en premier lieu I'efficacité du systéme RTCA xCELLigence” pour
suivre en temps réel I'infection cellulaire par plusieurs herpesvirus équins, dont 'HVE-1 (Thieulent
et al 2019 ; article 1). Les résultats obtenus sur notre modele cellulaire avec les HVE-1, -3 et -4
montrent clairement que ce systéme d’analyse est pertinent pour I'étude de I'ensemble des virus
provogquant une altération du tapis cellulaire, et ce, sans provoquer une diminution de la viabilité
cellulaire comme précédemment décrit (Turowska et al., 2010, Scrochi et al., 2017). Nous avons
également fait la preuve de concept que ce systeme était adapté au criblage d’un grand nombre de
molécules au format 96 puits. Afin d’analyser ces résultats, nous avons développé un arbre
décisionnel tout en prenant en compte les éventuels biais. Il est basé sur le calcul des criteres de

sélectivité suivants : aire sous la courbe (AUC) et temps requis pour réduire le Cell Index de moitié
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(ClTsp). Ces criteres ont été fixés au regard de notre modele d’étude et sont adaptables a I'étude
d’autres alphaherpesvirus. Des travaux préliminaires réalisés sur un gammaherpésvirus équin,
I"'HVE-2, ne nous ont cependant pas permis de suivre |'infection de ce virus sur cellules ED. Notre
hypothese principale pour expliquer ce résultat repose sur la faible vitesse de multiplication de ce
virus sur cellules ED. L'utilisation d’un modéle cellulaire plus adapté et 'optimisation des conditions
d’analyse permettrait de suivre 'effet de I'HVE-2 in vitro. Cela démontre que bien que cette
technologie semble adaptable a I’ensemble des virus, les conditions expérimentales doivent étre
revues selon les modeles. Comme tous les couples cellules/virus utilisés en laboratoire sont
uniques, une modification des seuils d’AUC et de ClTsp est requise pour chacun d’entre eux.
D’autres études ont également été conduites avec cette technologie au sein de notre laboratoire
sur l'artérite virale équine (non publiés) et sur le virus du syndrome respiratoire et reproducteur
porcin (Saade et al., 2020). Ce systéme a également été utilisé pour I'étude d’alphavirus (Zandi et
al., 2016, MArlina et al., 2015), d’entérovirus (Teng et al., 2013) et de flavivirus (Charretier et al.,
2018).

La seconde partie de ce travail consistait en |‘application de la technologie RTCA
xCELLigence® au criblage a moyen/haut débit d’environ 3 000 molécules contre I'HVE-1. En effet,
seule une vingtaine de molécules avaient été testés in vitro contre I'HVE-1 avant notre étude
(Introduction : partie 7). Avec la possibilité de suivre simultanément et de fagcon indépendante 6
plagues 96 puits, cette technologie s'est révélée idéale pour la réalisation de ce criblage. Elle a
d’ailleurs été préalablement utilisée pour le criblage a haut débit de presque 120 000 molécules
dans le but de trouver de nouveaux composés antimitotiques (Ke et al., 2010). L'exhaustivité des
données de notre criblage sera bient6ét ouverte a I'ensemble de la communauté scientifique avec la
publication de I'article 3 (Thieulent et al., 2020b : soumis) dans le journal Data in Brief. L'apport de
ces données est important et pourra notamment servir aux équipes travaillant sur les herpésvirus
en médecine vétérinaire et humaine. En effet, ces données apportent des informations prédictives

sur 'efficacité potentielle des molécules testées dans notre étude contre d’autres herpésvirus.

Sur la base des 21 molécules ayant montré une bonne efficacité contre I'HVE-1 suite a ce
criblage (Thieulent et al., 2020a ; Article 2), 8 molécules ont été sélectionnées pour leur activité
optimale. L'ACV et le ganciclovir (GCV), font partie de ces molécules retenues et confirment les

résultats précédemment obtenus (Thieulent et al, 2019 ; article 1). L'aphidicoline, I'idoxuridine, le
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pritelivir et le valganciclovir (VGCV) sont quant a elles connues pour étre efficaces contre des
herpesvirus humains. L'aphidicholine et I'idoxuridine ont précédemment été décrites comme
efficaces contre I'HVE-1 (De Clerq 1984, Goodman 2007), ce qui « conforte » les résultats obtenus
lors du criblage par la technologie RTCA xCELLigence®. Nous avons identifié la classe des analogues
de désoxycytidine comme présentant un fort effet antiviral contre I'HVE-1. Celle-ci comprend la
cytarabine, la décitabine (DTB) et la gemcitabine. Parmi ces dernieres, la DTB s’est montrée la plus

efficace quels que soient le modele cellulaire et les souches d’HVE-1 utilisés.

Comme I'HVE- 1 n’est pas le seul herpesvirus impactant 'espéce équine, il s’avere tres
intéressant d’évaluer 'effet de ces molécules contre d’autres herpésvirus équins. Des travaux ont
d’ailleurs été réalisés sur les HVE-8 et HVE-9 au laboratoire, et ont montré des résultats
comparables a ceux obtenus avec I'HVE-1 (data non publiées). Des travaux seront également
réalisés sur I'HVE-4 dans le cadre de la thése de Camille Normand intitulée « Infections
respiratoires a HVE-4 : caractérisation pour une prophylaxie optimale » qui feront suite a des
résultats préliminaires encourageants. Dans le cas oU un traitement s’avérerait efficace in vitro,
I"utilisation des molécules d’intérét serait a envisager contre les formes graves aujourd’hui
suspectées d’étre induites par ce virus. Par ailleurs, comme I'HVE-1 et I'HVE-4 se comportent
différemment sur de nombreux modeles cellulaires, I'évaluation de molécules antivirales contre
I"HVE-4 constitue un trés bon modeéle d’étude comparée afin de mieux comprendre les différents
mécanismes d’action. L'HVE-3, responsable de I'exantheme coital et sévissant fortement en
Amérique du sud, s’avere également étre une cible intéressante pour un traitement antiviral
(Vissani, communication personnelle). Comme ce virus provoque des atteintes cutanées au niveau
de la sphére génitale, l'utilisation d’'une de ces molécules serait a envisager sous forme de
pommade. La recherche de molécules antivirales est également un enjeu majeur pour d’autres
herpésvirus d’intérét vétérinaire (Thomassy and Maggs, 2016). Dans un concept One Health,
évaluer I'ensemble des molécules d’intérét identifiées lors de ces travaux contre le BoHV-1, le
GaHV-2 ou encore le FeHV-1 pourrait constituer une piste a explorer. Si un traitement antiviral ne
peut néanmoins étre considéré contre I'ensemble de ces virus a cause du colt important, une
étude in vitro présente un fort intérét scientifique pour la compréhension des différents

mécanismes d’action.
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Parmi les molécules les plus efficaces, la DTB présente de nombreux avantages, elle est
efficace in vitro sur I'ensemble des modeles cellulaires testés, elle montre un tres bon effet
synergique in vitro avec le VGCV, quel que soit le modele mathématique d’étude utilisé, et possede
un mécanisme d’action différent du VGCV. Son effet, ainsi que ceux des autres analogues de
déoxycytidine, sera investigué au laboratoire contre plusieurs herpésvirus humains, tels que I'HSV-1
(HHV-1) et le VZV (HHV-3). La mise en place du suivi de ces virus sur cellules VERO et MRC-5 avec le
systeme RTCA xCELLigence® est actuellement en cours d’investigation au laboratoire. En fonction
des résultats obtenus, il faudra ensuite étendre le nombre de virus a étudier afin de caractériser au
mieux son spectre d’action. Des études de combinaison entre le VGCV et la DTB sont par ailleurs a

prévoir en fonction des résultats obtenus avec la DTB.

Une seconde phase de validation des molécules d’intérét sur des modeles ex vivo de
cultures d’explants de trachées équines et sur cellules primaires épithéliales respiratoires équines
(EREC) présente de nombreux avantages. L'utilisation de ces modeles est tres intéressant afin de
confirmer ou non les résultats obtenus sur lignées cellulaires avant d’envisager des études in vivo
chez I'espere cible. Ces modeéles de culture ont déja été utilisés précédemment pour évaluer 'effet
de molécules antivirales et semblent d’ailleurs plus adaptés que la culture sur lignée cellulaire pour
prédire les effets observés in vivo (Glorieux et al., 2012). Durant ma deuxiéme année de thése, jai
eu l'opportunité d’étre formé a la culture de ces modéles au sein du laboratoire de virologie
vétérinaire du professeur Hans Nauwynck (Université de Ghent, Belgique). J'ai ainsi pu transposer
ces deux modeles de culture au sein de la plateforme Normandie Equine Vallée, site de Saint-
Contest. La culture de ces modeles reste néanmoins longue et fastidieuse et n’a pas pu étre
totalement finalisée, principalement a cause du manque de temps et de la difficulté
d’approvisionnement en tissus équins sains et frais. Ce travail sera poursuivi au laboratoire avec

notamment la validation des étapes d'immunomarquage du virus.

Nos résultats obtenus in vitro (Thieulent et al., 2019 ; Thieulent et al., 2020a, Thieulent et
al., 2020b), les résultats de la littérature (Garre et al., 2008, Azab et al.,, 2010), les données
pharmacocinétiques (Carmichael et al., 2012) et I'absence de traitement efficace in vivo (Garre et
al.,, 2009, Maxwell et al., 2017) nous ont conduit a tester I'effet du VGCV sur des poneys
expérimentalement infectés par I’'HVE-1 (Thieulent et al., en rédaction : Article 5). Au cours de cette

étude, nous avons montré que le traitement permet de réduire I'ensemble des signes cliniques,
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I'excrétion virale et la virémie. Les résultats obtenus montrent donc l'intérét d’utiliser un
traitement au VGCV lors de foyers infectieux a HVE-1. De plus, ces résultats montrent que ce
dernier est plus efficace qu’un traitement au valaciclovir (VACV) (Garre et al., 2009), qui était

considéré jusque-la comme le traitement de premier choix contre les infections a HVE-1.

Nous avons également mis en évidence un trés bon effet synergique in vitro entre le VGCV
et la DTB (article 2). L’association de ces 2 molécules in vivo pourrait étre envisagée. Pour cela, il
sera pertinent d’étudier la pharmacocinétique et la toxicité de la DTB sur modéle équin. L’étude de
ces parametres est prévue dans le cadre du consortium SAVE avec le projet « SAVE Satellite ».
Celui-ci prévoit tout d’abord d’évaluer la stabilité métabolique de la DTB sur microsomes de foie
équin et d’évaluer sa toxicité sur modele équin. Dans I'hypothese ou la DTB présenterait des
parametres pharmacocinétiques intéressants in vitro et une absence d’effet toxique, il faudrait
réaliser en premier lieu une étude pharmacocinétique sur modele équin afin de déterminer la dose
de DTB a administrer puis d’envisager une infection expérimentale sur ce méme modele. Cette
derniére devra étre constituée idéalement de quatre groupes distincts : un groupe controle de
poneys infectés, un groupe de poneys infectés traités a la DTB, un groupe de poneys infectés
traités au VGCV et un groupe de poneys infectés traités simultanément a la DTB et au VGCV. Une
étude de cette taille s"avererait cependant tres co(teuse et la réalisation d’une étude comprenant
seulement un groupe infecté contréle et un groupe infecté traité au VGCV et a la DTB serait plutot
envisageable. En reproduisant les conditions expérimentales de I'article 5, cette étude permettrait
d’évaluer I'effet anti-HVE-1 de la DTB directement sur le modele équin et ainsi de valider ou non
son effet synergique avec le VGCV. Cette combinaison de molécules pourrait permettre de réduire
de facon plus conséquente la virémie cellulaire et ainsi prévenir I'apparition de I'ensemble des
formes graves. Par ailleurs, nous avons démontré que |'effet antiviral de la DTB est inhibé par la
présence de désoxycytidine (Thieulent et al., 2020a ; Article 2). Il sera donc intéressant d’évaluer la
concentration sanguine de désoxycytidine libre et présente dans les PBMCs, afin de déterminer

avec précision la concentration de DTB a administrer.

Par ailleurs, de plus en plus de souches d’herpésvirus humains présentent des résistances
aux antiviraux classiques, tels que I'ACV et le GCV (Piret and Boivin, 2016, Razonable, 2018). Dans
ce contexte, |'utilisation d’analogues de désoxycytidine, qui semblent uniquement activés par des

kinases cellulaires, pourrait permettre de lutter efficacement contre ces souches résistantes. Dans
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I"hypothese ou les traitements antiviraux seraient de plus en plus utilisés en médecine vétérinaire,
I’émergence de souches d’"HVE-1 résistantes au VGCV demeure probable. Ainsi, évaluer I'effet de la
DTB contre des souches d’"HVE-1 mutantes en thymidine kinase permettrait de confirmer son mode
d’activation et d’anticiper ce risque. Des souches d’HVE-1 et d’HVE-4 de ce type ont déja été
construites en laboratoire (Azab et al., 2010) et pourraient étre utilisées. A notre connaissance,
aucune étude n’a étudié la prévalence de souches d’HVE-1 circulantes présentant les mutations

décrites chez les herpésvirus humains comme induisant une résistance au GCV.

Lors de ces travaux, nous avons identifi¢ une souche d’"HVE-1 (FR-56628) présentant une
mutation jamais décrite au préalable. Celle-ci se caractérise par la présence d’une cytosine en
position 2254 (Ca2s4) du géene I’ADN polymérase virale (Paillot et al., 2020, article 4). Nous avons pu
montrer que cette souche induit des symptomes similaires aux souches circulantes (Thieulent et
al., en rédaction : Article 5). De plus, nous avons démontré que cette mutation n’impactait pas
I'efficacité des molécules antivirales testées (Thieulent et al., 2020a; Article 2). Ces travaux
montrent une fois de plus que I'importance du polymorphisme en position 2254 du gene de I’ADN

polymérase de I'HVE-1 a peut-étre été surévaluée.

L'ensemble de ce travail de these a permis de faire avancer la recherche dans le domaine
des antiviraux en santé équine avec la découverte d’un grand nombre de composés efficaces
contre 'HVE-1. Par ailleurs, I'’étude expérimentale réalisée permet de démontrer qu’un traitement
au VGCV est a I’heure actuelle le meilleur traitement pour lutter contre ce virus. La découverte de
I'effet anti-HVE-1 de la DTB couplée a son effet synergique avec le VGCV, ouvre de nouvelles
perspectives dans la lutte contre I'ensemble des herpésvirus. Bien que les études de combinaisons
aient été réalisées au cours de ces travaux avec des associations de seulement deux composés, des
combinaisons a trois composés, plus complexes a réaliser, permettraient de proposer un cocktail

de molécules capables de combattre de facon toujours plus efficace les herpésvirus équins.
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Annexe 4: lIdentification of a New Equid Herpesvirus 1 DNA
Polymerase (ORF30) Genotype with the Isolation of a Cizs4/H7s> Strain in

French Horses showing no major impact on the strain behaviour (in press)
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Abstract: Equid herpesvirus 1 is one of the most frequent viral pathogens in the horse population and is
associated with respiratory disease, abortion and still-birth, neonatal death or neurological disease. A
single point mutation in the DNA polymerase gene (ORF30: A2254G, N752D) has widely been associated
with neuropathogenicity of strains although this association was not exclusive. This study describes the
fortuitous isolation of a strain carrying a new genotype Czs4 (H7s2) from an outbreak in France that lasted
several weeks in 2018 and involved 82 horses, two of which showed neurological signs of disease. The
strain was characterised as Ut clade 10 using EHV-1 Multi Locus Sequence Typing (MLST) classification
but was not identified or isolated since 2018. The retrospective screening of EHV-1 strains collected
between 2016 and 2018 did not reveal the presence of the Cz2s4 mutation. When cultured in vitro, the Cass
EHV-1 strain induced typical EHV-1 syncytium and cytopathic effect but no significant difference was
observed when compared with Azss and Gzzss EHV-1 strains. An experimental infection was carried out on
4 Welsh mountain ponies to confirm the infectious nature of the Cxss strain. A rapid onset of marked
respiratory disease lasting at least 2 weeks, with significant virus shedding and cell-associated viraemia
was observed. Finally, in vitro antiviral assay using impedance measurement and viral load quantification
was performed with three antiviral molecules (ganciclovir (GCV), aciclovir (ACV) and aphidicolin (APD))
on the newly isolated Czss strain and two other A/Guss field strains. The three strains showed similar
sensitivity to ganciclovir and aphidicolin but both C2254 and A2s4 strains were more sensitive to aciclovir
than Gzzss strain, using viral load measurement.
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1. Introduction

The equid herpesvirus 1 (EHV-1) is an Alphaherpesvirus classified among the Herpesviridae family and
the Varicellovirus genus [1]. EHV-1 is one of the most important viral pathogens infecting horses. Some cases
were also reported in other equid and non-equid mammals [2,3].

Transmission of the EHV-1 occurs through direct contacts between horses, inhalation of infectious
aerosols, direct contacts with infected fomites, placenta and aborted foetus, or indirect contacts with
humans. EHV-1 first infects and replicates in the epithelial cells of the upper respiratory tract [4,5]. At this
stage of EHV-1 infection, horses may present a respiratory form of disease associated with nasal discharge,
cough and pyrexia. EHV-1 quickly translocates to the draining lymph nodes and associated lymphoid
tissues where it infects leucocytes [6]. Circulation of infected leucocytes during cell-associated viraemia
disseminates EHV-1 through the organism, to secondary sites such as the central nervous system or the
reproductive tract. In these cases, EHV-1 can induce equine herpesvirus encephalomyelitis (EHM; from a
mild limb ataxia to quadriplegia) or abortion, stillbirth and neonatal death [7-10]. Finally, like all
herpesviruses, EHV-1 has the ability to establish latency after primo-infection and to reactivate under
environmental stress conditions, immune weakness or after corticoid-based treatments [11-15].

EHV-1 genome is 150 kbp and carries 76 ORFs encoding for proteins involved at different stages of the
viral replication cycle. Among them, the 3663 kb long open reading frame 30 (ORF30) encodes for the DNA
polymerase [16]. The mechanisms conditioning one type of disease from another are not well-known but a
correlation between a non-synonymous mutation in position 2254 of the ORF30 and the pathogenicity of
EHV-1 strains was presented in 2006 by Nugent et al. [17]. Strains carrying a guanine (G) in position 2254
(aspartic acid (D) in position 752 of the protein), were identified as neuropathogenic, while those carrying an
adenine (A) in the same position (asparagine (N752)) were identified as non-neuropathogenic [17-19].
Several studies based on field isolates since suggested that abortion is largely associated with Axss EHV-1
strains, while in the case of EHM, the genotype/pathotype association is less obvious [20-22]. It has been
described that Gzs4 EHV-1 strains replicate more efficiently in the horse and produce significantly higher
viral loads [23].

Due to the diseases it causes, EHV-1 has a significant impact on the equine health and industry. As a
preventive strategy, thorough vaccination against EHV-1 reduces the intensity of the clinical signs, virus
shedding and therefore the extent of an outbreak [24]. It is generally accepted that implementation of EHV-1
vaccination in the late 1960s alongside biosafety measures and herd management have reduced the abortion
storm occurrence [10]. To date, no claim exists against the EHM for the various vaccines against EHV-1,
possibly due to the difficulty to experimentally reproduce this form of disease [20,25,26]. Concerning the
therapeutic strategy, no EHV-1 specific treatment is commercialised. However, some studies have shown
the in vitro efficacy of antiviral compounds such as ganciclovir (GCV) and aciclovir (ACV) [27,28]. The
ORF30 position 2254 mutation has no effect on these molecules efficacy in vitro but has been shown to
modify EHV-1 sensitivity to aphidicolin (APD) in vitro. Indeed, APD had a better antiviral effect against
Axss (N752) EHV-1 strains than Gzss (D752) EHV-1 strains [18]. However, in vivo experimental infections
showed heterogeneous data after aciclovir treatment [28,29].

This study describes a new ORF30 genetic profile, with the identification of a strain carrying a cytosine
(C) in position 2254 resulting in a histidine (H) in the amino acid position 752. The strain was isolated at
several occasions over 6 months in 2018 from one single and localised EHV-1 outbreak and during which 82
vaccinated horses were affected and showed clinical signs of respiratory diseases, associated with
hyperthermia and hind limbs oedema [30]. Two horses showed neurological signs of disease and one of
them was euthanised. Virus isolation, complete ORF30 sequencing and multi locus sequence typing (MLST)
allowed the identification of an UL clade 10 EHV-1 strain. A new PCR genotyping test was developed to
identify specifically the Czz strain. Experimental infection on four Welsh mountain ponies confirmed the
infectious nature of the newly isolated strain. In vitro antiviral assays using Real-Time Cell Analysis (RTCA)
technology ([27]) against the newly isolated strain and two other A/G:zs: field strains showed that these
three strains had good sensitivity to GCV, ACV and APD.
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2. Materials and Methods

2.1. Samples collection and EHV-1 strains

160 samples related to EHV-1 outbreaks were collected between 2016 and 2020 from the diagnostic and
equine research Institute LABEO (Saint-Contest, France), the French Epidemiological Surveillance Network
for Equine Pathology (Réseau d’Epidémio-Surveillance en Pathologie Equine (RESPE), Saint-Contest,
France) and associated equine veterinary practitioners (109 nasal swabs or tracheal washes, 6 spinal cord,
brain or cerebrospinal fluid samples, 36 liver, lung or placenta samples, and 9 blood samples)
(Supplementary Table S1). These data included samples collected from 21 horses housed at the same
premises during an EHV-1 outbreak that occurred between March and November 2018. During this
outbreak, nasal swabs were taken from 9 horses (Horses 1 to 9) at the onset of clinical signs of respiratory
disease. Nasal swabs, heparinised blood and serum samples were taken from 12 horses at the same time
(Horses 10 to 21). Serum samples were also collected 14 days later from 11 out of these 12 horses (Horses 10
to 20).

Two other EHV-1 strains, FR-6815 (A2254/N752) and FR-38991 (Gzzs4/D7=2), collected at LABEO in 2013 and
2009 respectively, were also used in this study for antiviral assay [27].

2.2. Nucleic acids extraction

Nasal swabs were sampled in 4 mL Eagle Minimal Essential Medium complemented with 1%
antibiotics (Penicillin-Streptomycin-Amphotericin, reference: CABPSA00-0U, Eurobio, Courtaboeuf, France)
or phosphate-buffered saline (PBS). Nucleic acids from nasal swabs and from culture supernatant for the
antiviral assay were extracted using QIAmp® Viral RNA Mini Kit extraction kits (Qiagen, Hilden, Germany)
as manufacturer’s recommendations.

2.3. PCR assays

Detection/quantitative PCR (PCR 1): A quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) assay was
performed on purified nucleic acids for EHV-1 glycoprotein B (gB) gene detection and quantification using
Diallo et al. (2006) primers and probe. All qPCR details are summarised in Supplementary Table S2 [31].
TagMan Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) was used for this assay.
A standard curve based on a cloned sequence was used for the calculation of the number of copies per
sample as described previously [27,32].

Typing PCR (PCR 2): A second real time PCR assay was performed using Allen et al. (2007) primers and
probes for the ORF30 A/Gzs4 typing [33]. TagMan Universal Master Mix was also used for this PCR and all
details are summarised in Supplementary Table S2.

A new PCR (PCR 3) assay was designed with a specific probe for the detection of a cytosine at the
ORF30 2254 position (Table 2).

2.4. Sequencing assay, MLST, phylogenetic analysisand 3D modelisation

ORF30 position 2254 sequencing was performed using Allen et al. (2007) PCR primers (Supplementary
Table S2). Amplification PCR (PCR 4) was performed using Phusion Hot Start Il DNA Polymerase (2 U/uL)
chemistry (ThermoFisher Scientific). Amplicons were purified using QIAquick PCR Purification Kit®
(Qiagen). Sequencing PCR (PCR 5) was performed using BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ThermoFisher Scientific). All details are described in Supplementary Table S2. Sequencing products were
purified using ZR DNA Sequencing Clean-Up® Kit (Zymo Research, CA, USA) and electrophoresis was
performed using the 3500 Genetic Analyser® (ThermoFisher Scientific). Complete ORF30 sequencing was
performed by BIOFIDAL (Vaulx-en-Velin, France), as previously described [22] (Supplementary Table and
Figure S3). Sequences were analysed using BioEdit version 7.0.5.3 (Tom Hall, Carlsbad, CA, US) [34]. A
median joining network based on ORF30 was built using Population Analysis with Reticulate Trees
(PopART) software (Jessica Leigh, David Bryant and Mike Steel, Dunedin, New Zealand) [35].
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The MLST analysis was performed as previously described [22,36]. Sequences were also analysed using
BioEdit, and a Neighbour joining Network was built using Splitstree 4 [37].

DNA polymerase three dimensional models were built using Phyre2 and Phyre2 Investigator web
servers and based on the new Cxss EHV-1 strain (identified as FR-56628 in section 3.3 (accession number:
MT968035)) and EHV-1 reference strains Ab4 (AY665713) and V592 (AY464052) ORF30 amino acid sequence
homologies with Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1, also identified as Human Herpesvirus 1 (HHV-1)) [38].

2.5. Cell culture and virus culture and titration

The cell lines from RK13 (rabbit kidney cells, ATCC®, Molsheim, France), EEK (equine embryonic
kidney cells, kindly provided by Merial, Lyon, France) and E.Derm (equine dermal fibroblasts, ATCC®)
were used in this study. All the cell lines were cultured at 37°C with 5% CO:. RK13 cells were maintained in
Minimum Essential Medium (MEM) with Earle’s salts (reference: CM1IMEM10-01, Eurobio) complemented
with 1% L-glutamine (reference: CSTGLY(00-OU Eurobio). EEK were maintained using MEM Alpha
(reference: L0476-500, Biowest, Nuaillé, France) complemented with 2% Lactalbumine 50X (reference
58901C, Sigma-Aldrich, MO, USA), 1% L-glutamine and 0.2% D-glucose 45% (reference G8769, Sigma-
Aldrich). E.Derm cells were maintained in ATCC® 30-2003 Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM,
ATCC®). All media were also complemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, reference: CVFSVF(00-01,
Eurobio) and 1% antibiotics (Penicillin-Streptomycin-Amphotericin, Eurobio).

Peripheral blood mononucleated cells (PBMC) were isolated from heparinised blood samples using
Hue et al. method [39] and co-cultured with RK13 cells monolayer for up to 6 days. Nasal swabs were
sampled in 4 mL from which 500uL were inoculated on E.Derm and RK13 cells, and cultured for up to 7
days. Co-culture was monitored using IncuCyte® Live Cell Analysis technology (Essen BioScience, MI,
USA). The newly isolated EHV-1 strain (FR-56628) was amplified on both E.Derm and RK13 cells. Second
passage virus titer was determined on RK13, E.Derm and EEK cells lines using the Karber method [40].

EEK cells were inoculated (1.2 x 10 cells per well) in three 96 wells plates for xCELLigence acquisition
(E-plate VIEW 96 PET, ACEA Biosciences, CA, USA), IncuCyte® acquisition and viral load quantification,
respectively. Cells were cultured for 24 hours prior to infection with four EHV-1 strains (the newly isolated
Ca2s4 EHV-1 strain, two strains FR-6815 (A2s4) and FR-38991 (Gz2s4) isolated from the field, and the reference
EHV-1 strain KyD (VR700™, ATCC®) at a multiplicity of infection (MOI) of 0.05. The time corresponding to
50% of the cell index decrease (CITs0) was measured [41].

2.6. Neutralisation assay

A neutralisation assay was performed following the World Organisation for Animal Health (OIE)
method. E.Derm cells (1.2x10* cells per well) and the EHV-1 KyD strain (VR-700™, ATCC®) were used for
this assay [42].

2.7. Experimental infection with EHV-1, clinical signs of diseases, virus shedding and cell-associated viraemia

Four 10-month old male Welsh mountain ponies, seronegative for EHV-1 and EHV-4 (confirmed by
seroneutralisaiton (SN) and complement fixing (CF) assays) and with no history of EHV infection (EHV-1
PCR was negative 3 days before infection), were experimentally infected by individual nebulisation
(Flexineb® nebuliser; VLC Europe, Bazoches sur Guyonne, France) [43] with the Czs¢ EHV-1 strain (third
passage on RK13 cells; 2 mL dose per pony containing a total of 5.107 tissue culture infectious dose 50
(TCIDs0)). The day of experimental infection was defined as Day 0.

All experiments were conducted in accordance with the guidelines of the Directive 2010/63/EU of the
European Parliament and of the Council, in the facilities of the EU-1277 Plateforme d'Infectiologie
Expérimentale (PFIE, INRAE, 2018. Infectiology of farm, model and wild animals facility, [44], Centre Val de
Loire, Nouzilly, France). All experimental procedures were approved by the Loire Valley ethical review
board (CEEA VdL, committee number 19).
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Rectal temperature (RT) was recorded twice a day from Day -5 to Day+ 21 post infection (pi). Pyrexia
was defined as a rectal temperature exceeding 38.8°C. Clinical scores were recorded twice a day from Day -5
to Day +21 for cough, attitude, nasal discharge, ocular discharge, mandibular lymph nodes enlargement,
ataxia and other signs of neurological disease. The cumulative clinical score after experimental infection
with EHV-1 was calculated using the score for each clinical sign according to the formula used and reported
previously for equine influenza virus infection in Welsh mountain ponies with some minor modifications
[45]:

Cumulative clinical score = score RT + score nasal discharge + 2*(score cough) + score lymph node
enlargement + score ocular discharge.

Nasopharyngeal swabs were collected on Day -3, from Day +1 to Day +10 and on Days +12, +14, +16,
+18, +20 and +21. The swabs were placed directly into 3 mL of EMEM + 1% antibiotics. Virus DNA extraction
was performed from nasopharyngeal swab extracts to measure virus shedding using the QIAamp® Viral
RNA Mini Kit (Qiagen) and according to the manufacturer's instructions. Quantitative PCR was performed
as described in section 2.3. Blood samples were collected by jugular venepuncture into EDTA and dry tubes
each day from Day 0 to Day +21. Virus DNA extraction from 2 mL of EDTA blood was performed to
determine cell-associated viremia using the Nucleospin® Blood L kit (Macherey-Nagel, Diiren, Germany)
according to the manufacturer's instructions. Quantitative PCR (PCR 1) was performed as described in
section 2.3.

2.8. In vitro antiviral assay

Antiviral assay was performed using XCELLigence Real-Time Cell Analysis (ACEA, Bioscience) and
Incucyte® technologies. Cells were infected with three EHV-1 strains (the newly isolated Cz2s4 EHV-1 strain
(FR-56628), and two EHV-1 strains FR-6815 (Az254) and FR-38991 (Gzzs4) isolated from the field) as described
in section 2.5 and treated simultaneously with three antiviral drugs in dose response manner as presented in
Table 1. All compounds were previously dissolved at 20 mM in dimethyl sulfoxide (DMSO) and stored at -
20°C. One plate was frozen 48 hours post-infection (hpi) for viral load quantification. From this plate,
nucleic acids were extracted as described in section 2.2, and viral load was quantified as described in section
2.3. The two other plates were kept in culture for up to 140 hpi. Infected or non-infected cells treated with
0.5% DMSO were used in each plate as control. The half maximal effective concentration (ECs0) was
calculated as previously described [27]. Experiments were carried out at least three times.

Table 1. Antiviral molecules tested against the newly isolated EHV-1 strain (FR-56628) and EHV-1 strains FR-

6815 and FR-38991.
Antiviral Abbre- Empirical DNA polymerase Clol;liai C(I::::L Dilution Replicates
molecule name  viation formula inhibitor . . fold P
tration tration
Ganciclovir GCv CoH13N504 Nucleoside analogue! 50 uM 0.10 uM 2 3
Aciclovir ACV CsH1iNsOs Nucleoside analogue? 100uM 0.78 uM 2 3
leoside-binding sit
Aphidicolin ADP Cobpos  udleosidebindingsite 5 g 05 v 2 4
homology?

1 Elion et al. 1983 [46], 2 Matthews and Boehme 1988 [47], 3 Shealff et al. 1991 [48].

2.9. Statistical analysis

For the antiviral assay results, statistical analysis was performed on StatGraphics® Centurion XVI
Version 16.1.12 for windows (StatPoint Technologies, Inc, Warrenton, VA, USA) [49]. A one-way analysis of
variance (ANOVA) was used to compare CITs0. ECs0 were compared using a Tukey’s multiple comparison
test. Data were considered significant for P value <0.05.
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3. Results

3.1. EHV-1 outbreak description

In 2018, 82 horses located in a single site in France and kept in different stable blocks showed clinical
signs of disease associated with EHV-1 infection (i.e. cough, nasal discharge, anorexia, pyrexia, depression
and limb oedema) over a 6 months period, from March 2018 to November 2018. The origin of this specific
outbreak is unknown.

Due to the increased number of EHV infection cases reported to RESPE in February and March 2018 (12
outbreaks between the 1st of January 2018 and the 31st of March 2018), and rapidly after the first clinical
signs appeared in a first stable block (5% of March), the 64 horses kept in this stable block were monitored
for a set of clinical signs of respiratory disease (e.g. cough, nasal discharge, anorexia, defined as “respiratory
signs” in this report), temperature, depression and limb oedema from the 5% of March 2018 to the 224 of
April 2018. There are no data available for the first block after this date.

As illustrated in Figure 1A, an increased frequency of clinical signs of disease was observed around 22
days (26t of March 2018) after the first clinical signs were reported in this group. 63 horses out of 64 showed
clinical signs of disease during the monitoring period. The available data showed first peak on the 25" day
(29 of March 2018) after the beginning of the monitoring and was followed by a second and major peak on
33 day (6™ of April 2018). Overall, 62 (96.9%) horses displayed respiratory signs for a duration ranging
from 1 to 13 days (average: 3.2+2.4 days), 45 (70.3%) horses showed pyrexia (>38.8°C) during 1 to 7 days
(average: 1.8+1.4 days), 38 (59.4%) horses showed limb oedema during 1 to 6 days (average: 2.5£1.5 days)
and finally 18 (28.1%) horses presented signs of depression during 1 to 4 days (average: 1.5+1 days) (Figure
1B).

The clinical picture was variable from horse to horse as shown in Figure 1B. Clinical signs appearing
alone or in combination, the most represented combinations being respiratory signs + pyrexia + leg oedema
+ depression (29.7%), respiratory signs + pyrexia (20.3%) and respiratory signs + pyrexia + leg oedema
(14.1%).

Amongst this population, two horses showed neurological signs of disease (9t of April 2018), which
required euthanasia for one of them. There is no information available concerning treatments administered
during the outbreak, or concerning the clinical signs evolution after the 2274 of April 2018.

During this period, nasal swabs were taken from four horses from the first stable block (Horses 1 to 4)
and tested positive for EHV-1 using PCR 1 assay (5% of April 2018). Right after this first episode, three other
horses from a second stable block in the premises (Horses 5 to 7) were sampled and also tested positive for
EHV-1 using the same PCR assay (19t and 26t of April 2018). Finally, a new episode was reported from
October to November 2018, during which 14 horses from a third stable block in the premises (Horses 8 to
21) were sampled and 11 of them tested positive for EHV-1 using PCR 1 assay (samples from Horses 12, 15
and 20 were negative; Supplementary Table 54).
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Figure 1. Clinical signs monitored from the 5th of March 2018 to the 22nd of April 2018 in a group of 64
horses from a single stable block in the premises (A). The left axis represents the number of cases per day
with pyrexia, depression, leg oedema or general clinical signs; the right axis represents the total of horses
affected each day (blue line). Frequency of horses showing a sign of disease, alone or in combination, is
presented in (B).

3.2. New (ORF30) Cxzssmutation identification
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As described above, EHV-1 was detected in 18 nasal swab samples out of 21, all taken from different
horses from the premises described previously,, using a detection PCR assay (PCR 1) that amplifies a 63bp
fragment of EHV-1 gB gene (Supplementary Table 54). As the A/G typing of the ORF30 mutation in position
2254 (PCR 2) was unsuccessful, 145 bp ORF30 fragments from Horses 2, 6 and 7 samples were sequenced,
which revealed a cytosine at position 2254.

In order to identify new Cazzs4 strains using a PCR assay (PCR 3), a modified MGB probe was designed
based on Allen et al. (2007) existing probes sequences (Table 2). While A22s: and Gzss probes were used in a
multiplex PCR (PCR 2), Cz254 probe was used in a simplex PCR (PCR 3) and amplification curves are shown
in Figure 2. The specificity of the Czs4 probe was validated with the EHV-1 isolates FR-6815 (A2s4) and FR-
38991 (Gzzs4) and 160 DNA EHV-1 positive field samples (including the 21 samples collected in this study)
obtained from different biological matrices and collected between 2016 and 2018 (Supplementary Table S1).
17 of the 18 EHV-1 positive (PCR 1) nasal swabs collected in 2018 from the premises described in section 3.1,
were tested and confirmed to contain Czs+ EHV-1 strains only. These samples were the only to contain the
Ca2s4 subtype. No further samples from these premises was available (in 2019 and 2020). 30 out of the 160
EHV-1 positive samples could not be typed due to low EHV-1 viral load. 56 samples contained the Azss
subtype and 57 samples contained the G254 subtype.

Table 2. PCR conditions of the newly developed assay (PCR 3) for Czzs4 strain detection.

Primers and

probe Sequence
Primer - GaF 5-CCACCCTGGCGCTCG-3
Primer - GaR 5-AGCCAGTCGCGCAGCAAGATG-3
Probe - Czzs4 5- NED-CATCCGTCCACTACTC-MGB-NFQ-3'

95°C during 10 minutes, 55 cycles x {95°C during 15 seconds, 65°C

Th fil
ermoprotie during 1 minute} - QuantStudio™ 12K Flex Real-time PCR System

2,5uL DNA extract + 12.5 uL. TagMan Universal PCR Master Mix + 0,6
uL of each primer (20uM) + 0.5uL of 10uM probe (depending on titration) +
nuclease free water to complete to 25uL

Mixture for 1
sample
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A Cyys4 probe amplification curve on EHV-1 strain isolated
from Horse 9

Amplification Plot

ARn
&

_— Cyy54 probe

i = =il A/Gy,s, probes

x5
Cycle

B A,ys, probe amplification curve on EHV-1 strain FR-6815

Amplification Plot

AR

_— Ayysy probe

125 e

0.00 — G/C2254 pI‘ObES

10 15 2 2 0 s © 4 0

C G,,54 probe amplification curve on EHV-1 strain FR-38991

Amplification Plot
aw G,y54 probe

ARn

000 A/Cyys, probes

s 10 15 2 2 0 » “ e 0 55

Figure 2. Real-time PCR amplification curves using Cz2s4 probe (green curve) and both Axsi (red curve) and
G254 (blue curve) probes on a 145 bp fragment of the ORF30 for the typing of an EHV-1 positive sample from
the premises described in section 3.1 (Cz2s4) (A), EHV-1 strains FR-6815 (Axs4) (B) and FR-38991 (Gzzss) (C).
Simplex amplification curve (Czzs4) and multiplex amplification curves (A/Gzzs4) are combined on each graph.

3.3. Virus isolation

Virus isolation from 3 nasal swabs (Horses 2, 6 and 7) was attempted without success. Consequently,
PBMC were isolated from heparinised blood taken from six other horses (Horses 10 to 15) and co-cultured
on RK13 cells. Cytopathic effects (CPEs) characterised by syncytia formation were observed for two samples
(from Horses 10 and 13) after 1 and 4 days of incubation, respectively (Figure 3A). The new Cz2s4 probe (PCR
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3) confirmed the presence of Czs4 EHV-1 in the culture supernatants collected after 5 days (Horse 13) and 6
days (Horse 10) of incubation (Figure 3B). The strain isolated from Horse 13 was identified as FR-56628
(MT968035). Virus isolation on E.Derm cells monolayer from a nasal swab collected from Horse 13, at the
same time, was also successful. The presence of mucosal neutralising antibodies was investigated in five
nasal swabs (when sample quantity allowed it) isolated from Horses 16 to 19 and from Horse 21 in a
neutralisation assay using the EHV-1 strain. No neutralisation was measured (data not shown). In vitro
growth of the strain FR-56628 (Cz254) on EEK cells was compared to three other EHV-1 strains FR-6815 (Az22s4),
FR-38991 (Gzz4) and reference strain KyD VR700™ (Gzzs4), showing a similar decrease of the cell index for
the four strains (Figure 3C). The viral load was measured and calculated in Logio for each strain 48 hours
post-infection (hpi) on EEK cells (MOI of 0.05) (Supplementary Table S5). There was no significant variation
(p = 0.77) of viral load 48 hpi between the EHV-1 strains FR-56628 (Cz254/Hrs2), FR-6815 (A2254/N752) and FR-
38991 (Gzs4/Drs2) and KyD VR700™. The viral load values in Loguo for each strain are as follows: 8.99+0.46
(FR-56628); 9.21+0.20 (FR-6815); 9.14+0.18 (FR-38991); 9.04+0.07 (KyD VR700™). However, there was a
significant difference in the CITso mean+tstandard between the EHV-1 strains FR-6815 and the EHV-1 strains
FR-38991 and FR-56628 (p = 0.033). The CITso values for each strain are as follows: 1.11+ 0.10 (FR-56628);
1.00+ 0.06 (FR-6815); 1.12+ 0.13 (FR-38991); 1.00+ 0.05 (KyD VR700™).

Amplification Plot

"
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Figure 3. Microscopic observation of RK13 cells monolayer without (left) or with infection with the EHV-1
strain FR-56628 (120 hpi; right). Microscope lens: x20. Scale bar: 100um. White arrow indicates an example of
syncytia formation (A). Amplification curves for the EHV-1 strain FR-56628 detected with the Cz2s4 probe (B).
Real-Time Cell Analysis of EEK cells infected with EHV-1 strains FR-56628 (Czzss; yellow curve), FR-6815
(A22s4; purple curve), FR38991 (Gzzs4; blue curve), and reference strain KyD VR700™ (Gzzs4; red curve) at a MOI
of 0.05, in comparison with mock infected cells (green curve) (C).

3.4. Phylogeny
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The full ORF30 sequence was obtained from the newly isolated EHV-1 strain FR-56628, and compared
with ORF30 from the EHV-1 reference strains Ab4 and V592. Three single nucleotide polymorphisms (SNPs)
were identified between EHV-1 strains FR-56628 and Ab4 (positions 96, 2254 and 2968) and also three SNPs
were identified between EHV-1 strains FR-56628 and V592 (positions 96, 924 and 2254) as shown in Figure 4
(complete ORF30 alignment in Supplementary Figures S5 and S6). The 2254 and 2968 SNPs are non-
synonymous (D752H or N752H and E990K, respectively).

(@)

90--=-———- 100 920--=-——-- 930 2250-—-——-- 2260 2960-——--- 2970
Ab4 (AY665713) CGGGCAGACCG GTTTCGGGTGGTA CGTCGACTACT CGGCAGCAGAG
FR-56628 e A it e e e e e i Covven it A..
V592 (KC924819)  eeeeuennnnee e Tovevvvee o Avevvve i A..

(b)

740-——=-——- 750-——==--- 760 980---———-- 990----——- 1000
Ab4 (AY665713) DEVDLAGLQPSVDYSTFEVGD YDEDVATAAAEVTDVPPAEWV
FR-56628 ... 5 Koo,
V592 (KC924819) ..., Neooooooo  ciiiie oo Koo

Figure 4. ORF30 nucleotide (A) and amino acid (B) sequence alignments between the EHV-1 reference strains
Ab4, V592 and the newly isolated strain FR-56628.

Three dimensional models of the DNA polymerase were obtained based on the homology of the ORF30
amino acid sequences from EHV-1 strains Ab4 (Gzzs4), V592 (A2254) and FR-56628 (Cz2s4) with Herpes Simplex
Virus 1 (HSV-1) (Figure 5). The amino acid residue in position 752 is located in the palm domain and
remains close to the fingers domain. After analysis of the sequence by Phyre2 Investigator, the web server
predicted that this residue change was unlikely to affect the protein function (data not shown).
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A Ab4 (D752) B V592 (N752) C FR-56628 (H752)
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Figure 5. Three dimensional models of EHV-1 strains Ab4 (D7) (A), V592 (N72) (B) and the newly isolated
EHV-1 strain FR-56628 (H7s2) (C) ORF30 amino acid sequences based on their homology with HSV-1 DNA
polymerase and predictive structure of the ORF30 amino acid sequence (D).

The complete ORF30 gene sequence was compared with previously published sequences from 14 EHV-
1 strains from France and Belgium, 67 EHV-1 strains mostly from the United Kingdom and reference strains
Ab4 and V592 (Figure 6) [22,50]. As previously described, the ORF30 Median Joining Network discriminates
these strains in two groups, the second one being a group of three clusters. The EHV-1 strain FR-56628 is
located in cluster 2 with one French strain isolated in 2010, three other French strains isolated between 2015
and 2018, a Belgium strain isolated in 2017 and six strains from the UK isolated between 1993 and 2013
(ORF30 Maximum Likelihood Tree in Supplementary Figure S7). The EHV-1 strain FR-56628 showed 1 to 4
nucleotide differences when compared with the other EHV-1 strains from cluster 2 (including the mutation
in position 2254), and from 1 to 5 nucleotide differences when compared with all 83 EHV-1 strains of the
network (including the mutation in position 2254).
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Figure 6. Median joining Network representing ORF30 nucleotide sequences of Ab4 and V592 reference
strains, 67 EHV-1 strains previously described [50], 15 EHV-1 strains from France and Belgium [22] including

the newly isolated EHV-1 strain FR-56628 (highlighted in yellow). The ORF30 position 2254 nucleotide is
annotated.

The EHV-1 MLST as described by Garvey et al. 2019 [36], was also performed and the newly isolated
strain was classified as Ut clade 10 (Supplementary Table S8). The EHV-1 strain FR-56628 MLST amino acid
sequence was compared to 79 EHV-1 strains from the UK, Ireland, China, Australia, United States, Belgium
and France and was grouped with the EHV-1 French strains NORM/2/2010, NORM18/2018, the EHV-1
Belgium strain BELG/12/2017, the EHV-1 UK strain SUFF/87/2009 and the EHV-1 Irish strain IRL/348/2002,
all from Ut clade 10 (Figure 7). The amino acid change in ORF30 position 752 was the only discriminating
the EHV-1 strain FR-56628 from the five other UL clade 10 strains shown in this report (Supplementary Table
S8). The UL clade 10 EHV-1 strains NORM/2/2010, NORM/18/2018, BELG/12/2017 and SUFF/87/2009 were
also grouped in the ORF30 cluster 2 as shown in the ORF30 Maximum Likelihood tree in Supplementary
Figure 57.
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Figure 7. Maximum Likelihood phylogenic tree based on Jones Taylor Thornton model (A) and Neighbour

Joining Network (B) both built from MLST amino acid sequences from 46 strains from UK, 1 strain from

China, 1 strain from US, 1 strain from Australia, 9 other strains from France and Belgium including the new
strain FR-56628 (highlighted in yellow), and 22 strains from Ireland.

Two different ORF37 profiles were identified and confirmed for the EHV-1 strain FR-56628 isolated
from Horse 13 (A7s and Gres), which did not induce an amino acid change but suggests that two variants of
the strain were isolated (V1 and V2, Table 3). V2 was the only variant isolated from Horse 10 sample.
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Table 3. MLST codons alignment between reference strains Ab4 and V592, and strain FR-56628 variants V1
and V2, based on MLST. FR-56628 nucleotides in ORF30 position 2254 and ORF37 are highlighted in red.

14
. RF 1 1 3 3 3 3 3 3
Strain
1852-
lade 75 40 40 65 03 13 213 378 474 477 495 1860
Abd GC G6C AC AG GG CA CA CC AA CT CA T
FR-56628 CCCCAG
\al 0 A, T. T. .. .. .. .. .. elele)
FR-56628 CCCCAG
V2 0 A. T. .. .. .. T. .. .. .. .. .. CCG
CCCCAG
V592 A, T. .. .. .. T. .. .. .. .. .. cce
4 4 5 2 9 0 0 1 2 3 3 4 6 7 9 0
Strain

882 074 96 288 4 254 968 68 24 3 926 96 39 93 318 86

Abd GA GC AT cC CG AC AG AC CG AT AT AT GC CG CA GT

FR-56628

V1 G TA
FR-56628
V2 G. T
V592 .. .. .. .. A. .. .. G. T. .. .. G. .. T. T. A.
Strain 2 5 6 0 2 7 3 6
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823 279 18 009 156 410 64 82

Abd AG AA TT CG cc AG CcC TT
FR-56628 V1 G. ¢ T. G c
FR-56628 V2 . ¢ T. G c

V592 G s ¢ T. G. T. C

nt = nucleotide position.

3.5. Experimental infection

Four 10 month-old welsh ponies were experimentally infected by nebulisation with EHV-1 strain FR-
56628 (Cz2s4). Daily clinical scores were evaluated twice a day. As illustrated in Figure 8A and
Supplementary Figure S9, all ponies showed a significant increase (p<0.0001, multifactiorial ANOVA with
days as main effect and pony ID as covariates) of the cumulative clinical score from day 1 post-experimental
infection, from the second checking point of the day. Overall, the cumulative clinical score started to
decrease 10 to 14 days post-infection, depending on the individual, but remained above pre-infection level
until the end of the study (i.e. 21 days after experimental infection). Pyrexia (i.e. body temperature >38.8°C)
was measured in all ponies on day 1.5 post infection, on the second checking point of the day (Figure 8B).
Abnormal body temperatures were mostly recorded in the afternoon and lasted from 4 to 8 days with peaks
of temperature up to 40.6°C. Nasal discharge was first observed on day 1 and was recorded until the end of
the study. Cough was recorded in all ponies on day 2 post-infection and intermittently thereafter.
Mandibular lymph node enlargement was observed for one pony on day 2, and all four ponies from day 3 to
day 11. All ponies showed signs of lethargy on day 2, and an overall reduction in food consumption was
also noted during the first week post-infection. Finally, tail hypotonia was observed for all ponies, from day
2 post-infection and lasted 4 to 5 days.

Viral load quantification showed that virus shedding started on day 1 with a peak between days 2 and
6, depending on the pony (Figure 8C). From day 7, nasal shedding started to decrease but EHV-1 remained
detectable in nasopharyngeal swabs from all ponies on day 16 post-infection, and was still detected in 2 out
of 4 ponies on day 20. EHV-1 was detected in the blood sample collected from one pony on day 3, from 3 out
of 4 ponies on day 5 and in blood samples from all four ponies from day 6 to the end of sampling (day 20).
The peak was measured on day 9 (Figure 8D).

227



@]

Nasal shedding (log10 EHV-1

Calculated clinical score

4

9,00
8,00
7,00

~6,00

gs,oo

-24,00

83,00
2,00
1,00

0,00

12

Chapitre 6 : Annexes

1 Clinical scores Pony 1
4
A e PORY 2
10 - H y
-------Pony 3
84 RN IR PN ARAL T e e Pony 4
—@— Mean + SD
6 4
4 ] ]
2- oA
0 T T - T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
3 -2 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23
Days post-infection
1,0

Pyrexia

1

D

Nasal sheding 11: o’
o Pony 600

-+=---Pony 3

01234567 8 91011121314151617181920

Viremia (log10 EHV-1 copies/mL)

Day post-infection

12

13 14 15 16 17 18 19 20 21

Viremia Pony 1
woeins Pony 2

-+=----Pony 3

012345678 91011121314151617181920
Day post-infection

Figure 8. Clinical scores (A), pyrexia (B), nasal shedding (C) and viremia (D) observed from -3 days to 21

days post-infection with EHV-1 strain FR-56628 on four welsh ponies.

3.6. Antiviral assay

The activity of three antiviral compounds (aciclovir, aphidicolin and ganciclovir) was measured against
3 EHV-1 strains carrying the Czss (H752), A2se (N752), and Geoss (D752) mutations (FR-56628, FR-6815 and FR-
38991, respectively) and results are shown in Table 4. RTCA curves and viral load at 48 hpi for each

228



Chapitre 6 : Annexes

concentration of ganciclovir, aciclovir and aphidicolin against EHV-1 strain FR-56628 (Cz2s4) are shown in
Supplementary Figure S10. Concerning the antiviral assay, results obtained by qPCR and RTCA showed
that aphidicolin was the most effective compound against the three EHV-1 strains while aciclovir was the
least effective. There was no significant difference of sensitivity (p>0.05) between the three EHV-1 strains
(FR-56628 (Cz254/Hrs2), FR-6815 (A2254/N752) and FR-38991(Gzzs4/Drs2)) to ganciclovir and aphidicolin according
to ECso values obtained from qPCR assay. When measured by impedancemetry, the EHV-1 strains FR-38991
(Gzzs4/Drs2) appeared to be more sensitive (p = 0.046) to aphidicolin than the FR-6815 (A2254/N7s2) strain.
According to ECso obtained from qPCR assay, the FR-56628 (Cz2s4/Hrs2) and FR-6815 (A2254/N7s2) strains were
significantly more sensitive to aciclovir (p = 0.012 and 0.036, respectively) than FR-38991 (Gz2s4/D7s2). There
was no significant difference of sensitivity between FR-56628 and FR-6815 to aciclovir using qPCR assay.
Impedance measurements showed that FR-56628 was significantly more sensitive to aciclovir (p = 0.019)
than FR-6815, but showed no significant difference of sensitivity between FR-56628 and FR-38991, and
between FR-6815 and FR-38991.

Table 4. ECso (uM) + Standard Deviation (SD) of ganciclovir (GCV), aciclovir (ACV) and aphidicolin (APD)
against three different EHV-1 ORF30 2254 variants measured by qPCR assays and Real Time Cell Analysis

(RTCA).
. GCV ACV APD
Strains
qPCR RTCA qPCR RTCA qPCR RTCA
FR-56628 ( 0.57+0.2 1.29+0.69 7.87+0.982 30.32+3.89¢ 0.05+0.03 0.14+0.07
Ca254/H752)
FR-6815 (Ax2254/N752) 0.75+0.44 2.49+1.20 14.15+5.27P 56.19+11.04¢ 0.09+0.04 0.19+0.03"

FR-38991 (Ga2s4/D7s2)  0.73+0.42 1.20+0.55 35.98+10.972b 35.09+10.32 0.09+0.04 0.09+0.05P
a Significant difference between strain FR-56628 (Cz2s4/H7s2) and strain FR-38991 (Guzzsa/Dr7s2) (p<0.05)
b Significant difference between strain FR-6815 (A22s4/N72) and strain FR-38991 (Gzss/D7s2) (p<0.05)
¢ Significant difference between strain FR-56628 (Cz2s4/H7s2) and strain FR-6815 (A22s4/N7s2) (p<0.05).

4. Discussion

Equid herpesvirus 1, which was first designated as Equine Abortion Virus [51] is a major cause of
infectious abortion and can also cause sporadic EHM cases, in addition to usually mild respiratory infection.
In 2006, Nugent et al. suggested that ORF30 position 2254 could discriminate a neuropathogenic genotype
(Gozs4/Drs2) from a non-neuropathogenic genotype (Az24/N7s2) although the mechanisms involved are not
well defined [17,20]. The current study reports the discovery of a third genotype with the isolation of a
Cz254/Hrs2 strain in one single site in France. The EHV-1 strain affecting these premises was isolated in 2018
and a new PCR assay was designed for the detection of the Czs: mutation and successfully discriminated
A/G and Czs4 strains in combination with a PCR assay designed by Allen et al. [33]. The C2s¢ mutation was
not detected in strains from other premises in France between 2016 and 2020. Due to the absence of breeding
activity on the affected premises , and the absence of further C2s4/H7s2 EHV-1 outbreaks since 2018, it is not
possible to evaluate the effect of the Cxss/Hz2 EHV-1 strain in pregnant mares, at the current time. In
addition, the site from which the strain was isolated is very restrictive on horse mixing and circulation,
which could explain the absence of identification of any other Czzs4 strains since 2018 outbreak. It should also
be taken into account that 2018 was a year with a large number of EHV outbreaks and consequently, with a
large number of samples taken. The number of EHV outbreaks in France and associated sampling is usually
much lower, restricting the opportunities for virus isolation. Despite anecdotal report of frequent
vaccination in these premises (every 6 months), there was no information available on the immune status of
the horses at the time of infection. Vaccine efficacy against this strain would need to be further investigated.
Isolation from nasal swabs was not as successful as from co-culture with PBMC, which could be explained
by the possible presence of interferon alpha (INF-a) in infected horses nasal secretions as shown in 2010 by
Gryspeerdt et al. [52]. When cultured in vitro, the strain induced cytopathic effects (CPEs) associated with
polykaryocytes and syncytia formation, as usually observed by microscopy in cell culture after infection
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with EHV-1 [53]. The new EHV-1 strain, named FR-5628, questions the impact of ORF30 position 2254
mutation on the strain activity.

Based on the amino acid in position 752 (or equivalent) of DNA polymerase gene comparison between
several herpesviruses, including the eight known equid herpesviruses (EHV-1, 2, 3, 4, 5, 7, 8 and 9), as
already pointed out by Nugent et al. (2006), D72 (or equivalent position in other herpesviruses) appears to
be a highly conserved amino acid amongst the Herpesviridae family (supplementary Figure S11) [17]. It was
suggested that Drs: strains were more likely to be ancestral strains from which N7z would have evolved as
shown in Figure 9, in which the Gzzs4 strain KENT/64/1994 (see Figure 6) was proposed to have evolved from
an Axss strain from group 2 cluster 2. All of the sequences compared carried an aspartic acid (D) at this
position with the exception of numerous EHV-1 strains (with V592 as a representative N7s2 EHV-1 strain),
and EHV-1 FR-56628, the only Hrs: strain described to date [30]. To our knowledge, asparagine (N) and
histidine (H) are the only two other amino acids identified in equid herpesviruses DNA polymerase gene in
position 752. In addition, a study showed that Nrs strains (isolated from abortion) could infect equally
monocytic CD172a+ cells and T lymphocytes, while D strains (isolated from neurological cases) could
infect CD172a+ cells in a larger proportion than T lymphocytes. In accordance with other studies, the
authors suggested that N7s2 had adapted their immune evasion strategy after co-evolving from Drs: strains
with the host immune system [52,54,55]. Concerning the genotype/pathotype association suggested by
Nugent et al. (2006), it was followed by Perkins et al. statistical report performed on 176 EHV-1 isolates and
showing a strong but not strict association between Gzzs4/D7s2 strains and neurological disease, and Axz2ss
strains and abortion disease. According to the authors, the probability for neurological disease to be
associated with Gzzs4/D7s2 strains was 162 times greater than to Azs4/N7s: strains [56]. Several studies have
then showed that this genotype/pathotype association is not exclusive [21,22,57-59]. The discovery of a third
genotype Czs4/Hrs2 and its potential association with neurological signs makes the understanding of the
genotype/pathotype association even more complex. EHV-1 is the only equid herpesvirus known to have
possibly evolved from Dz strains to N7z and Hrs2 strains. Alongside with EHV-8, EHV-9, these three
viruses are also the only equid herpesviruses to our knowledge that have been reported as causing
neurological diseases. This observation is in line with other statements suggesting that the amino acid in
position 2254 is not the only determinant for neurovirulence and could also depend on the environment (air
quality, stress, training management, etc.), the immune status of the horse and genetic background [9,56,60].

An antiviral assay with the newly isolated FR-56628 EHV-1 strain and two other A/Gzs4 strains was
performed with ganciclovir, aciclovir and aphidicolin. Ganciclovir and aciclovir are two nucleoside
analogues (analogues to deoxyguanosine). Indeed, triphosphorylated ganciclovir and aciclovir act as
competitive nucleotide substrates for DNA polymerase [46,47]. When phosphorylated, first by the viral
thymidine kinase (TK) and then by the cellular TK, ganciclovir and aciclovir are incorporated in the
synthesised DNA strand. The replication will stop either straight after (aciclovir), or after the incorporation
of several nucleotides (ganciclovir) [61]. Aphidicolin is a tetracyclic diterpen and has been described to
inhibit the activity of B-family DNA polymerase (to which EHV-1 DNA polymerase belongs) as a
competitive ANTP binding site molecule [62]. Some studies showed a good efficacy of this molecule against
human herpesviruses, especially in strains resistant to nucleoside analogues [63-65]. Herpesvirus DNA
polymerase crystal structure has only been described for HSV-1. However, as explained in 2007 by
Goodman et al., the EHV-1 amino acid Drs2 (Gz2s4) residue is homologous to HSV-1 amino acid D751 residue
which is located in the palm domain, a region close to the ANTP binging domain (fingers domain) [18,66,67].
In addition, in their in vivo study, Goodman et al. (2007) suggest that amino acid change from D7 (Gzzs4) to
Nr7s2 (A22s4) could alter DNA polymerase activity after they highlighted aphidicolin was less effective against
DNA polymerase N7s2 (Az2254) mutant and Nrs2 (A22s4) strain than against DNA polymerase Drs2 (Gzzs4) mutant
and D72 (Gzzs4) strain [18]. After binding a dNTP, the DNA polymerase subdomain rotates and change
conformation to allow this ANTP incorporation [66,68]. Aphidicolin may change fingers and palm domain
interaction as it is described with Human Pol a by Baranosvki et al. [62]. The impact of an amino acid change
in the palm domain on the interaction of aphidicolin, but also possibly ganciclovir and aciclovir with the
DNA polymerase dNTP binding site was therefore questioned. In this study, aphidicolin and ganciclovir
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showed a good in vitro effect against the three EHV-1 strains (FR-56628, FR-6815 and FR-38991), while a
higher concentration of aciclovir was required to inhibit these three strains replication. As both ganciclovir
and aciclovir require the viral TK for their first phosphorylation, it is unlikely that aciclovir lower efficacy
was due to strain TK resistances.The 3D models of the EHV-1 DNA polymerase based on the HSV-1 DNA
polymerase model did not predict an effect of an amino acid change in position 752 on the protein function.
In addition, antiviral assays did not show an evident influence of position 752 amino acid residue on either
ganciclovir or aphidicolin efficacy in vitro (no significant ECso difference between FR-56628 and FR-6815, and
between FR-56628 and FR-38991). ECso measured by impedance measurement showed that aphidicolin was
significantly more efficient against FR-38991 (Gzs4/D7s2) than against FR-6815 (A2254/N7s2), but this was not
confirmed by qPCR assay. Even if a good correlation between RTCA and qPCR ECso values has been
demonstrated, impedance method depends on parameters that are more variable than qPCR assay which
can explain the differences [69]. Aciclovir showed differences of efficacy against the three strains which were
not reproduced with the two methods. As nucleotide position 2254 is not the only site where non
synonymous mutations occur in ORF30, these could also imply changes of DNA polymerase conformation
different from the strains used in Goodman et al. (2007) study and constitute a possible explanation for the
aphidicolin effects observed in the two studies.

When compared to 83 other EHV-1 strains, the complete ORF30 nucleotide sequence of the newly
isolated EHV-1 strain FR-56628 showed that, in addition to the mutation in position 2254 position, this part
of the genome had from none to three other mutations when compared to the other EHV-1 strains in group
2 cluster 2. This cluster is mainly represented by Axxs4 strains with the exception of one Gzzs4 strain and FR-
56628 Cxs4 strain. As all other Gzxs4 strains are clustered in the ORF30 group 1, it is not excluded that some
EHV-1 Axss strains from this cluster (group 2) reversed to EHV-1 Gzs4 strains or evolved to a Czzss strain
(Figure 9). Considering the amino acid sequence, the EHV-1 MLST placed the EHV-1 strain FR-56628 among
the UL clade 10 alongside five EHV-1 strains also classified in ORF30 group 2 cluster 2. The amino acid
change in ORF30 position 752 differentiates the strain FR-56628 MLST sequence from the other members of
the UL clade 10 used in this study. However, the nucleotide MLST sequence not only showed another silent
variation site in ORF37, but also suggested that two different FR-56628 variants have been isolated from
Horse 13. ORF37 is a conserved gene among alphaherpesviruses and encodes the HSV-1 UL24 homolog [16].
On the contrary to ORF30, this gene has been classified among the non-essential genes for growth on
cultured cells [70,71]. HSV-1 UL24 has been shown to play a role in pathogenicity and to affect in vivo and in
vitro replication and reactivation from latency [72,73]. This protein seems to carry numerous functions such
as viral gene expression regulation, dispersion of cellular proteins in the nucleus and glycoproteins
distribution in the cytoplasm [74,75]. It was also shown to be required for EHV-1 pathogenicity in mouse
model [70]. Numerous transcription initiation sites and therefore transcripts have been identified for HSV-1
UL24. The impact of the silent mutation detected in this study on different transcripts from different
transcription initiation sites is unknown, although all the ATG codons from EHV-1 ORF37 seemed to be in
the same reading frame. This silent mutation was not identified in the EHV-1 strain isolated from Horse 10
but no information are available concerning other horses, making it difficult to date the mutation event.
Indeed, the strain could either have mutated after infecting Horse 13, or this could also be the result of a
double infection with the two variants, after physical contacts with different horses.

Experimental infection of four 10 month-old welsh ponies with EHV-1 strain FR-56628 (Cz254) induced
characteristic clinical signs of EHV-1 infection on all ponies starting from Day 1 post infection. None of the
horses showed neurological clinical signs but EHM is difficult to reproduce in experimental infections [7,76—
78]. However, the rapid onset of clinical signs, nasal shedding and viremia were in accordance with
previous experimental challenges performed using EHV-1 strains V592 (Azs4) and Ab4 (Gzzs4) with slightly
lower (1055 TCID50 and 106¢ TCID50 for example) or similar (1075, 107¢ for example) infectious doses
[6,7,77,79].
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Figure 9. Possible evolutionary model for equid herpesviruses. Reverse evolution are shown with black
arrows and illustrated with strains from the current study (KENT/46/1994 (*) and FR-56628 (**)).

5. Conclusions

To conclude, this study described the isolation of a new 2254 mutant strain (Czs4/H7s2) from a unique
site in France in 2018 and associated with a large number of affected animals despite frequent vaccination.
There was no other identification or isolation of C2ss EHV-1 strains before 2018, nor in 2019 and 2020.
Pathogenicity of this strain was confirmed in the context of an in vivo experimental infection that highlighted
rapid onset of disease and significant excretion and cell-associated viremia. The impact of the mutation on
ganciclovir, aciclovir and aphidicolin susceptibility was limited. The molecular characterisation of the strain,
the predictive 3D model of the ORF30, the in vitro culture, taken all together did no show evidence of a
major impact of this new Cz:s¢ mutation on the strain behaviour. Most of equine herpesviruses have the D7s
mutation. EHV-1 is the only equine herpesvirus to carry the N7z or H7s2 mutations. That is why ORF30 and
MLST phylogeny tend to indicate that this C22s4/H7s2 has evolved from Nrs: strains.
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Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Table S1: ORF30 position 2254
typing using the three different probes (A2zss, Gzss and Czzs4) in order to check the probe C2254 specificity. Samples
isolated from the premises described in section 3.1, are indicated in bold. ND = not determined. Table S2: PCR 1, 2, 4 and
5 primers and probes sequences, thermoprofiles and mixtures. Table and Figure S3: complete ORF30 sequencing
primers (A) and their distribution on ORF30 (B). Table S4: PCR results, viral load and ORF30 positon 2254 subtype on
the 14 nasal swabs collected on the premises described in section 3.1. ND = not determined. Figure S5: ORF30 nucleotide
alignment of the EHV-1 strains Ab4 (AY665713), FR-56628 (MT968035) and V592 (AY464052). Figure S6: ORF30 amino
acid alignment of the EHV-1 strains Ab4 (AY665713), FR-56628 (MT968035) and V592 (AY464052). Figure S7: Maximum
Likelihood Tree based on Tamura-Nei model and built using ORF30 sequences of Ab4 and V592 reference strains, 67
EHV-1 strains previously described (Bryant et al. 2018), 14 EHV-1 strains from France and Belgium (Sutton et al. 2019)
and the EHV-1 strain FR-56628 (highlighted in yellow). The ORF30 2254 nucleotide is annotated. Table S8: EHV-1 strain
FR-56628 MLST amino acid sequence compared to EHV-1 reference strains Ab4 and V592 (A) and to UL clade 10 EHV-1
strains (B). Figure 59: Number of horses experimenting nasal discharge/cough/ocular discharge (A), mandibular lymph
node enlargement (B) and pyrexia/attitude (C). Figure S10: Antiviral analysis of the effect of (A) GCV, (B) ACV and (C)
APD using (i) impedancemetry measurement, (ii) viral load quantification. Figure S511: Amino Acid in ORF30 position
752 (or equivalent region) of 18 Herpesviruses (A). Conserved amino acids on a 106 bp region of 18 herpesviruses DNA
polymerase gene are highlighted in shades of blue (when 9/18 or more herpesviruses contained the same amino acid).
Aspartic acid in position 752 or equivalent are highlighted in red, and variants are highlighted in yellow (B).
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cell based on impedance measurements: effects of acyclovir treatment
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Suivi en temps réel par impédancemétrie de I'infection des cellules
dermiques équines par les herpesvirus équins: effet de I’acyclovir
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Les chevaux sont couramment infectés durant les premiers mois de leur vie par différents Cellules équines dermiques (ED) (CCL57, ATCC) infectées par:
virus respiratoires tels que les herpésvirus équins: herpésvirus équin de type 1 (HVE-1), v HVE-1 (VR700) v HVE-4 (VR2230)
HVE-4, HVE-2 ou HVE-5. s peuvent également étre infectés par I'HVE-3, responsable de ' HVE-1 A (isolat L-FD suite 3 un avortement) v HVE-3(VR352)
I’ex,:lmthéme coital équm; ‘La‘ persistance de ces virus a léta} .Iatent dan‘s Inrgamsrr‘\e de V' HVE-1 N{(1s6lat L-FD suite 3 des troubles neurologiques) v HVE-2 (VR701)
I'animal, souvent caractérisée par une absence de signe clinique, représente un risque
réel pour la population équestre. Les effets viraux sont mesurés par 3 méthodes différentes:
HVE-1 est le plus pathogéne des herpésvirus équins. Il est responsable de formes ¥ Mesures d'impédance (RTCA system, ACEA) = =
ires, abortives et neurol Braves: v Enregistrement des effets cytopathiques (microscope Eclipse Ti, Nikon) E
ié Y HVE- e . . e
3 HVE-1 Beites ¥ Quantification des charges virales (QuantStudio, Applied Biosystems)

Jl
Garele HVE:S
Forme " Forme Girafe HVES
iratoi Forme Abortive i [ Zbre Ve
P Garele VE |

- Atteintes neurologiques =t
Paralysie totale HVE3 N
Ane A1

2\

Ecoulement nasal ——- | ~ lisniecusysiame poewniz > Efficacité antivirale de I'acyclovir contre I’'HVE-1
» locomoteur HVE-2
7 s "
( Toux \ A Arbre phylogénétique E
, "

Fiévre
s modérée Mock infection
m Avortement = 50 ug/ml.

* %48 Mort néonatale
Prévention des risques de ré et/oup
v |l existe des vaccins contre HVE-1 et HVE-4: la couverture et lefficacité restent

5 S ug/mL

Index cellulaire
normalisé

HVE-1 seul

insuffisantes. On observe : R e e L L
- Une réduction du risque pour les maladies respiratoires Mj:b“ Temps (heures) “TM
- Des effets limités ou inexistants contre les formes abortives et neurologiques +/- Acyclovir
v’ Pas de vaccins contre HVE-2, HVE-5 et HVE-3. "}' 48 h post-infection (hpi)

Arsenal thérapeutique contre les HVE:
v' Limité contre les herpésvirus pour I'espéce équine.

- - Wi T Y-

e

!
Importance de développer et tester de posés avec des activité — T ORIO0 §§ . :
antivirales. 114 ' ¥
Différentes méthodes conventionnelles sont communément utilisées pour le titrage de - - £ B T E
suspensions virales et les études d'infectiologie. La plupart d’entre elles sont basées sur S el

HVED WED

Cxamen direct des effets cytopathiques viraux, elles sont longues et fastidieuses et

requiérent une lecture en point final. Nous proposons dans ce travail, une nouvelle 2 S ka/el Acycloir:-_:+.50 P/ Acyclow

approche par impédancemétrie. v Lacyclovir (> 5 pg/ml) diminue l'effet de I'HVE-1 sur les cellules ED: diminution de

I'index cellulaire, de la formation des ECP et des charges virales HVE-1.

> Efficacité antivirale de I'acyclovir contre différents HVE
v Evaluer la faisabilité d’utiliser le Real-Time Cellular Analysis system (RTCA system) pour du

screening a haut débit de molécules antivirales contre les HVE. _------

RTCA
>/ 1C50 (pg/mL)

qPCR

.
1C50 (ug/ml) 31,9 111 27,8 29 0,5
*: Pas d'effet

v Lacyclovir diminue les effets de I'HVE-1(2 5 pg/ml), I'HVE-4 (2 2,5 pg/ml), 'HVE-3 (>
Enregistrement dynamique du comportement cellulaire avec le xCELLigence ou Real- 0,5 pg/ml) sur les cellules ED.
Time Cellular Analysis system (RTCA, ACEA Biosciences): ’

(Aucun effet de I'acyclovir n’est observé avec I’'HVE-2 sur les cellules ED. J

\‘/ Evaluer l'effet antiviral de I'acyclovir contre les différents a-HVE and y-HVE. 12,8 12,0 11,5 3,6 26 *

¥ Technologie avec des biocapteurs micro-électriques.

Biocapteurs dans les puits

Unité de I \
Contréle TS . 2
de suivi d (xCELLigence, RTCA system):
Station RTCA MP 2 N s N » el
Analyseur v Nouvelle méthode en temps réel du suivi de la croissance cellulaire et de Iactivité
RTCA virale.

v Adapté a I'étude de I'infection des cellules équines dermiques par les HVE.
v’ Adapté au screening haut-débit de molécules antivirales contre les HVE.

¥ Analyse en temps réel de 6 plaques 96-puits en paralléle (data en continu). ‘ Méme quantité de data

v' Mesures répétées d'impédance pour caractériser I'intégralité de la réponse:
¥’ Evénements précoces -
¥ Evénements transitoires
v Evénements tardifs

1 plaque systéme RTCA-MP
(90 heures d’enregistrement avec 90 plaques en point final
1 data/heure)
Acyclovir et HVE :

v Effet antiviral contre HVE-1, HVE-4 et HVE-3 (alphaherpesvirus) sur cellules ED.
v' Pas d’effet contre HVE-2 (gammaherpesvirus) sur modéle de cellules ED.

" intection (¢)

Temps (heures)

Cépasse les analyses en point final

5 ) XX Journées Francophones de Virologie
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Impedance monitoring of Equid herpesviruses infectivity
in equine dermal cell after acyclovir treatment

Photography: C.Daix ©
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Horses are usually infected during the first months of life by several respiratory Equine dermal (ED) cells (CCL57, ATCC) were infected with:

equine herpesviruses, such as EHV-1, EHV-4, EHV-2 or EHV-5. Horses could ¥ EHV-1 (VR700) v EHV-4 (VR2230)
also be infected by EHV-3, responsible for equine coital exanthema. The v EHV-1 A (isolate L-FD from abortion) v EHV-3 (VR352)
persistence of these herpesviruses th{ough establishment of} latency, often v EHV-1 N (isolate L-FD from neurological forms) v EHV-2 (VR701)
characterised by an absence of clinical signs, represents a real risk to the horse i . S
population. The viral effects were monitored by 3 different methods:
EHV-1 is the most pathogenic among equid herpesviruses and is responsible for ¥ Impedance measurements (RTCA system, ACEA) M= e
respiratory, abortive and neurological forms. ¥ Cytopathic effects recording (Eclipse Ti microscope, Nikon) -

Major diseases associated with EHV-1 \‘/ Viral load quantification (QuantStudio, Applied Biosystems)

Abortive form

o Neurological disorders Hes! S W
< Total paralysis
Nasal discharges —424 | == Eocomoliorcisorders > Anti-viral efficacy of Acyclovir against EHV-1
. Cougl \ i\_;\

ory form| .

)..-

Mild fever

Mok infection

Abombﬁ E 3 “-31 50 ug/mL.
Neonatal death E £ 08/
. 5 8 %4 S pg/mL
P of risk ag: and/or propagation of EHV: 2% o, b
¥ Vaccines against EHV-1 and EHV-4, but coverage and efficacy remain oof EHV-1alone
insufficient e T e
- Reduce the risk of respiratory diseases ?h" Time (hours) “Thpl
- Limited or no effect against abortive and neurological forms »/ Acyclovir
¥ No vaccine exist against EHV-2, EHV-5 and EHV-3. 48 h post-infection (hpi)

Therapeutic arsenal against EHV: 48 hpiz EHV-1 viral load (supernatant)

v Limited against herpesviruses in equine specie - L

Importance of developing and testing new compounds with antiviral D ) 8E-

activity. Eil I
Different conventional methods are commonly used for virus fitration and 5 -
infectivity studies. Most of them are based on direct examination of viral ” ot

cytopathic effect, which is time consuming, tedious and requires an endpoint . —

reading +Sug/mLAcyclovr + SOpg/mL Acylove p<0,05
v Acyclovir (2 5 pg/ml) decrease EHV-1 effect in ED cells: decrease Cell index,
CPE formation and EHV-1 viral load were observed.

o _ ) » Anti-viral efficacy of Acyclovir against different EHV
v Evaluate the feasibility of using Real-Time Cellular Analysis system (RTCA

system) to high-throughput screening of antiviral molecules against EHV. —-_—-—-

S T 5 7 RTCA
( Evaluate the antiviral effect of Acyclovir against the different a-EHV and y-EHV. ) 1C50 (ug/mL) 12,8 12,0 1,5 36 26
qPCR
W 1C50 (ug/mL) 31,9 1,1 27,8 29 05 * No effect
¥ Acyclovir decrease EHV-1(2 5 ug/ml) , EHV-4 (= 2,5 pg/ml) and EHV-3 (2 0,5
o Horing ot Celllct o ourwih XCEL Ligence or  Real ’ }/ lovsfrf ect gaE% : (2 5 pg/ml) ( pg/ml) an (
g/ml) effects in cells.
T|me Cellular Analysis system (RTCA, ACEA Biosciences):
EAACEA ¥ No effect was observed with EHV-2 in ED cells. J
v’ Micro-electrical biosensor technology. oo

Biosensors in well

Control Unit

Cellular imp itoring sy (xCELLigence, RTCA system) is:
RTCA RTCA MP slauon ¥ Anew real-time method to follow cell growth and viral proliferation.
Analyser v Adapted to study EHV infection in equine dermal cells.
v Adapted for high-throughput screening of antiviral molecules on EHV.
v Real-Time Analysis of 6 different 96-wells plates in parallel (continuous data). \ Same quantity of data

v Repeated measurement of impedance to charactense the entire  response:
v Early events 1
v Transitory events
v Late events

1 RTCA-MP system plate s
(90 hours of recording with 1 data/hour) 90 end-point plates

L

£
£

Acyclovir and EHV :
et Y v' Antiviral effect against EHV-1, EHV-4 and EHV-3 (alphaherpesviruses) in ED cells.
ntoction(8) " v No effect against EHV-2 (gammaherpesvirus) in ED cells.

collndex(c)

X Y
.
~d

Cxceeds the end-point analyses

Time (hours)

3 () £
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Horses are usually infected during the first months of life by several herpesviruses.
Among them, three belong to the Ajphaherpesvirinae subfamily (equine herpesvirus-
1, EHV-4 and EHV-3).

- EHV-1 is the most pathogenic and causes respiratory diseases in young horses,
abortion in mares, neonatal death and neurological diseases.

. L

EFFECTS OF .

ACICLOVIR AND
GANCICLOVIR
TREATMENTS

ALPHAHERPESVIRUSES
INFECTIVITY IN EQUINE
DERMAL CELL BASED ON
IMPEDANCE
MEASUREMENTS

EHV-4 is closely related to EHV-1 but mostly causes respiratory diseases, with
sporadic abortion cases described.

- EHV-3 is responsible for equine coital exanthema, characterized by formation of
papules, pustules, ulcers and vesicles on the external genitalia.

The persistence of these herpesviruses through establishment of latency, often
characterized by an absence of clinical signs, represents a real risk to the horse

population.
PREVENTION & TREATMENTS

Reduce the risk of respiratory diseases

*)

Vaccines against EHV-1 and EHV-4

Limited effect against abortive and no
claim against neurological forms

C. Thieulent 12, €. Hue %23, C. Fortier 123, P, Suzanne 4, S. Zientara 5, H.

Munier-Lehmann &, A. Hans 7, P-H. Pitel 1, P-0. Vidalain ® and S. Pronost 13 Coverage and efficacy remain
No vaccine exists against EHV-3 insufficient
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Normandie Univ, France; 5 Anses, Université Paris-Est, Laboratoire de Santé Animale, UMR 1161 Virologie, Therapeutic arsenal against EHVs is limited

France; © Institut Pasteur, Unité de Chimie et Biocatalyse, Paris, France; 7 Anses, Laboratoire de pathologie
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Normandie Universite:

Importance of developing and testing new compounds against
EHVs with antiviral activity

N /A S

Equine dermal (E. Derm) cells (CCL57, ATCC) infected with:

- EHV-1 (KyD; ATCC?)
- EHV-1 FR-6815 (isolate from abortion)
- The decrease in the normalized Cell - EHV-1 FR-3899 (isolate from neurological forms)
Index (Cl) values is negatively - EHV-4 (405/76; ATCCY)
] correlated to the number of EHV-1 - EHV-3 (1118; ATCC?)
IENECIES  copies genome.

&

&

s

E.T.‘gmm.m
E?C

Hh

Qg

&
P

ey xmnm cols (48 ).

Impedance measurements
(xCELLigence® Real-Time Cellular Analysis system , ACEA)

- The decrease in the normalized Cl =
values is associated with formation

of virus-mediated cytopathic effect. - Viral load quantitation

(QuantStudio, Applied Biosystems)

- RTCA system is suitable for
real-time monitoring of EHV-1
cytopathogenicity.

Cytopathic effects recording
(Eclipse Ti microscope, Nikon)

‘

concentrations of ACV and GCV keep the Cl similar
to mock infected cells, whereas lower concentrations limit
the Cl decrease induced by EHV-1 or show no antiviral
effect.

- B N
.‘.“’\ g W e 5 —GC\IseemsmoreeffucnemthanAC\Itopreventthe

EHV-1 cytopathogenic effect.

- Dose-dependent antivirals effects of ACV and GCV
were confirmed by gPCR assays.

¢ o am § @
thei) Gancicour (gimi)

ECs, + SD (pg/ml)
Acv cev - Similar results were obtained for EHV-4 and EHV-3.

988+ 214 062 +0.49 ‘.

’/AVA

Viruses

FR-6815
FR-3899
405/76
1118

1030+ 315 111052
1738+ 595 279+025
1523285 186046

EHV-4
EHV-3

1B 4th Conference on
Impedance-Based Cellular

“'_’A"‘ 2018 ) pcsays, June 6th-8th,
RTCA is a useful tool for real-time monitoring of EHVs cytopathogenic Edinburg, Scotland, 2018
effect on equine dermal cells. y
. 4 4 RSIT]
Nog 1 ) -,ﬁ Partners : l’:;*- anses3 S0 B
ACV and GCV are effective antiviral compounds - Fonds tperon |1/ €€

against EHV-1, EHV-4 and EHV-3. __ "
N\ LS R
GCV was 10 fold more effective than ACV against EHV-1

. Contact: I jre-,
EHV-4 and EHV-3. J m\\
Y ——— 4 %

RTCA is appropriate for screening antiviral compounds against EHVs.
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INTRODUCTION

* Neuf types d’herpésvirus sont classiquement décrits chez les équidés :

= chez les chevaux : herpésvirus équin (HVE)-1,3,4 pour les alphaherpésvirus et HVE-
2,5 pour les gammaherpeésvirus.

= chez les dnes : HVE-6 et 8 pour les alphaherpésvirus et HVE-7 pour les
gammaherpésvirus.

= I’HVE-9 initialement isolé chez une Gazelle de Thomson.

* Méme si la majorité de ces herpésvirus sont connus pour avoir une spécificité
d’hétes, certains d’entre eux semblent avoir franchi la barriére d’espece comme c’est
le cas pour I’'HVE-1 et I'HVE-9, retrouvés chez plusieurs espéces d’animaux sauvages
(gazelles, zebres, rhinocéros).

i
-
:
i
|

(Crédit photo: Antoine Leclerc) :

Nasaux e sabra présentantion Ohgcnfz Con.flrmgr I'infection de .tr0|s zebres. de Grévy ayan,t mon»tre des 5|gne.s
et cliniques respiratoires et neurologiques entrainant la mort d’'un male de 16 mois et J

d’une femelle de 2 mois.

Leenmnal.,

MATERIELS ET METHODES RESULTATS

Isolement du virus:

* Un effet cytopathogéne a été observé sur les

* Broyage du poumon du zébre male de 16 mois. cellules mises en culture en présence du broyat

* Isolement sur cellules RK13, lignée cellulaire fréquemment de poumon du méle de 16 mois attestant de la
utilisée pour la culture d’"HVE. présence d’un virus.

Détection des herpésvirus:

* Extraction d’acides nucléiques (poumon et souche isolée) a
I'aide du QIAmp® DNA et Viral RNA Mini Kit (Qiagen).

* Réalisation d’une PCR consensuelle pour la détection
d’herpésvirus chez les mammiféres (VanDevanter et al.
1996).

Crédit photo: LABEO

Typage des herpésvirus:
* Séquencage des ORF30 et ORF33 par méthode Sanger.

* Arbre phylogénétique réalisé selon la méthode Maximum
Composite Likelihood.

* La PCR de détection a permis d’identifier un
herpésvirus de mammiféere.

! » L’homologie de 99% de la séquence obtenue, a
partir du poumon, avec celle de la souche
d’HVE-9 de référence AP010838.1 (référence
Pubmed) révele la présence d’"HVE-9 chez ce
zébre.

DiscusSION ET CONCLUSION

Les résultats in vitro suggerent que I'HVE-9 est a l'origine de |'épisode neurologique
observé chez les zébres de Grévy.

* La mutation G, dite neuropathogéne, en
position 2254 de I'ORF30 a été mise en
évidence par séquencage.

Il s’agit du premier cas mortel lié a I'HVE-9 chez des zébres de Grévy en France. La
présence de la mutation G2254 pose la question d'une pathogénicité accrue de cette
souche.

Perspectives: Le franchissement de la barriére d'espéce de cette souche chez les
mammiféres rend nécessaire sa surveillance chez les équidés.

ée parmi 2 souches

i AP010838.1 Equid;
De plus, Iisolement de la souche permettra:

» Létude des mécanismes de pathogénicité de ce virus.

% Uévaluation de I'efficacité de molécules antivirales. NC_011644.1 Equid herpesvirus 9 complete genome Thomson’s gazelle

FR.1232 ™ Souche isolée a partir du poumon du zébre male adulte

Contact: Gabrielle Sutton Financements:
gabrielle.sutton@laboratoire-labeo.fr

KF644575.1 Equid herpesvirus 1 strain 94-137 complete genome

KC924812.1 Equid herpesvirus 1 strain T954 DNA
polymerase catalytic subunit gene complete cds

NC_001844.1 Equid herpesvirus 4 complete genome
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Les herpésvirus équins 1 (HVE-1) et 4 (HVE-4) appartiennent a la sous-famille
des Alphaherpesvirinae. Ces virus sont les pathogénes responsables des plus
fortes pertes économiques pour la filiere équine en France, comme le montre
I'épidémie de 2018 avec plus de 72 foyers infectieux et 210 compétitions
équestres annulées.

CRIBLAGE ET EVALUATION DE
L'EFFET ANTIVIRAL DE MOLECULES
CONTRE LES HERPESVIRUS EQUINS 1 ET 4
PAR LA MESURE D'IMPEDANCE CELLULAIRE :
EFFET DE LA SPIRONOLACTONE

Trois formes distinctes de la maladie sont décrites chez I'HVE-1 avec différents symptémes :
La forme respiratoire caractérisée par de la toux, de la fievre et des écoulements
nasaux.

La forme abortive avec I'avortement du foetus ou une mort néo-natale

La forme nerveuse, également appelée myéloencéphalopathie, nécessitant | ‘euthanasie
de |'animal dans plus de 50% des cas.

L'HVE-4 provoque principalement des troubles i ires et des avor de fagon

sporadique.
PREVENTION & TRAITEMENTS

Réduit les troubles respiratoires

C. Thieulent 12, E. Hue 123, C. Fortier 123, P. Suzanne 4, S. Zientara °, H. Munier-Lehmann &,
A. Hans 7, P-H. Pitel !, P-O. Vidalain ® and S. Pronost .23

! LABEO, France; 2 BIOTARGEN EA 7450, Normandie Univ, France; ? Plateforme ImpedanCELL, SF 4206 ICORE, Normandie
Univ, Caen, France; ¢ Centre d'Etudes et de Recherche sur le Médicament de Normandie, Normandie Univ, France; *
Anses, Université Paris-Est, Laboratoire de Santé Animale, UMR 1161 Virologie, France; © Institut Pasteur, Unité de
Chimie et Biocatalyse, Paris, France; 7 Anses, Laboratoire de pathologie équine de Dozulé, Unité de virologie, France; ®
CNRS UMR 8601, Université Paris Descartes, France.

&1 Vaccination Effet limité contre les avortements et aucun
effet contre la forme nerveuse
Couverture vaccinale insuffisante
~.
s “ Dy
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L'arsenal thérapeutique contre I’'HVE-1 et 'HVE-4 est limité.

Aucune molécule antivirale ne possede d’autorisation de mise sur le
marché en santé équine.

=> |l est important de développer de nouveaux composés ou de repositionner
des composés efficaces contre les HVE.

h Mesure d'impédance cellulaire

Cellules équines dermiques (E. Derm; CCL57™, ATCC") (xCELLigence® Real-Time Cellular Analysis system, ACEA)

infectées par :
- HVE-1 (VR-700; ATCC") [
- HVE-4 (VR-2230; ATCC")

" Quantification des charges virales
(QuantStudio, Applied Biosystems)

B — 2 Observation des effets cytopathogénes
1) Mise en place de la technologie xCELLigence pour le suivi -"'ﬁﬂ (Eclipse Ti microscope, Nikon)
en temps réel de la formation d’ECP sur les cellules équines

dermiques (E. Derm) provoquée par 'HVE-1.

1) Création d’un arbre décisionnel pour le criblage de
molécules antivirales contre I'HVE-1 en utilisant la

LS wiciogieaCkEHpence: 11l) Identification de la Spironolactone (SPR) comme molécule

antivirale efficace contre les HVE-1 et HVE-4 suite au criblage
+ Criblage d'une plaque contenant 80 molécules (10 ug/mi) H de la chimiothéque Prestwick®
a

+ controles en colonnes 1 et 12

HVEL ¢ ACY, g
WVEL 4 ACVas
HVEL + ACVo0s s
MVEANT

Time (hpi)

Contréles rejetés | | Contrles admis

o
Spironolactone (SPR)

5 Formule : C,Hy,0.8
Analyse du profil des courbes et des aires sous les courbes (AUC) Numéro CAS : 52-01-7
lm«u‘.mn M: 416,573 £0,028 g/mol

Courbes non [auc <aucc+ 25 % [auctz Auce+ 25 %)
représentatives
Potentiel effet antiviral > analyse du CIT,, ”
| Fongetal, 2011 B

[Ty [ Tt n0n | [arys s s
l<cmyeeeh)  [2amgesh) | calculable ||z e v
= i HVEL+ PRy HVES + 9
£
Pas d'effet IVE-1 Effet antiviral contre PHVE-1 || "

e reavs

[
(n'= 1188 molécules pour 15 plaques)

{n = 12 mol. pour 15 plaques)
g HVE4.

meution 00 S0 HVE1

o i o —_—
Effet antiviral 3 valider par | ibetasgan ECy 11,24 ug/mi
qPCR et par dose réponse (xCELLigence) ¥

16,50 pg/m!
9,82 yg/ml

ECyo
e N 14.08 yg/ml

- La diminution du Cell Index est inversement corrélée a
laugmentation du nombre de copies génomes d’HVE-1
et a la formation d’ECP induits par 'HVE-1.

Une forte concentration d’ACV maintient une valeur de & - : :

Cell Index comparable aux cellules contrdles et une Suite au criblage a I'aveugle de la banque Prestwick’, 12 La SPR est capable de contrer I'apparition d’ECP induits
concentration intermédiaire retarde fortement la chute molécules ont montré un effet antiviral contre PHVE-1. par 'HVE-1 et 'HVE-4.

du Cell Idex. Parmi ces 12 composés, nous avons retrouvé I'ACV, ce ’HVE-1 semble plus sensible a la SPR que 'HVE-4.

L’ACV est capable de contrer la formation d’ECP induits qui confirme la pertinence de notre systéme. A 48 heures post-infection, la SPR montre un effet
par I’'HVE-1. Une EC,, de 9,88 ug/ml est déterminée avec Nous avons identifié la spironolactone (SPR) comme antiviral comparable a celui de FACV contre I'HVE-1 et
I'appareil xCELLigence. molécule présentant un effet antiviral contre 'HVE-1. I"HVE-4.

L

- La technologie xCELLigence permet un suivi en temps réel de lapparition d'effets
cytopathogenes (ECP) et d’évaluer I'effet de molécules antivirales.

-® https://impedancell.fr/

ImpeoanCELL Remerciement : E. Brotin
o : C. Denoyelle

ires : g % UNIVERSITE
Partenaires : ’3 anses (3 Institut Pﬂslgr‘ PARIS DESCARTES
Fonds Eperon [/'ce -
Financements : !‘#ﬁ— E E E .!

- La technologie xCELLigence peut étre utilisée pour le criblage @ moyen/haut débit de
molécules antivirales contre les herpésvirus équins grace a des calculs d’aire sous la courbe
(AUC) et de temps requis pour observer une diminution de 50% du Cell Index (CITs,).

- 'HVE-1 et I'HVE-4 ont une sensibilité a la spironolactone comparable a I'aciclovir. Leffet
antiviral de la spironolactone a déja été démontré contre le virus d’Epstein-Barr (Verma et al.,
2016) et contre les VIH-1 et VIH-2 (Lacombe et al., 2016).

NGRMANOIE

Contact:  come.thieulent@Iaboratoire-labeo.fr

- Ces résultats montrent que la spi tone a un effet | a large spectre et pourrait
potentiellement étre utilisée pour lutter contre un plus grand nombre de virus.

Cri=
¢ R AT
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Introduction ~

Les herpésvirus équins 1 (HVE-1) et 4 (HVE-4) sont responsables de la

Le : rhinopneumonie équine.
I 4 ¢ Ce sont des pathogénes responsables de pertes économiques trés

importantes pour la filiére équine.

. = S 1 v
pour tralter Ia - - ¥ e N : # | 2018 : 74 foyers infectieux et plus de 210 compétitions équestres

annulées (source : RESPE).

. . g % )
h ¥ it . oy Trois f distinctes de | ladi t décrites chez I'HVE-1 :
FRINOPNEUMONIE Eupat T e e e o
. el =
demain ? R

écoulements nasaux.

La forme abortive avec I'avortement du feetus ou une mort-néonatale.
La forme nerveuse, également appelée myéloencéphalopathie a HVE-1,
nécessite I'euthanasie de I'animal dans plus de 50% des cas.

, E. Huel?3, C. Fortier'23, P. Dallemagne?, S.

E A . g L'HVE-4 provoque principalement des troubles respiratoires et des
5 6 o 7 p- 8 )
Zientara®, A. Hans®, H. Munier-Lehmann’, P--O. Vidalain® et S. avortements de fagon sporadique.
Pronost23
1 LABEQ, France; 2 BIOTARGEN EA 7450, Normandie Univ, France; 3 Plateforme ImpedanCELL, SF La
4206 ICORE, Normandie Univ, Caen, France; * Centre d'Etudes et de Recherche sur le Médicament

Réduit les troubles respiratoires et conduit a
limiter la dissémination du virus

vaccination Mais, N
de Normandie, Normandie Univ, France; 5 Anses, Université Paris-Est, Laboratoire de Santé a Effet limité contre les avortements et aucun
Animale, UMR 1161 Virologie, France; 6 Anses, Laborataire de pathologie équine de Dozulé, Unité privilégier effet contre la forme nerveuse

de virologie, France; 7 Institut Pasteur, Unité de Chimie et Biocatalyse, Paris, France; * CNRS UMR

A Couverture vaccinale insuffisante
8601, Université Paris Descartes, France.

Aucune molécule antivirale ne posséde d'autorisation de mise sur le %
marché en santé équine malgré des besoins importants.

. Laciclovir est la seule molécule ayant fait I'objet d'études expérimentales sur
wommemn o Memandie Uners des chevaux infectés par 'HVE-1, sans donner de résultats trés probants.

Lors de cette étude nous étudions in witro l'effet du ganciclovir, un autre
antiviral utilisé en médecine humaine, et qui n‘a pas encore fait I'objet d'études
\ chez le cheval. Y,

ﬁ Mat. & Meth. g

Les cellules équines dermiques (E. Derm; CCL57™; ATCC®) ont été infectées par une souche d"HVE-4 (VR2230™; ATCC®) et trois souches d’HVE-1 :
= HVE-1 KyD (VR700™; ATCC®) : souche de référence
= HVE-1 FR-6815 : isolée sur un foetus avorté en 2013
= HVE-1 FR-38991 : isolée d'un cheval présentant des troubles nerveux en 2009

Le criblage des 1200 molécules provenant de la banque Prestwick® a été réalisé sur la souche HVE-1 KyD grace a la technologie xCELLigence® (mesure de l'adhérence cellulaire).

\_Leffet antiviral des molécules retenues a été confirmé par microscopie et par quantification des copies d’/ADN viral dans le surnageant (qPCR). y,
oQ
! [ Résultats ~

I- Identification du ganciclovir comme molécule anti-HVE-1 parmi une banque de 1I- Confirmation de l'effet antiviral du ganciclovir contre plusieurs
1200 molécules. souches d'HVE-1 /n vitro.

= Le criblage a l'aveugle de la banque Prestwick® a mis en
évidence 12 molécules avec de potentiels effets antiviraux
contre I'HVE-1. Ces molécules ont été testées en dose-
réponse,

= Que ce soit pour laciclovir
ou pour le ganciclovir,
aucune différence de
- sensibilité n'est observée
10,67 ug/mL 1,32 pg/mL entre les 3 souches d’HVE-1.

Aciclovir Ganciclovir

KyD 9,88 pg/mL 0,62 pg/mL

= Le ganciclovir est la molécule présentant le meilleur effet 12

ga . molécules FR-6815
antiviral contre I'HVE-1. positives
FR-38991 [EERUELTEILNN 1,11 pg/mL . .
Mo/ g = Le ganciclovir présente une
: Sensibilité de 3 souches d'HVE-1 & des traitements 4 Faciclovir et i ite a
* Une concentration de 0,05 S i e ar i s i g efficacité  comparable  a
pg/ml @ de ganciclovir ne heures post-infection. Les résultats représentent la moyenne des l'aciclovir  mais & des
+ s concentrations capables d'inhiber 50% de la réplication virale de COnCentra‘iOnS 10 fOiS
montre aucun effet antiviral 4 expériences indépendantes.

et une concentration de 0,5 inférieures.

pg/ml @ retarde l'apparition
d'effets cytopathiques induits [
|

par I'HVE-1 III- Validation in vitro de I'effet antiviral du ganciclovir contre ]

"HVE-4.

Valeurs d'adhérence cellulaire

g
.

Une concentration de 5 pg/ml

o e ® empéche I'apparition = Tout comme I'HVE-1,
ieates o EVED o et g poneciot. 1 consbes vete ot Tovge d'effets cythopatiques induits I'HVE-4 est sensible in
représentent les niveaux d'adhérence au cours du temps des cellules non infectdes et par I'HVE-1 et permet de Aciclovir Ganciclovir vitro & un traitement au
i traitées (1) et des celules infectées par IHVE-1 et non traitées (2}, respectiverment. inteni i ; Lo
Les courbes en dégradé de bleu représentent le nivesu dadhérence des cellles maintenir le tapis cellulaire ganciclovir.
infectées par 'HVE-1 et traitées avec des concentrations croissantes de ganciclovir sain. 17,38 pug/mL 2,79 pg/mL

(@05 pg/mi (3), 0.5 pg/ml (4) et 5 pgsml. (5)).

L'HVE-4 est moins sensible

Seasibilité de [HVE-3 4 des traitements & laciclovic et au U .

‘ganciclowir mesurée par fa technologie xCeLLigence 4 48 heures AU ganciclovir que I'HVE-1.

post-infection. Les résultats représentent 3 moyenne des

concentrations capabies d'inhiber 50% de la réplication virale de . .

4 expériences indépendantes. = Le ganciclovir permet
d'obtenir, Jin vitro, des

effets  comparables a

(@) Celules non infectées (3 Cellules infectées par (@ Cellules infectées ] @) Cellules infectées (@ Cellules infectées I'aciclovir contre [I'HVE-1
HVEL +10.05 pg/mL de GCV +0,5 ug/mL de GOV + 5 pg/mL de GCV mais & une concentration 6
Observation au microscope de infection des celluies équines dermiques par 'HVE-1 et traitées avec différentes concentrations de ganciclovir. Les fois infeéri
\Hé{ﬁsﬁ indiquent les altérations mosphologiques des cellules induites par I'HVE-1, également appelées effets cytopathiques (échelle * 100 ym). 0ls Inferieure. )

présentant l'effet antiviral le plus important contre I'HVE-1.

Conclusions et perspectlves ~
= Parmi 1200 molécules utilisées en médecine humaine, le ganciclovir s'avere étre la molécule come.thieulent@laboratoire-labeo.fr

= L'HVE-1 et I'HVE-4 sont tous les deux sensibles & un traitement au ganciclovir /n vitro et |'HVE- . P INIVERSIT
N s . : u}t S& e NIVERS
1 semble légérement plus sensible a cette molécule que I'HVE-4. Partenaires anses ‘-} Institut Pusmur‘ -PARISDESEARTES
= Les résultats devront étre confirmés /n vivo afin de mettre a disposition de la filiére équine un . , Fonds Eperon ifce “ EN
traitement efficace contre les HVE-1 et HVE-4. Par ailleurs, la pharmacocinétique du Financements : t&h}l7 e L =

ganciclovir a déja été étudiée chez le cheval et présente des résultats encourageants?.

= Nous envisageons de faire une étude expérimentale sur des chevaux infectés par I'HVE-1 afin
de mesurer 'effet antiviral du ganciclovir.

(1) Carmichael, R., Whitfield, C., Maxwell, L. 2013. Pharmacokinetics of ganciclovir and valganciclovir in the adult horse. Journal 23 & 24 MAI 2019

\c f Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 36 (5), 441-449. y SAUMUR
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Annexe 6 : Réalisations en paralléles des travaux de recherche

Prix du meilleur poster lors du congrés IBCA (Impedance-Based Cellular Assays) qui s’est
tenu en 2018 a Edimbourg pour : « Real-Time monitoring of Equid alphaherpesviruses infectivity in
equine dermal cell based on impedance measurements: effects of aciclovir and ganciclovir
treatments ».

http://www.ibca2018.net/best posters.html

Deuxieme prix du jury pour ma présentation au concours national « Ma these en 180
secondes, section filiere équine » organisé par I'lFCE en mars 2018 a Paris.

https://www.youtube.com/watch?v=11BtJZK{Y34

Membre du Comité de Suivi Individuel de Myléne Verney, doctorante (ANSES, Unité PhEED,

Laboratoire de santé animale, site de Normandie, RD675, Goustranville).

Membre du Conseil de Laboratoire de I'unité BIOTARGEN (EA 7450).

Enseignements de cours d'immunologie et de culture cellulaire avec la technologie
iCELLigence® aux étudiants de I'lUT de Caen en tant qu’agent temporaire vacataire durant 'année

universitaire 2018-2019 (total de 45 heures).

Membre du comité d’organisation du premier « European Meeting of Equine Infectious

Diseases » organisé par LABEO le 29 novembre 2019 a Caen.

Participation aux EQUIDAYS organisés du mercredi 23 au dimanche 27 octobre 2019, pour

présenter la plateforme « Normandie Equine Vallée ».

Participation au dispositif Apprentis chercheurs (L'Arbre des Connaissances) en encadrant
deux étudiantes : Valentine Hébert, éléve de 3°™¢ et Margaux Barriére, éléve en 1° scientifique,

durant I'année scolaire 2018-2019.

246


http://www.ibca2018.net/best_posters.html
https://www.youtube.com/watch?v=I1BtJZKjY34

Suivi de plus de 100 heures de formation durant toute la durée de ma these. L’'ensemble de

ces formations est listé dans le tableau ci-dessous :

Directeur(s) de thése : PRONOST, Stéphane

Date (jour/mois/année) de la 1°" inscription : 01/10/2017
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Formations transversales

Nombre d'heures suivies

Equivalence (h) attribuée par I'ED

Volume retenu par I'ED (sept 2020)

Modules proposés par Normandie université (cf Livret "Offre de formation doctorale") :

Intégrité scientifique 4 4 4
De la thése a I'emploi : connaitre le marché de I'emploi 6 6 6
Création d'entreprise innovantes 6 6 6
Protéger, valoriser et diffuser les résultats et produits de la recherche en 3 3
sciences technologiques et santé 3
De la these a I'emploi : CV et lettre de motivation 6 6 6
Intelligence économique et stratégique 6 6 6
Valoriser son doctorat pour trouver un emploi dans les institutions . .
europé et les organisation: 3
Développer son réseau professionnel 3 3 3
Séminaire organisé par Normandie université :
Doctoriales
Créer et innover
Conseil en entreprise :
Contacter I'ED pour validation
Autres modules :
Expérimentation animale
Radioprotection
Lister les autres modules et contacter I'ED pour validation
Activité d'enseignement :
Mission enseignement entre 33h et 48h 45 10 10
Autres activités :
Encadrement de 2 apprentis chercheurs 30 30 30
son doctorat pour trouver un emploi dans les institutions européennes et N N 10
les organisations" ) )
TOTAL Formations transversales (50 h minimum) :| 77 87

Formations scientifiques

Nombre d'heures suivies

Equivalence attribuée par I'ED

Volume retenu par I'ED (sept 2020)

Formations spécifiques proposées par I'ED nBISE :
Hygiéne et sécurité
Imagerie cellulaire
PCR quantitative
Spectrométrie
Séquengage haut débit
Biostatistiques

Autres modules :
Expérimentation animale
Chirurgie
Radioprotection

Participation a des écoles thématiques ou stages de formation :
d’Hans Nauwynck (Gand, Belgique) pour apprendre la culture d’explants de
trachées équines
Formation sur le logiciel d'imagerie NIS-AR

15

13

Lister les autres modules et contacter I'ED pour validation au préalable des crédits

10 jours x 7h

70

7

TOTAL formations scientifiques :|

7

20

TOTAL Formations (100 h minimum) :

154

107
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CRIBLAGE IN VITRO DE MOLECULES ANTIVIRALES CONTRE L"HERPESVIRUS EQUIN 1 PAR
IMPEDANCEMETRIE ET EVALUATION CLINIQUE DE L"EFFET DU VALGANCICLOVIR

MOTS CLEFS

Herpésvirus équin 1 ; Cheval ; Antiviraux ; Criblage ; Impédancemétrie ; Infection expérimentale ; Valganciclovir ; Décitabine

RESUME

Neuf herpesvirus sont connus pour infecter les équidés. Parmi eux, I’herpésvirus équin 1 (HVE-1) induit les formes de la maladie
les plus graves. En effet, ce virus provoque des troubles respiratoires, des avortements, des morts néonatales et des troubles
nerveux qui menent souvent a l'euthanasie de I'animal. La prophylaxie, reposant sur les bonnes pratiques sanitaires et la
vaccination, demeure le meilleur moyen de lutte contre I'ensemble des herpesvirus équins. Des vaccins qui réduisent
efficacement les troubles respiratoires et la dissémination de I’'HVE-1 ont été développés. Cependant, ces derniers ne préviennent
pas les avortements et n‘ont aucun effet démontré contre la forme nerveuse. De plus, la couverture vaccinale demeure
insuffisante en France. Les traitements aux antiviraux constituent donc une approche complémentaire dans la lutte contre I'HVE-
1. Cependant, trop peu d’études ont évalué I'effet de molécules contre ce virus, limitant les perspectives d’utilisation. Pour
répondre a cette problématique, nous avons développé un protocole de criblage a moyen/haut débit a I'aide de la technologie
RTCA xCELLigence®, basée sur la mesure d’impédance cellulaire. Suite au criblage de 2891 molécules, 21 candidats ont été
identifiés pour leur efficacité contre I'HVE-1. Parmi ceux-ci, I'aphidicoline, la décitabine, le ganciclovir, I'idoxuridine, le pritelivir
et le valganciclovir ont présenté les meilleurs effets. L'activité de ces molécules a été confirmée sur différents modeles cellulaires
en présence de différentes souches d’"HVE-1. Cette étude a conduit a I'identification et a I'étude du mode d’action d’une nouvelle
molécule efficace contre I'HVE-1, la décitabine. Cet analogue de la déoxycitidine a également montré un effet synergique in vitro
lorsqu’elle est associée au valganciclovir. Lors de la seconde phase de ce travail, nous avons testé I'efficacité d’un traitement au
valganciclovir lors d’un challenge expérimental avec infection par nébulisation d’une souche d’"HVE-1 (Cy2s4) récemment isolée au
cours de I'épizootie de 2018. Cette étude a permis de démontrer qu’une dose de 6,5 mg/kg de valganciclovir, administrée 2 fois
par jour, permettait de maintenir un bon niveau de protection avant la mise en place de la réponse immunitaire humorale. En
effet, ce traitement permet de réduire les signes cliniques, I'excrétion virale et la virémie cellulaire induits par I'HVE-1. Ces travaux
réalisés in vivo démontrent l'efficacité du valganciclovir contre I'HVE-1 et le criblage réalisé in vitro ouvre de nouvelles
perspectives de traitement, en particulier avec des associations de molécules.

KEYWORDS

Equid herpesvirus 1; Horse; Antiviral; Screening; Impedance; Experimental infection; Valganciclovir; Decitabine

ABSTRACT

Eight herpesviruses are known to infect the equine population. Among them, the equid herpesvirus 1 (EHV-1) induces the most
severe forms of diseases. Indeed, this virus causes respiratory symptoms, abortions, neonatal foal deaths and nervous diseases,
often leading to their euthanasia. Prophylaxis, relying on good sanitary practices and vaccination remains the best way to avoid
epizooties of herpesviruses. Vaccines reducing efficiently respiratory disorders and EHV-1 dissemination are currently available.
However, they do not prevent abortions and have no proven effect against nervous symptoms. In addition, the vaccine coverage
is insufficient in France. Antiviral therapy is therefore an interesting complementary approach in the fight against EHV-1.
However, there is a lack of studies evaluating the antiviral effect of compounds against EHV-1, limiting the prospects of use. To
resolve this issue, we have developed a medium/high throughput screening protocol using the RTCA xCELLigence® technology
based on cell impedance measurements. Following the screening of 2891 compounds, 21 candidates were identified for their
efficacy against EHV-1. Among them, aphidicolin, decitabine, ganciclovir, idoxuridine, pritelivir and valganciclovir showed the best
efficacy. The activity of these compounds was confirmed on different cell lines in the presence of different EHV-1 strains. This
study led to the identification and the understanding of the mode of action of decitabine. This deoxycitidine analogue, also
showed a synergistic effect when combined with valganciclovir. In the second part of this work, we evaluated the effect of
valganciclovir treatment during an experimental infection by nebulisation with a new EHV-1 strain (Ca2s4) recently isolated during
the epizootic of 2018. This study demonstrated that a dose of 6.5 mg/kg body weight of valganciclovir, administrated orally twice
a day, allowed to maintain a good protection prior the establishment of the humoral immune response. Indeed, this treatment
allows to reduce significantly clinical signs, viral excretion and cell-associated viremia induced by EHV-1 on ponies. This work
carried out in vivo demonstrated the efficiency of valganciclovir treatment against EHV-1, while the in vitro screening opens up
new perspectives of treatment, in particular with compounds association.



