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Résumeé

De nos jours, de nombreux facteurs tels que les modifications écologiques, 'augmentation
des déplacements animaliers et de la densité de la population mondiale ainsi que
I'amélioration des moyens de transport favorisent 'apparition des virus émergents et facilitent
leur transmission. L’émergence de ces nouveaux virus illustrent le défi complexe et constant
pour la santé humaine puisqu’ils peuvent étre a I'origine de maladies parfois inconnues et
potentiellement graves notamment neuroinvasives. C’est le cas, par exemple, avec
I'émergence récente de deux virus neurotropes : Zika (ZIKV) et Usutu (USUV). ZIKV a été
responsable d’épidémies principalement en Polynésie Frangaise en 2013 et en Amérique
Latine en 2015-2016, ou il a été la cause chez certains patients, d’atteintes neurologiques
(encéphalite, méningo-encéphalite, syndrome de Guillain-Barré, microcéphalie, etc.). USUV,
quant a lui, a émergé récemment en Europe, ou il a été impligué dans une importante
mortalité aviaire (principalement chez le merle noir) mais aussi dans des infections
neuroinvasives chez 'Homme (encéphalite, méningo-encéphalite, etc.). Malgré cela, la
pathogenése de ces deux virus reste peu explorée. L'objectif de cette thése était de
caractériser l'effet de l'infection du ZIKV sur la structure et 'homéostasie de la barriere
hémato-encéphalique (BHE) ainsi que d’évaluer et de comparer la neuropathogénicité de
différentes lignées d’USUV en combinant des approches in vivo et in vitro. Nos résultats
suggerent premiérement une interaction complexe entre le ZIKV et la BHE qui pourrait
déclencher une inflammation locale, le recrutement de leucocytes et une éventuelle
perturbation vasculaire cérébrale sur du long terme. Deuxiemement, pour USUV, nos
résultats corrélent avec les pathologies inflammatoires cérébrales engendrées chez 'lHomme
comme I'encéphalite. De plus, suite a I'analyse des lignées circulantes d’'USUV, nos résultats
suggerent que certaines lignées d’'USUV peuvent avoir une neurovirulence plus importante,
notamment la lignée Europe 2. Prises ensemble, ces données permettent une meilleure
caractérisation des mécanismes physiopathologiques de la neurovirulence liés a l'infection
par ZIKV et USUV, et suggérent que les symptébmes causés par ces virus dépendent de
plusieurs facteurs, notamment le tropisme cellulaire ainsi que la réponse immunitaire de
I'héte. Pour ces raisons, il est nécessaire de s’intéresser aux biomarqueurs de la
neuroinflammation dans le plasma et/ou dans le liquide céphalo-rachidien des patients
infectés afin d'étudier les facteurs preédictifs ou les facteurs associés aux formes graves des
infections a arbovirus dans le but de favoriser un diagnostic précoce.

Mots clés: Virus Zika, Virus Usutu, flavivirus, systéme nerveux central, neurovirulence et neurotropisme
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Abstract

Nowadays, many factors such as ecological changes, increased animal movements, world
population density, and improved means of transportation are contributing to the appearance
and transmission of emerging virus. The emergence of these new viruses constitutes a
complex and constant challenge to human health since they can sometimes cause unknown
and potentially serious disorders, particularly neuroinvasive diseases. This is the case, for
example, with the recent emergence of two neurotropic viruses: Zika virus (ZIKV) and Usutu
virus (USUV). ZIKV is responsible for epidemics in French Polynesia in 2013 and Latin
America in 2015-2016, where it was also responsible for neurological disorders (encephalitis,
meningoencephalitis, Guillain-Barré syndrome, microcephaly, and others) in some patients.
USUV has recently emerged in Europe, where it has been implicated in significant avian
mortality, mainly in blackbirds, but also in neuroinvasive infections in humans (encephalitis,
meningoencephalitis, and others). Despite this, the pathogenesis of these two emerging
viruses remains poorly explored. The objective of this thesis was to characterize the effects
of ZIKV infection on the blood-brain barrier (BBB) structure and homeostasis and to evaluate
and compare the neuropathogenicity of different USUV lineages by combining in vivo and in
vitro approaches. Our results first suggest a complex interaction between ZIKV and the BBB
that could trigger local inflammation, leukocyte recruitment, and possible long-term
cerebrovascular impairment. Secondly, regarding USUV, our data suggest that the virus can
reach the brain and cause massive inflammation leading to the recruitment of immune cells,
which correlates with human brain inflammatory pathologies such as encephalitis. Also,
following the analysis of circulating USUV lineages, our results suggest that some USUV
lineages may have a higher degree of neurovirulence, notably the Europe 2 lineage. Taken
together, these data allow a better characterization of the pathophysiology mechanisms of
neurovirulence related to ZIKV and USUV infections, and suggest that the symptoms caused
by these viruses depend on several factors, including cellular tropism as well as the host
immune response. For these reasons, it is necessary to study biomarkers of
neuroinflammation in the plasma and/or cerebrospinal fluid of infected patients in order to
study predictive factors, or associated with severe forms of arbovirus infections to promote

early diagnosis.

Key Words: Zika Virus, Usutu Virus, flavivirus, central nervous system, neurovirulence and neurotropism
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Chapitre I. Etat de I'art

. Les virus émergents
1. Définition

Les virus émergents et ré-émergents constituent un risque majeur pour la santé
mondiale comme en témoignent les nombreux épisodes récents d’Ebola, du virus du
Chikungunya (CHIKV), de la Grippe, du virus Zika (ZIKV), du virus de la Dengue
(DENV) ou encore la pandémie associée au coronavirus du syndrome respiratoire aigu
sévere 2 (SARS-CoV-2) responsable de la maladie a COVID-19. A Washington, en
1989, lors d’'une rencontre organisée entre la Fondation Rockefeller, la Fondation
Fogarty et I'Institut National des Allergies et des Maladies Infectieuses (NIAID) sur la
thématique des maladies nouvelles, le concept de maladie émergente est apparu. Les
maladies émergentes sont des maladies qui peuvent progresser trés rapidement au
sein d’'une population humaine et qui sont parfois responsables de problémes de santé
publique importants. Un exemple de maladie émergente est le sida au début des
année 1980 cause par le virus de 'immunodéficience humaine (VIH). En effet, il s’agit
d’'une maladie nouvelle associée a des germes nouveaux. Le terme de maladie virale

émergente est déterminé par plusieurs points :

- C’est une maladie qui associe de facon originale une étiologie et des
symptémes non observés jusque-la.

- C’est une maladie qui apparait dans un environnement nouveau ou qui
réapparait la ou elle avait disparu.

- Clest une affection dont I'étude des causes de la maladie est nouvellement

décrite.

Parmi ces maladies virales émergentes, il a été découvert de nombreux virus
transmis par les arthropodes hématophages. Ces arboviroses se caractérisent par des
cycles complexes qui font intervenir de multiples hétes (mammiféres, oiseaux, etc.) et
vecteurs (moustiques, tiques, phlébotomes, etc.). Du fait des modifications de
'environnement et des comportements des hétes, ces arboviroses présentent des
tableaux épidémiques variés. Dans les années 1950, des réseaux de surveillance
internationaux visant a recenser les virus nouveaux circulant sur un territoire donné

ont été mis en place. Il en est ressorti plus de 600 virus qui pour la plupart n’étaient
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associés a aucune pathologie connue. A cette époque, ces découvertes ne semblaient
pas inquiéter les autorités de santé. Pourtant, ces découvertes apparaissent de nos
jours tres importantes. En effet, actuellement, les arboviroses représentent plus de
40% des maladies infectieuses émergentes a travers le monde dont certaines sont

responsables d’atteintes neurologiques chez 'lHomme.

2. Arbovirus

Les arbovirus (ARthropod-Borne viruses) circulent principalement dans des
régions tropicales ou subtropicales, avec depuis quelques années une augmentation
de lincidence des infections et la description de cas autochtones dans les régions
tempérées, notamment en France métropolitaine. Il existe plus de 500 arbovirus
décrits dont une centaine est connue comme étant pathogéne pour I'Homme.
L’infection peut se traduire par un tableau clinique polymorphe lié au tropisme
vasculaire, hépatique et cérébral de ces virus. Ces virus sont dans leur grande majorité
des virus a acide ribonucléique (ARN) et sont transmis par des vecteurs tels que les
moustiques, les tiques et les phlébotomes pendant « les repas de sang » a toute une
série d’hotes, y compris 'Homme . Le cycle de réplication des arbovirus se produit
généralement chez des hétes sauvages tels que les oiseaux et les mammiferes. Les
vecteurs sont alors responsables de la propagation de I'infection parmi les hétes dans
ce que l'on appelle un cycle enzootique. Dans certaines situations, les vecteurs
peuvent transmettre des virus a des animaux qui ne sont pas I'’héte naturel, ce que I'on
appelle des hétes accidentels. C’est le cas par exemple des chevaux et des humains
dans le cas du virus du Nil occidental (WNV) 2. Certains arbovirus tels que le DENV,
le CHIKV et le ZIKV dépendent moins de I'amplification virale chez les animaux
sauvages et peuvent étre transmis a 'lHomme au cours d’un cycle urbain et sont donc

potentiellement associés a des épidémies majeures chez 'Homme '3,

3. Famille des arbovirus

Au sein des arbovirus, il existe 5 familles : les virus de la famille Togaviridae
du genre Alphavirus, les virus de la famille Flaviviridae du genre Flavivirus, les virus
de la famille Bunyaviridae du genre Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus, les virus
de la famille Reoviridae du genre Coltivirus, Orbivirus, Seadornavirus et enfin les virus

de la famille Rhabdoviridae du genre Vesiculovirus.
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4. Famille Flaviviridae et genre flavivirus

La famille des Flaviviridae se compose actuellement de quatre genres:
Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus et Pegivirus * (figure 1).
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-borne

Flavivirus
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Bien que les membres de cette famille aient une large gamme d'hétes qui
comprend a la fois des vertébrés et des invertébrés, seuls les membres du genre
flavivirus sont des arbovirus connus pour étre transmis principalement soit par des
moustiques soit par des tiques. Ces virus infectent plusieurs centaines de millions de
personnes chaque année et provoquent une morbidité et une mortalité graves chez
environ 1 a 5 % d’entre elles 5. Parmi les flavivirus, nous retrouvons par exemple : le
virus de I'encéphalite japonaise (JEV), le WNV, le virus de la fiévre jaune (YFV), le

-19-



DENV, le virus de I'encéphalite a tiques (TBEV) et deux nouveaux virus émergents, le
virus Usutu (USUV) et le ZIKV (table 1).

Principaux Flavivirus

/ Maladie fébrile, S el
/ Dengue éruption cutanée, Moustiques Humains e
/ * A A Europe, Pacifique,
/ fievre hémorragique .
/ Caraibes
/ - . . Flevrg . Primates Afrique, Amérique
/ Fiévre jaune hémorragique, Moustiques .
/ S Humains du Sud
/ hépatite
/
/
( ir;i;%’:ji‘z;e Encéphalites Moustiques QOiseaux/Porcs Asie, Pacifique
Flaviviridae Flavivirus o )
Virus du Nil Maladie fébrile, Afrique, Europe,
occidental Encéphalites, Moustiques Oiseaux Moyen-Orient,
\\ Méningites Amérique du Nord
\ Lencé o s . .
\ encéphalite a Encéphalites . .
\ tiques Méningites, Myélites L= RO SURGaS
\
\ Encéphalites,
\ Zika syndrome Guillain Moustiques Primates et Amérique, Afrique,
\ barre, humains Asie, Europe
\ Microcéphalies
\\ Encéphalites,
\\ Usutu MJQ;?S;E?’ Moustiques Oiseaux Afrique, Europe
\ encéphalites

Table 1. Principaux flavivirus et leurs principales caractéristiques.

Ce tableau récapitule les principaux syndromes cliniques, vecteurs, hétes ainsi que la distribution
dans le monde des virus de la famille Flaviviridae, du genre flavivirus (virus de la Dengue, virus de
la Fiévre jaune, virus de I’Encéphalite japonaise, virus du Nil occidental, virus de ’Encéphalite a

tiques, le virus Zika et le virus Usutu).

a. Structure du virion des flavivirus

Les flavivirus sont des petits virus enveloppés contenant une capside
icosaedrique d’environ 40 a 60 nanomeétres de diamétre. La capside des flavivirus est
entourée d’une bicouche lipidique dérivée de la membrane du réticulum
endoplasmique (RE) de la cellule héte (figure 2). Le virion des flavivirus est constitué
aussi de protéines d’enveloppe et de protéines de membrane (figure 2). Les protéines
de l'enveloppe, de la membrane et de la capside sont présentes en quantité

stoechiométrique 6.
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b. Génome viral des flavivirus

Figure 2. Particules virales des flavivirus.

Vue d’ensemble de Ila particule virale
enveloppée, sphérique a capside de symétrie
icosaédrique.

(Adapté de: USUV : a new threat ?)

Le génome des flavivirus est composé d’une molécule d’ARN simple brin de

polarité positive d’environ 11 kilobases avec une coiffe de type | (m7GpppA) en 5’ 7 et

dépourvu de queue polyadénylée (polyA) en 3’ 8 (figure 3). La coiffe a différents roles,

elle fonctionne comme une structure stabilisatrice pour '’ARN viral, elle est essentielle

pour initier la traduction et stopper la défense antivirale innée °. Le génome des

flavivirus est constitué d’'un seul cadre de lecture ouvert (ORF) codant pour une

polyprotéine d’environ 3400 acides aminés (aa), aboutissant, aprés clivage, a la

libération de trois protéines structurales (capside (C), membrane (prM/M) et enveloppe
(E)) et sept protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, (2K), NS3, NS4A, NS4B,

NS5) (figure 3).
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~
Figure 3. Polyprotéine des flavivirus.
a) Génome des flavivirus. (Adapté de: USUV : a new threat ?)

b) Topologie des protéines flavivirales et des domaines transmembranaires prévus.
(Adapté de: Biochemistry and Molecular Biology of Flaviviruses, Images Biorender)
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c. Cycle viral

Appareil
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\

Endosome C @
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Figure 4. Cycle viral des flavivirus.

a) Le virus se lie aux récepteurs de la cellule hote. b) Le virus est endocyté dans la cellule et se
retrouve dans I’endosome. c) L’acidification de I’endosome induit un changement
conformationnel de la protéine E ce qui permet au virus de fusionner avec la membrane
endosomale et de libérer son matériel ARN génomique dans le cytoplasme de la cellule. d) La
réplication et la traduction de ’ARN viral se produisent au niveau du réticulum endoplasmique.
e) Le ribosome de le cellule héte traduit directement ’ARN génomique en polyprotéine. Les
protéases virales et de I’hote clivent les protéines structurales (rouge) et non structurales
(bleu). f) La réplication de I’ARN se produit dans des vésicules membranaires induites par le
virus. La réplication est réalisée par un complexe de réplication virale agissant en tant que
matrice. g) Le génome viral est emballé dans les particules virales immatures lors de
I'assemblage. h) Ces particules sont transportées a travers I’'appareil de Golgi ou les protéases
de I’hote clivent le peptide prM. i) La particule virale naissante sort de la cellule par exocytose
sous forme de virions arrivés a maturité. j) Certains peptides pr ne sont pas clivés ce qui donne
des virions immatures (non infectieux) ou partiellement matures. L’hexameétre NS1 soluble est

également sécrété.
(Adapté de: Post-translational regulation and modifications of flavivirus structural proteins, Images Servier Medical Art)
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i. Entrée virale

L’internalisation de la particule virale enveloppée dans la cellule héte se fait
suite a la reconnaissance et a l'interaction de la protéine de I'enveloppe virale avec les
récepteurs de la cellule ou avec des facteurs cellulaires de la cellule cible 1° (figure
4a). Des études ont mis en évidence différents facteurs d’attachement a la cellule pour
le ZIKV comme : la lectine membranaire, DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) ou des récepteurs tyrosine kinase de la
famille TAM : Axl et Tyro 3 "2, Pour 'USUV, aucune étude a mis en évidence des
récepteurs d’attachement. Apres I'attachement de la particule virale a la cellule héte,
les particules virales sont internalisées par endocytose dépendante de la clathrine '3
(figure 4b). La vésicule ainsi formée se détache de la membrane plasmique grace a
la dynamine. Une fois qu’elle est a l'intérieur de la cellule elle perd rapidement sa
couverture de clathrine et fusionne avec un endosome précoce. Dans la vésicule
endosomale, la diminution du potentiel hydrogéne (pH) va entrainer un environnement
acide ce qui va déclencher des changements de conformation des protéines virales
d’enveloppe et de membrane. La protéine E va se trimériser et un réarrangement de
sa surface va exposer le peptide de fusion vers la membrane cible ce qui va entrainer
un désassemblage des particules 4. A cette étape, le peptide de fusion va s’insérer et
va se replier en tige boucle afin de rapprocher la membrane virale et la membrane
endosomale. La fusion des deux membranes va créer un pore et permettre la libération
du génome associé a la capside dans le cytoplasme de la cellule infectée ! (figure
4c).

ii. Libération de ’ARN et traduction de la polyprotéine

Une fois que le génome viral est libéré dans le cytoplasme, il est ensuite
décapsidé afin d’étre accessible pour sa traduction. La traduction du génome viral
débute au niveau du codon AUG localisé au niveau d’une structure tige-boucle dans
la région codant la protéine C. L'ARN de sens positif coiffé en 5 mais dépourvu de
queue polyA est traduit en une seule polyprotéine par la machinerie cellulaire. Elle est
ensuite clivée de maniere co- et post-traductionnelle par des protéases virales et
cellulaires de I'h6te en 3 protéines structurales et 7 protéines non structurales '°. La
majorité des protéines est située au niveau du RE mais également dans le noyau
comme pour la protéine C et NS5, une ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp). La
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présence de ces protéines dans le noyau semble nécessaire pour la production des
particules virales ' (figure 4d-e).

iii.  Replication

La réplication virale s’effectue pour les flavivirus principalement dans le
cytoplasme de la cellule infectée. Plus précisément la réplication du génome se produit
sur les membranes intracellulaires du RE. Les protéines non structurales vont
entrainer un réarrangement membranaire de la membrane du RE et s’y regrouper pour
former le complexe de réplication viral (figure 4f). Ce complexe va permettre de
répliquer ’ARN génomique grace a l'activité ARN polymérase ARN-dépendante de la
protéine NS5 et 'activité hélicase de NS3. L’initiation de la réplication nécessite des
interactions entre les régions hautement structurées 5’ et 3’ des régions non traduites
(UTR) via les éléments en tige-boucle induisant la circularisation du génome viral 1718,
Cette structure circulaire permet le recrutement de la polymérase virale et la synthese
du brin complémentaire au brin matrice de polarité négative, ce qui génére une
molécule intermédiaire d’ARN a double brin. Le brin ARN de polarité négative sert
alors de base pour la synthése d’'un nouveau brin d’ARN génomique (viral) positif sous
un mode asymétrique et semi-conservatif (figure 5). Puis, la protéine NS5 qui a
également un domaine méthyltransférase fera la méthylation de la coiffe du brin d’ARN
néoformé. Ces nouveaux brins sont ensuite encapsidés dans la capside afin de former

la nucléocapside .
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ARN génomique, brin positif
1 Synthése brin négatif via NS5 (ARN polymérase ARN-dépendante)

ARN double brin intermédiaire (forme réplicative)

(-) 3 5

Nouveau cycle . . o . .
1 Synthése brin positif via NS5 (ARN polymérase ARN-dépendante)

Intermédiaire de réplication

(-) 3 5

+ ARN génomique, brin positif

(-) 3 5

l Coiffage et méthylation en 5’ (NS3/NS5)

Figure 5. Réplication du génome viral des flavivirus.

Représentation schématique de I’ARN génomique au niveau du réticulum
endoplasmique. Le brin ARN positif est représenté en rose et le brin d’ARN négatif
est représenté en bleu.

iv. Assemblage des particules virales

L’assemblage des particules virales des flavivirus a lieu dans des saccules
situés a proximité de vésicules contenant les complexes de réplication et dépend aussi
du réarrangement membranaire du RE (figure 4g). La nucléocapside interagit avec
les protéines prM et E. La particule virale immature (non infectieuse) va se former par
bourgeonnement au niveau de la membrane du RE avec un aspect hérissé
correspondant a l'insertion d’hétérodiméres prM-E dans I'enveloppe virale (figure 6).
Les particules virales non infectieuses et immatures qui en résultent sont transportées
via 'appareil de Golgi. Dans 'appareil de Golgi se déroule le clivage de prM en M par
la furine cellulaire (protéase qui clive les protéines juste en aval d’'une séquence cible
d’aa) permettant ainsi la maturation de la particule virale ' (figure 4h et 6). Les
particules virales infectieuses sont ensuite libérées de la cellule par exocytose (figure
4i).
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Figure 6. Organisation des protéines E/prM a la surface des particules virales des flavivirus

immatures et matures.

a) A gauche est schématisé un virus immature et a droite un virus mature. Contrairement a cette
représentation schématique, les protéines de surface sont étroitement tassées dans les

particules virales.

b) La particule immature est recouverte de 60 complexes trimériques « en pointe » de prM-E. Sur
les virions matures la protéine E existe sous forme d'homodimeére antiparalléles qui reposent a

plat sur la surface du virion, il y en a 90. Codes de couleur : DI, rouge ; DIl, jaune ; DIIl, bleu ;
peptide de fusion (FP), orange ; hélices 1 et 2 de la "tige", bleu clair ; hélices transmembranaires
C-terminales (ancrage de la membrane), vert ; son de membrane lipidique, gris.

(Adapté de: Flavivirus membrane fusion et A game of numbers: the stoichiometry of antibody-mediated neutralization of

flavivirus infection, Images Biorender)

5. Mise en place de la réponse immunitaire innée suite a I'infection
des flavivirus

Il existe deux grands types de réponses immunitaires. L'immunité innée est la
plus ancestrale et existe chez tous les métazoaires. Elle permet une réponse
immeédiate non spécifique de I'hdte contre les agents pathogénes envahissants.

L’immunité innée est composée des macrophages, des cellules dendritiques, des

-27 -



cellules tueuses (natural killer (NK) cells), des granulocytes (neutrophiles, €osinophiles
et basophiles), des mastocytes, des microglies et des monocytes. Elle participe a la
lutte antivirale. L'immunité adaptative, qui est plus récente, n’est apparue que chez les
gnathostomes et n’existe donc que chez 5% des espéces du régne animal. Le systéme
immunitaire adaptatif est activé en réponse a l'immunité innée. Il permet a I'héte de
reconnaitre et de se souvenir des antigenes spécifiques du non-soi pour mettre en
place des réponses immunitaires humorales (production d'anticorps) par les
lymphocytes B ou a médiation cellulaire par les lymphocytes T. De plus, les cellules
dendritiques, les macrophages, les cellules B et les microglies stimulent les cellules T
naives pour qu'elles deviennent des cellules effectrices.

Dans le cerveau, les cellules microgliales sont la premiére ligne de défense du
systeme immunitaire inné. Les microglies représentent une population spécialisée de
cellules de type macrophages du systéme nerveux central (SNC), considérées comme
des sentinelles immunitaires capables d'orchestrer une puissante réponse
inflammatoire. Lorsqu’un agent infectieux atteint le SNC, les microglies ont la capacité
de passer a différents états fonctionnels modifiant leur prolifération 2, leur morphologie
(c’est-a-dire des processus raccourcis) 2!, leur activité phagocytaire 22, la présentation
des antigénes 22?4 et la libération de facteurs inflammatoires tels que les cytokines et
les chimiokines 2° afin de diminuer I'inflammation et détruire le pathogéne pour qu’il
n‘endommage pas le tissu nerveux. Les cellules microgliales peuvent développer
différents états d'activation fonctionnelle participant activement a I’homéostasie du
cerveau. Cependant, une réponse inflammatoire incontrlée des cellules microgliales
peut avoir des conséquences néfastes. Un autre facteur clé de la réponse microgliale
spécifique est lié a I'expression et a I'activation de différents récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, pattern recognition receptors). En effet,
les PRR sont des récepteurs qui reconnaissent les motifs moléculaires associés aux
pathogénes (PAMP, pathogen-associated molecular patterns) impliqués dans la
réponse interféron (IFN) et qui sont exprimés par un grand nombre de cellules ?6. Les
PAMP sont des composés présents dans les agents infectieux mais pas naturellement
dans les cellules de I'héte. Cela peut étre, par exemple des acides ribonucléiques
double brin présents dans le cytoplasme des cellules de I'héte qui viennent d’étre
infectées 2’. Les PRR appartiennent a différentes familles protéiques. On retrouve
principalement : les Toll-like receptors (TLR), les RIG-I-like receptors (RLR) et les
Nucleotide-binding domain and leucin-rich repeats containing receptors (NLR) 2829,
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Lors d’une infection virale les cellules du systeme immunitaire inné sont capables de
détecter rapidement le virus grace a la présence de PAMP par les PRR. Suite a la
reconnaissance des pathogénes, les récepteurs activent plusieurs voies de
signalisation qui aboutissent a la mise en place de systemes de défense afin de
contrbler tres vite la réplication virale. Cette détection va entrainer des cascades
d’activation moléculaire qui vont mener a la sécrétion de I'lFN et a la sécrétion de
cytokines. Les IFN vont stimuler les cellules via les récepteurs présents a leur surface
et déclencher l'activation de génes ayant une activité antivirale. Les cytokines
synthétisées et libérées au cours de la réponse immunitaire sont essentielles a
I'activation des cellules de 'immunité adaptative.

Parmi les TLR, les TLR 3, 7, 8 et 9 sont impliqués dans la reconnaissance des
acides nucléiques viraux présents dans le milieu extracellulaire ou dans les voies
endosomales de la cellule hote 2°. Les récepteurs 7 et 8 vont activer une cascade de
signalisation suite a la détection de 'ARN simple brin 3'. lls vont interagir avec une
molécule adaptatrice la MyD88 (Myeloid differenciation primary response 88) qui va
activer le facteur de transcription NF-xB (nuclear factor-kappa B) en aval, laquelle
favorise la production de cytokines 32 (figure 7). Le TLR3 reconnait 'ARN double brin
et va recruter la molécule TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g (TRIF)
(figure 7). TRIF activée va a son tour activer les facteurs de transcription IRF3/7
(Interferon Regulatory Factor). Ceux-ci activés vont migrer dans le noyau et induire la
production d'IFN en se fixant sur des éléments de transcription de I'acide
désoxyribonucléique (ADN) (ISRE, interferon-stimulated response element) (figure 7).
L’extrémité 5 triphosphate des ARN viraux et 'ARN double brin sont également
deétectés par les RLR. La famille des récepteurs de type RLR comprend: RIG-| (retinoic
acid-inducible gene 1), MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5) et LGP2
(laboratory of genetics and physiology 2). RIG-1 et MDA5 ont des hélicases a ARN,
elles ont deux domaines CARD (caspase activation and recruitment domains) a
'extrémité amino-terminale, un domaine hélicase central et un domaine carboxy-
terminal (CTD). Le domaine CTD est le senseur d’ARN viral 33, Suite a la
reconnaissance de I'extrémité 5’ triphosphate des ARN viraux ou/et de 'ARN double
brin par les RLR, le domaine CARD de RIG-I ou de MDAS5 interagit avec le domaine
CARD d’'une protéine de signalisation antivirale mitochondriale (MAVS) (figure 7).
C’est une protéine située sur la membrane externe de la mitochondrie mais qui peut

€galement étre présente sur des peroxysomes ou d'autres membranes. Quand la
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protéine MAVS est activée, elle peut recruter des partenaires cellulaires et activer ces
kinésines qui jouent un réle important dans I'activation des NF-xb et IRF3 3*. Une fois
activée NF-kB déclenche la production de cytokines pro-inflammatoires. L'IRF3 est
quant a lui capable de déclencher trés vite au cours de l'infection des géenes stimulés
par 'IFN (ISG, interferon-stimulated genes). Les ISG vont permettre de produire une
réponse antivirale en ciblant toutes les étapes des cycles réplicatifs des virus 5.

a2l

RIG-1 MDAS5

—_—aa—
TRIF MyD88

/ ><A Figure 7. Réponse immunitaire innée aux virus a ARN
® RF3  IRFT @ a brin positif.

NFkB

(Adapté de: Viral Innate Immune Evasion and the Pathogenesis of
Emerging RNA Virus Infections, Images Servier Medical Art)

cytoplasme

Cytokines
Pro inflammatoires
L)
AL

Les IFN produits par les cellules de I'organisme en réponse a des virus sont
d’'importants modulateurs de la réponse immunitaire. lls peuvent stimuler les cellules
de maniére autocrine et paracrine. En effet, lors d’une infection, I'lFN sécrété n’inhibe
pas directement la multiplication du virus. Au contraire, il stimule les cellules infectées
et celles qui sont a proximité pour qu'elles produisent des protéines qui empéchent le
virus de se répliquer en leur sein (figure 8). La production ultérieure du virus est ainsi
inhibée et I'infection est empéchée ou réduite 3.
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Figure 8. Signalisation IFN de cellule a cellule.

(Adapté de: Interferon Lambda Genetics and Biology in Regulation of Viral Control, Images Servier Medical Art)

Les différentes formes d’'IFN constituent la défense la plus rapide et la plus
importante de I'organisme contre les virus. Ces IFN ont été classés en trois types : le
type | comprend les formes alpha (a), béta (B), oméga (w), epsilon (g) et kappa (k) 3’
le type Il comprend la forme gamma (y) 28 et le type Ill comprend la forme lambda (A)
39, La production d'IFN commence lors de la perception de signaux indiquant
l'infection. Les IFN sont des protéines sécrétées par les cellules qui diffusent dans le
milieu extracellulaire. Elles se fixent sur leur(s) récepteur(s) afin d’'induire une cascade
de signalisation intracellulaire. Les IFN a et B ont un récepteur (IFNAR) en commun,
constitué une fois activé d’une sous unité IFNAR1 et une sous unité IFNAR2 40 (figure
9). Les IFN y se lient au récepteur IFNGR qui est constitué d’'une chaine IFNGR1 et
d’'une chaine IFNGR2 8 (figure 9). Les IFN A se fixent sur un récepteur constitué une
fois activé d’une sous unité IFNLR1 et d’'une sous unité IL-10R2 (figure 9). La fixation
de I'IFN de type | et de type lll entraine la dimérisation des récepteurs et I'activation
des tyrosine kinases de la famille JAK (Janus Kinases) du récepteur qui vont
s’autophosphoryler. Sur une sous unité il y a phosphorylation de JAK1 et sur l'autre
phosphorylation de TYK2 (Tyrosine Kinase 2). L’activation de ces protéines va
entrainer la phosphorylation de protéines libres cytolosiques, les protéines STAT
(transducteur de signal et activateur de la transcription). Cette phosphorylation
provoque leur dimérisation et s’associent avec IRF9 (complexe ISGF3, Interferon

stimulated gene factor 3). Le complexe ISGF3 va alors se fixer sur une séquence
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consensus ISRE dans le noyau et permettre I'expression des ISG afin d’induire un état

dit antiviral (figure 9).

IFN de type | IFN de type lll IFN de type Il
a) (a,B,€,k,w) (IFN-A) b) (IFN-Y)

IFNAR1 IFNAR2 IFNLR1 IL-10R2 IFNGR1

IFNGR2

cytoplasme cytoplasme

Figure 9. Voie de signalisation de I'IFN.

a) Voie de signalisation de I'IFN de type | et de type ll.

b) Voie de signalisation de I'IFN de type Il. La liaison des IFN y au domaine extracellulaire de la
sous-unité réceptrice de IFN-yR1 conduit a I’engagement de la sous-unité IFN-yR2 ce qui
provoque la phosphorylation croisée de JAK1 et JAK2 entre eux et avec les sous-unités
réceptrices. Les homodiméres paralléeles STAT1 sont alors recrutés sur les récepteurs et leur
phosphorylation convertit les homodimeéres en une configuration antiparalléle. Les homodiméres
STAT1 réorientés se transloquent vers le noyau ou ils se lient aux sites d’activation de I'lFN-y
(GAS), des génes de réponse innée, y compris I'lIRF1. L’IRF1 active ensuite un grand nombre de

genes de réponse secondaire qui remplissent toute une série de fonctions immunomodulatrices.

(Adapté de: The Two Faces of Interferon-y in Cancer et Viral Innate Immune Evasion and the Pathogenesis of Emerging RNA
Virus Infections, Images Servier Medical Art)

Les ISG induient par la signalisation des voies IFN de type | et Ill codent
principalement des PRR ou des facteurs de transcription 4'. On retrouve également
des protéines qui influent des cascades enzymatiques antivirales régulées elles-
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mémes par I'lFN telles que : les kinases activées par 'ARN double brin (PKR), les Mx
GTPases (Mx), les OAS (2',5’ oligoadénylate synthase). Ces protéines ont différents
roles par exemple : PKR bloque la synthese de protéines virales, Mx1 inhibe la
réplication virale a différents endroits et OAS peut participer a la dégradation des ARNs

viraux (figure 10) 4243,

IFN
/ \ ‘
‘ \
2',5"-Oligoadénylate synthase Protéine Mx GTPase Protéine Kinase PKR
(Inactive) (Formes cytoplasmique et nucléaire) (Inactive)
. N
l ARN double brin GTP  GDP l ARN double brin
2',5'-Oligoadénylate synthase . . .
g (Actx/e) y l Protéine Kinase PKR phosphorylée
(Multiples formes : nucléaire et ( Active )
cytoplasmique) Inhibition de la Facteur
ATP ~~ T Dimeéres des 2'-5'- replication df:;;etfgn ~7 % (initiation
AMP v oligoadénylates virale (elF-2a) ™ ﬂgf:g@orﬂf
Phosphodiesterase (2-5A) P;’(I';sphatase
RNase L — RNase L l
Inactive Active Inhibition de la
l traduction
d’ARNm

Dégradation ARN

Figure 10. Voies de signalisation 2,5’ OAS, de Mx et PKR.

Fonctions biochimiques des protéines inductibles par I'IFN. On retrouve la famille des 2',5'-
Oligoadénylate synthases et la nucléase RNase L qui intervient dans la dégradationnde
I’ARN, la famille des GTPases de la protéine Mx qui semble cibler les nucléocapsides virales
et inhiber la synthése de I’ARN ainsi que la kinase PKR qui inhibe I'initiation de la traduction

par phosphorylation du facteur d’initiation de la synthese des protéines elF-2a.
Abrévaitions: elF-2a, Eukaryotic translation initiation factor 2A ; 2',5’ OAS (2',5’ oligoadénylate synthase. (Adapté de: Host
genetic variability and West Nile virus susceptibility)

Suite a une infection virale, il y a également la mise en place de réponses
inflammatoires. L’activation de ses réponses peut se faire via l'inflammasome (figure
11) 44, L'inflammasome est un complexe macromoléculaire comprenant : un PRR, un
adaptateur et la caspase inflammatoire, la caspase-1. Au sein de ce complexe, on
retrouve trois familles de récepteurs : les NLR, les ALR (AIM2, [absent in melanoma
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2]-like receptors) et les RLR 4547, Par exemple, aprés détection du virus, NLRP3,
s’active et s'oligomérise puis interagit avec le domaine CARD de la protéine apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD (ASC). ASC est une protéine
adaptatrice (car elle a un domaine PYD en amino-terminal qui interagit avec les
récepteurs et un domaine CARD en carboxy-terminal) et commune a tous les
inflammasomes. Une fois l'interaction établie, le complexe recrute une procaspase-1
et induit la conversion auto protéolytique de la pro-enzyme en caspase 1 active 8. La
caspase-1 active entraine le clivage et la libération d'IL-1B et d’'IL-18. Ces deux
interleukines vont se lier a leurs récepteurs respectifs pour déclencher I'activation de
NF-kB et la transcription des genes dépendants de NF-kB ainsi que pour réguler
'expression des ISG. La caspase-1 joue un réle important dans la voie immunitaire
innée et régule au moins deux réponses de I'héte : la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires 4° et I'induction de la pyroptose, une forme hautement inflammatoire de
mort cellulaire programmée qui dépend de I'activation d’au moins une des caspases
inflammatoires comme la caspase-1 %°. Plusieurs études ont démontré que certains
virus ont la capacité d’activer les inflammasomes qui a leur tour contribuent a la
médiation de la réponse de I'h6te a l'infection virale. C’est le cas par exemple pour le
ZIKV ou des études montrent que la protéine virale NS5 du ZIKV favorise I'activation
de linflammasome en interagissant avec la NLRP3 et en induisant la génération
d’espéces radicaux oxygénés mitochondriaux. La caspase-1 activée catalyse la
transformation protéolytique de pro-IL-1B en sa forme mature conduisant a la sécrétion
de la cytokine IL-1B 5.

Figure 11. Voie de signalisation de

IL-1R Pinflammasome.

L’inflammasome NLRP3 est activé en

réponse a l'infection par les virus ce qui

Procaspase-1
g C entraine le clivage de la pro-interleukine-

18 (pro-IL-1B) en la forme IL-18 mature.
& = L’IL-1B est sécrétée par la cellule et se lie
au récepteur IL-1 (IL-1R) pour déclencher
I'activation de NF-kB et la transcription
des géenes dépendant de NF-kB telles que
les cytokines pro-inflammatoires ainsi

que pour réguler I'’expression de I'lISG.
(Adapté de: West Nile virus infection and immunity,

Images Servier Medical Art)




6. Mécanismes d’échappement des flavivirus a la réponse
antivirale

Afin d’envahir et de se disséminer dans I'h6te qu’ils ont infecté, les virus doivent
échapper et détourner au mieux la réponse antivirale déclenchée par les cellules de
I'héte infecté. Pour éviter d’étre reconnus ou pour perturber la machinerie cellulaire,
différentes stratégies ont été mises en place par les flavivirus. Ces stratégies
permettent de contourner la réponse antivirale, tant la réponse immunitaire innée que
la réponse immunitaire adaptative 2. Cependant, ils ont comme cible prioritaire la
réponse antivirale innée, en particulier la réponse IFN. Les flavivirus peuvent par
exemple, empécher les interactions entre les PAMP et les PRR cellulaires ou encore,
synthétiser des molécules afin d'inhiber les différentes étapes de la réponse
immunitaire ou bloquer la machinerie cellulaire en agissant directement sur les
effecteurs de voies biologiques %34,

Une des principales stratégies mise en place par les flavivirus consiste a imiter
'ARN de 'h6éte en modifiant le génome de ’ARN viral. Pour cela, les flavivirus ont
évolué pour incorporer une 2’-O-méthyltransférase (2’-O-MTase) au sein du géne
NS5. Cette 2’-O-MTase ajoute un groupement méthyle a la position 2'-O du ribose du
premier nucléotide adjacent a la coiffe (figure 12). L’ajout du groupement méthyle en
5" sur ’TARN néo formé permet de mimer les ARN cellulaires. De cette facon, les
membres des protéines induites par I'lFN a répétition tétratricopeptidique (IFIT) ne sont
pas capables de se lier et de séquestrer 'ARN viral pour arréter la production de

protéines virales °.
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Figure 12. Compétition entre I'IFIT1 et le facteur de traduction EIF4E pour les modéles
d’ARNm.

Modele proposé pour l'inhibition traductionnelle par médiation IFIT1 de I’ARN viral
non méthylé 2’0. a) L’ARN cellulaire et viral coiffé et 2’0-méthylé est lié par EIF4E pour
initier la traduction. b) L’ARNm viral dépourvu de méthylation 2’0 au niveau du
premier ribose est reconnu par IFIT1 qui empéche la liaison des facteurs cellulaires

nécessaires a une traduction efficace.

Abréviations: IFIT1, Interferon Induced Protein with Tetratricopeptide Repeats 1; EIF4E, Eukaryotic translation
initiation factor 4E; me, méthylé. (Adapté de: Sequestration by IFIT1 Impairs Translation of 2°0-unmethylated
Capped RNA)

Un second mécanisme utilisé par les flavivirus pour contourner la détection
immunitaire innée consiste a séquestrer leurs intermédiaires de réplication (ARN
double brin) dans des compartiments de réplication cytoplasmiques conservés au
cours de I'évolution. Les vésicules a double membrane dérivées du RE protégent a la
fois les intermédiaires de réplication et '’ARN viral répliqué de la détection des PRR
jusqu’a ce qu’une synthése suffisante soit produite °. Ce mécanisme a été observé
au cours des premiers stades de l'infection par le DENV, le WNV, le JEV et le TBEV
52,56,57 || permet de retarder la production d’'IFN et conduit a un relargage facilité des
nouveaux virions. Par exemple, le DENV peut empécher les PRR de reconnaitre '’ARN
double brin lors de la réplication en déformant les membranes du RE %8,

Un autre mécanisme utilisé par les flavivirus est l'activation volontaire de
'autophagie. En temps normal, 'autophagie est un processus utilisé par les cellules
pour dégrader les protéines et les organites endommagés afin de maintenir leur

homéostasie. Cependant, certains virus comme le DENV, le CHIKV et le ZIKV 115960
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ont mis en place des mécanismes pour pirater cette voie et 'utiliser pour leur propre
compte. Cette activation leur permet de se localiser dans une zone isolée des PRR
tout en gardant un contact avec 'ensemble du matériel cellulaire nécessaire a une
réplication efficace a proximité ©'.

Dans les cellules de moustiques infectées, des travaux ont mis en évidence la
production par la machinerie cellulaire de micro ARNs viraux (miARN). Ces miARN
modulent les fonctions cellulaires en régulant négativement et spécifiquement des
génes cellulaires, favorisant ainsi la réplication du virus dans les cellules d’insectes.
D’autres séquences particulieres de 'ARN viral, les ARN de flavivirus sous-génomique
(ARNSsf) ont attiré I'attention des chercheurs. En effet, les ARNsf sont des ARN non
codants hautement structurés qui proviennent de la dégradation incomplete du
génome de I’ARN viral par une exoribonucléase cellulaire, la 5’-3’ exoribonucléase-1
(Xrn1) de I'n6te (figure 13). Les ARNSsf sont essentiels a la pathogénése des flavivirus
notamment dans le cycle de la réplication. Les ARNsf peuvent inhiber la réponse de
I'IFN et détourner les défenses de I'hdte. C’est le cas pour WNV ou Schuessler et al

ont démontré que les ARNSsf contribuent a I'évasion virale 2.

I 9
€ - EEIE e
5UTR

3UTR

@I - NSWI NS5 ]L,‘f\‘ I

Progression enzymatique
arrétée au niveau des
structures de 'ARN en 3'UTR

v
\ 0 L4 I
1, L ‘:J:‘\‘ T | ARNsf LS "J
: ~~ non-codants o
L4 J I
o =

=\ al A al

v
Liaison et séquestration des protéines cellulaires (ex: AGO2 & Dicer)

|

Effets pathogenes et cytopathiques
Figure 13. Modéle décrivant la formation et les fonctions de ’ARN sous génomique.

Abréviations: Xrn1, 5'-3' exoribonucléase 1 ; ARNsf, ARN sous-génomique flaviviral ; Ago2, argonaute-2 ; UTR, région non
traduite. (Adapté de: Mechanism and structural diversity of exoribonuclease-resistant RNA structures in flaviviral RNAs et
Flavivirus sfRNA suppresses antiviral RNA interference in cultured cells and mosquitoes and directly interacts with the RNAi
machinery)
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Enfin, les flavivirus ont également mis en place la synthése d’antagonistes
protéiques ciblant les IFN de type |, c’est le cas pour le DENV, le WNV, le JEV et le
TBEV (figure 14). Le JEV est capable de réprimer un miARN qui inhibe le suppresseur
de la signalisation des cytokines 5 (SOCS-5), donc favorise son expression . Les
protéines NS2B/NS3 du DENV peuvent également hydrolyser la protéine STING
(Stimulator of Interferon Genes), ce qui entraine le blocage de la phosphorylation
d’IRF3 %6, Le DENV peut aussi inhiber des protéines STAT requisent pour 'activation
de la transcription des ISG. En effet, les protéines non structurales des DENV, WNV,
YFV et ZIKV telles que NS2A, NS4A, NS4B, NS5 peuvent aussi diminuer I'activité de
STAT1/STAT2 soit en dégradant directement STAT2 soit en bloquant sa
phosphorylation ou celle des protéines JAK1 et TYK2 6465 Récemment, l'activité
inhibitrice de la protéine NS5 du WNV sur I'expression de I'lFNAR1 a la surface des
cellules a également été montrée. Tous ces mécanismes mis en place ainsi que

I'évolution des virus sont des facteurs contribuant a 'emergence des flavivirus.
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Figure 14. Stratégies d’évasion des flavivirus.

a) Il est démontré que les mécanismes d’évasion
des flavivirus comprennent : le blocage de la
phosphorylation de Tyk2 et Jak1, la réduction de
I’expression du gene STAT2, I'inhibition de la

signalisation STAT, la régulation a la baisse de
’IFNAR et I'altération des fonctions des ISG.

b) Il est démontré que les mécanismes d’évasion
des flavivirus comprennent : un retard dans la
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Il. Le virus Zika

1. Origine

Le ZIKV tient son nom d’'une forét appelée Zika dans I'Est de I'Afrique, en
Ouganda, située a proximité de la capitale Kampala, ou des chercheurs de l'université
Rockefeller surveillaient la circulation d’YFV chez les singes (les macaques) en 1947
66, Les singes ont été mis dans des cages sur des plateformes au sommet des arbres
ou ils ont été piqués par les moustiques Aedes africanus (Ae. africanus) et finalement
infectés par I'YFV. Les chercheurs ont saigné les singes atteints de fievre et ont isolé
le virus dans leur sang. Au cours d’'une expérience en 1947, ce n'est pas I'YFV qu'ils
ont isolé mais un nouveau virus qu’ils ont appelé Zika. Un an plus tard, au méme
endroit, alors qu'ils examinaient des moustiques Ae. africanus qui avaient été
recueillis, des chercheurs tentaient a nouveau d'isoler I'YFV mais ils ont trouvé le
méme virus découvert un an auparavant chez le singe : le ZIKV 7. Il a été isolé plus

tardivement chez ’'Homme en 1954 au Nigeria 8.

2. Phylogénie virale et variation génétique

Le ZIKV est antigéniguement et phylogénétiquement apparenté au virus
Spondweni avec lequel il compose un clade restreint ¢°. Des analyses phylogénétiques
ont montré que le ZIKV est composé d’une lignée africaine et d’'une lignée asiatique
70-72 | 'analyse phylogénétique des souches du ZIKV a permis d’identifier un certain
nombre de substitutions d’aa. Les analyses se sont faites sur des souches virales
comprenant a la fois les lignées pré-épidémiques africaines et asiatiques qui étaient
pour la plupart des isolats de moustiques et des souches épidémiques trouvées chez
'Homme. La comparaison des lignées africaines et asiatiques du ZIKV a révélé 75
substitutions d’aa. Il est intéressant de noter que 24 changements d'aa ont été
découverts dans les souches ZIKV de lignée asiatique post-épidémiques par rapport
aux souches pré-épidémiques 3. D’autres études phylogénétiques indiquent 89%
d’identités entre le génotype ZIKV Afrique et le génotype ZIKV qui a circulé sur le
continent américain. De plus, elles montrent aussi que la souche ayant circulé sur le
continent américain est associée plus étroitement aux souches ZIKV Asie ayant
circulées en Polynésie francaise lors de I'épidémie 2013-2014 74. Les substitutions
d’aa ont été identifiées dans tout le génome viral mais avec une concentration majeure

au niveau des protéines E et prM. Ces sites étant importants pour I'attachement et
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'entrée du virus, ils peuvent jouer un role dans la virulence et la pathogénicité des
souches endémiques. Pour le ZIKV, il a été montré qu’une seule substitution sérine-
asparagine [Ser139—Asn139 (S139N)] dans sa polyprotéine virale a
considérablement augmenté son infectivité dans les cellules progénitrices neurales
humaines et murines et a conduit a une microcéphalie plus grave chez le foetus de
souris ainsi qu’a des taux de mortalité plus élevés chez les souris néonatales.
L’analyse de I'évolution indique que la substitution du S139N est apparue avant
'épidémie de 2013 en Polynésie francaise et s’est maintenue de maniére stable
pendant la propagation ultérieure vers les Amériques 7. Ces résultats mettent en
évidence que les mutations acquises au cours de I'évolution des flavivirus peuvent
modifier leur virulence et/ou leur tropisme 76. De plus, des résultats d’analyses
phylogéniques indiquent une variabilité dans le géne prM entre la lignée asiatique et
africaine 7778, En effet, il existe des différences intrinséques dans la pathogénicité et
la virulence des souches ZIKV de lignées africaine et asiatique 7°. Pour le ZIKV,
'adaptation des vecteurs (moustiques) et la facilité de transmission du virus peuvent
étre liées a la perte du site de glycosylation N154 dans la protéine E 8. La glycosylation
(le glycane est attaché a I'azote du groupement amide d’'une asparagine) est une
modification post-traductionnelle courante qui a des effets importants sur la
conformation et la fonction des protéines. Pour de nombreux flavivirus, la glycosylation
au niveau de la protéine E a un impact sur I'aptitude virale, I'infectivité, la réplication et
la virulence qui se traduit par des modifications de la neurovirulence et de la
pathogeneése 8.

3. Cycle de transmission

Il existe différents modes de transmission pour le ZIKV : transmission
vectorielle, transmission de la mére a I'enfant, transmission sexuelle et transmission

par d’autres fluides biologiques.

a. Transmission vectorielle

Il existe deux cycles de transmission pour le ZIKV : un cycle sylvatique (figure
15) et un cycle urbain (figure 16). Le cycle sylvatique fait intervenir des primates non
humains (singes) comme réservoir et les moustiques du genre Ae. africanus comme
vecteur 8. En effet, lors d’une piq(ire, le moustique se contamine en prélevant le virus

dans le sang d’'un primate non humain infecté. Le virus se multiplie ensuite dans le
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moustique qui pourra, a l'occasion d'une autre piqdre, transmettre le virus a un
nouveau primate non humain ou accidentellement a une nouvelle personne. Au cours
du cycle sylvatique 'Homme peut servir d’h6te occasionnel. Cependant, dans les
régions ou il n'y a pas de primates non humains, ’lHomme sert probablement d’héte

primaire 7282

Figure 15. Cycle de

f Réservolrs transmission du virus Zika,
(Primate non humain)
° cycle sylvatique.
. Cycle
sylvatique

, Hommes réservoirs primates non
Vecteurs (Aedes Africanus) Vecteurs (Aedes Africanus)

humains et un vecteur
(moustiques principalement de
type Aedes). L’Homme est un

hote accidentel.

— — - Hétes accidentels . _, “ Cycle sylvatique impliquant des

Réservoirs
(Primate non humain)

Le ZIKV se transmet également via un cycle urbain, c’'est ce que nous
observons principalement aujourd’hui. Ce cycle fait intervenir principalement les
moustiques du genre Ae. aegypti comme vecteur et les primates humains comme
réservoir. Le ZIKV peut également étre transmis par voie sexuelle, de la mére a I'enfant

ou bien via les produits sanguins et les fluides corporels .
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Figure 16. Cycle de transmission du virus Zika, cycle urbain.

Cycle urbain impliquant des réservoirs primates humains et un vecteur (moustiques
principalement de type Aedes). L’Homme peut transmettre a son tour le virus a
I’Homme par transmission sexuelle, par transmission de la mére a I’enfant ou viales

fluides corporels.

b. Transmission par voie sexuelle

Le ZIKV peut aussi étre transmis par voie sexuelle. Cette transmission a été
suspectée en 2008, lorsqu’un scientifique infecté au Sénégal a transmis le virus a sa
femme & son retour aux Etats-Unis et en 2013 lorsque des particules virales
infectieuses ont été détectées dans le sperme d’un patient de Polynésie frangaise 683,
La transmission sexuelle du ZIKV a depuis été documentée lorsque des personnes
vivant dans des zones non endémiques ont été infectées aprés des rapports sexuels
avec des partenaires revenant de zones endémiques. La transmission sexuelle est
possible a partir d’infections asymptomatiques et symptomatiques lors de rapports
sexuels génitaux, oraux et anaux et par contact d’homme a homme, dhomme a femme
et de femme a homme 84, La transmission sexuelle peut avoir lieu au moins jusqu’a 44
jours aprés I'apparition des symptémes ; des particules virales infectieuses ont été
isolées jusqu’a 69 jours aprés I'apparition des symptdmes dans le sperme et jusqu’a 2
jours apres I'apparition des symptémes au niveau de I'appareil génital féminin 8586,
Toutes les études menées qui ont testé le sperme pendant 6 mois ont montré qu’aprés
une infection aigle, ’lhomme peut étre porteur du virus (ARN du virus détecté) pendant
ce laps de temps 8. Cependant, le virus n’est infectieux que pendant quelques

semaines et il a été supposé que la transmission ne peut avoir lieu que pendant le
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premier mois apres une infection aigte 8. Bien que I'effet de la transmission sexuelle
dans les zones ou le virus est endémique soit difficile a évaluer, il a été estimé que 1%
des infections a ZIKV signalées en Europe et aux Etats-Unis ont été acquises par

transmission sexuelle 8.

c. Transmission de la mére a I’enfant

La transmission périnatale du ZIKV a été signalée pour la premiére fois lors de
I'épidémie de Polynésie francaise en 2013 &°. En effet, dans I'étude de Besnard et al,
les auteurs décrivent les caractéristiques cliniques de deux cas de meres présentant
des symptdmes de linfection peu avant ou peu apres leur accouchement mais
également de I'un de leurs nouveau-nés. 4 jours aprés I'accouchement, une RT-PCR
(reverse transcriptase polymerase chain reaction) sur les sérums des meres et des
nouveau-nés a mis en évidence une infection a ZIKV ce qui suggére que l'infection
des nourrissons s’est tres probablement produite par transmission transplacentaire ou
pendant 'accouchement . La détection de I'ARN viral dans le liquide amniotique, le
placenta, le tissu cérébral des foetus et des nourrissons atteints de microcéphalie et
les taux élevés de microcéphalie chez les enfants nés de meéres atteintes d'une
infection aiglie avérée par le ZIKV pendant la grossesse ont fourni des preuves solides
liant les anomalies du SNC a l'infection maternelle °-23. Par ailleurs, des particules
virales infectieuses du ZIKV ont aussi été détectées dans le lait maternel d’'une femme
infectée en Nouvelle Calédonie mais la transmission néonatale par l'allaitement n’a

pas été décrite jusqu’a présent 949,

d. Autres modes de transmission

Comme le virus circule dans le sang pendant une infection aigle, la
transmission est possible via le sang et les produits du sang. En effet, un cas de
transmission a été décrit par transfusion de plaquettes au Brésil en 2016 %. De plus,
le potentiel d’infection par le ZIKV transmis par transfusion a été suspecté en Polynésie
francaise aprés que 'ARN viral ait été détecté chez 2,8 % (42/1505) des donneurs de
sang asymptomatiques en 2014 % et qu’il ait été confirmé a Porto Rico en 2016, 1,1
% des donneurs de sang ayant été identifiés comme virémiques 7. En 2017, des
donneurs de sang asymptomatiques a ARN positif pour le ZIKV ont été détectés en
Floride et au Texas %9, D’autres fluides corporels tels que la salive, les larmes ou les

urines peuvent étre incriminés mais cela reste trés rare. Aux Etats-Unis, il a été décrit
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un cas de transmission interhumaine entre un homme de 73 ans et son fils ou la seule
exposition retrouvée est un contact avec les larmes et la sueur de la personne infectée
avec une charge virale trés élevée %0, Enfin, des particules infectieuses du ZIKV dans
la salive et I'urine durant la phase aiglie chez des patients ont été isolés dans I'Etat de

Rio de Janeiro au Brésil 101-103,

4. Vecteurs

La transmission par les moustiques est le principal mécanisme de propagation
du ZIKV. Le ZIKV est majoritairement transmis dans I'environnement urbain par les
moustiques du genre Aedes (sous-genre stegomyia) qui transmettent également le
DENV, le CHIKV et I'YFV 6. Ae. aegypti est le principal vecteur de la transmission
horizontale du ZIKV a 'Homme alors que Ae. africanus est le principal vecteur de la
transmission du ZIKV aux primates non humains 8194 Ae. aegypti est principalement
anthropophile, c’est-a-dire qu’il se nourrit majoritairement sur ’'Homme 1%, Au cours
des derniéres décennies, Ae. aegypti a colonisé une grande partie des zones urbaines
des pays tropicaux '%. Ae. albopictus, le moustique tigre, un cousin d’Ae. aegypti, qui
a une plus grande distribution dans les zones tempérées est un vecteur compétitif qui
pourrait porter et transmettre le ZIKV 197198 En effet, un cas de transmission
potentiellement par Ae. albopictus dans I'environnement a été observé il y a quelques
mois a Hyéres dans le sud de la France ou des cas de transmission autochtone ou
locale du ZIKV ont été trés récemment documentés '%°. D’autre part, aprés 2 ans de
collection, plusieurs isolats du ZIKV ont été obtenus a partir d’Aedes en Afrique (Ae.
africanus) et en Malaisie (Ae. aegypti) impliquant ces espéces comme de probables
vecteurs épidémiques ou enzootiques %111, Dans la littérature, il a été décrit comme
potentiel vecteurs pour le ZIKV: Ae. africanus, Ae. apicoargenteus, Ae. dalzieli, Ae.
furcifer, Ae. luteochephalus, Ae. vittatus, Ae. gambiae, Ae. hirsutus, Ae. metallicus,
Ae. opok, Ae. taylori, Ae. unilineatus, Ae. polynesiensis, Ae. hensilii, Ae. aegypti, Ae.
albopictus, Ae. fowleri et Ae. neoafricanusj87-111.120-126,112-119 " A ) début des épidémies
associées a ce virus, il a été suggéré que d’autres especes, comme les Culex ou les
Anopheles (Ma. uniformis, An. coustani, Cx. perfuscus) 113127-129 pouvaient servir de
vecteur pour le virus mais les études menées depuis réfutent cette théorie. Enfin, les
modeles prédictifs suggérent que la distribution géographique d’Ae. aegypti continuera
a s’étendre en raison de la croissance et des mouvements de population, de

I'urbanisation et du changement climatique '3°.
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5. Réservoir animal

A T'heure actuelle, les primates humains et non humains (Singes rhésus :
Macaca mulatta, Grivets : Cercopithecus aethiops, Singes a queue rouge :
Cercopithecus ascanius, Colobe d’Abyssinie : Colobus guereza, Babouins : Papio
cynocephalus, Mangabey : Cercocebus, Singes Mona : Cercopithecus mona, Orangs-
outans : Pongo) sont les principaux réservoirs du ZIKV 67:131-137 Des anticorps contre
le ZIKV ont été détectés lors des études de sérosurveillance chez les chevres, les
rongeurs (Meriones hurrianae et Tatera indica), les moutons et les chauves-souris 38
ainsi que chez d’autres mammiferes y compris les zébres et les éléphants. lls ont été
suggérés comme hotes vertébrés possibles du ZIKV en Afrique et en Asie 67133137140,
Cependant, malgré ces données il n'y a pas d’association claire entre le ZIKV et une
espéce animale spécifique qui pourrait servir de réservoir hote .

6. Epidémiologie : distribution géographique

Le ZIKV a été découvert pour la premiére fois en 1947 chez le singe puis en
1948 chez des moustiques du genre Ae. africanus ¢’. La premiére infection humaine
a été signalée en 1954 au Nigeria 8. Ensuite, une seconde infection humaine a été
signalée en Ouganda en 1962 ''. Par la suite, des données sérologiques et
entomologiques ont indiqué des infections a ZIKV sur le continent africain : au Nigeria
en 1971 et 1975 3, en république de Sierra Leone en 1972 %2, au Gabon en 1975
143/ en Ouganda en 1969 et 1970 "33, en République Centrafricaine en 1979 44, au
Sénégal de 1988 a 1991 %5 et en Cote d’lvoire en 1999 46, Ainsi, la transmission
silencieuse en l'absence de maladie grave et de grandes épidémies a permis a
l'infection par le ZIKV de passer inapercue tout en se répandant en Afrique et en Asie,
avec moins de 20 infections humaines traitées en 60 ans 8. Dans les années 1970, le
virus s’est déplacé en Asie du sud-est ou il a été identifié au Pakistan '3 en Malaisie
115 en Thailande et en Indonésie 7. Le dernier changement remonte aux années
2000 quand le ZIKV est passé au-dela de I'Océan Pacifique. Il a atteint Yap en
Micronésie en 2007 ou 73% des résidents agés de plus de 3 ans ont eu des preuves
sérologiques récentes d'infection a ZIKV '#7. En 2013, il est arrivé en Polynésie
francaise ou il a été responsable d’'une grande épidémie qui a touché environ la moitié
de la population 23, Probablement entre 2013 et 2015, le virus s’est dispersé et il est
arrivé en Amérique Latine, ou en 2015 et 2016, il a été responsable d’'une épidémie

massive avec un pic au Brésil avant d’atteindre ’Amérique Centrale, les Caraibes et
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les Etats-Unis alors que le ZIKV continuait & circuler dans les fles du Pacifique en
2016-2017 '8, La transmission du ZIKV s’est également produite chez les voyageurs
qui revenaient des régions ou le virus circulait vers des pays non endémiques,
notamment aux Etats-Unis, au Canada, au Japon, aux Maldives, au Vanuatu et en
Europe occidentale 49, Le ZIKV sur le continent américain a provoqué en 2016 une
petite épidémie en Floride ou 1107 cas ont été décrits dont 218 cas autochtones.
Durant cette méme période, 6 cas autochtones ont également été rapportés au Texas.
En France métropolitaine, entre le 1°" janvier et le 24 novembre 2016, 1 109 cas
importés et 11 cas par transmission sexuelle ont été confirmés biologiqguement 150, En
janvier 2017, presque tous les pays d’Amérique Latine et des Caraibes ont signalé une
circulation active du ZIKV 66.123.147.148,151 (figure 17). Les souches de virus qui ont
emergé dans le Pacifique, les Amériques, I'Afrique (Cap-Vert) et I'Asie du Sud-Est
(Singapour) étaient toutes issues de la lignée asiatique. Il existe de ce fait de nombreux
isolats du ZIKV issus principalement de moustique ou d’'Homme.

Figure 17. Distribution du virus Zika et régions a risques.

En violet foncé sont représentés les pays ou les territoires ayant déja signalé des cas de ZIKV. En
violet clair sont représentés les zones a faible probabilité d’infection par le ZIKV en raison de leur
haute altitude (plus de 2 000 metres) car les moustiques ne s’y développent pas. En jaune sont
représentés les pays ou territoire avec la présence du moustique Ae. aegypti mais aucun cas de
Zika signalé. En vert sont représentés les pays ou territoires ou il n’'y a pas Ae. aegypti qui
propagent Zika.

(Source: https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/zika-information)
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7. Manifestations cliniques chez ’'Homme

Le pourcentage d’infections asymptomatiques chez 'Homme pour le ZIKV est
d’environ 50 a 80% '%2. Les symptdmes se développent suite a une pigdre par un
moustique infecté par le ZIKV avec une période d’'incubation de 2 a 14 jours. Certaines
personnes vont développer des symptdmes légers tels qu’'une fiévre et des
symptémes pseudo-grippaux comme des douleurs articulaires, des conjonctivites, des
céphalées et des douleurs myalgiques ou encore une éruption cutanée. Ces
symptébmes ne durent en moyenne que 4-5 jours puis disparaissent. Cependant,
certaines personnes peuvent développer des complications plus graves notamment
des complications neurologiques qui résultent de la réponse immunitaire post-

infectieuse ou du neurotropisme viral direct %

a. Complications chez I’adulte

Une des complications suite a I'infection du ZIKV est le syndrome de Guillain-
Barré (SGB) '%4. Ce symdrome est une paralysie potentiellement grave qui se définit
par une faiblesse et un engourdissement partant des pieds et des jambes avant de
remonter vers le haut du corps entrainant parfois des problemes respiratoires, voire le
déces du patient. L’incidence du SGB lors des épidémies du ZIKV varie selon les pays
et a été jusqu’a 20 fois supérieure a la valeur de référence en Polynésie francaise et
10 fois supérieure a la valeur de référence au Venezuela 86155, Le syndrome de Miller-
Fisher (un sous-ensemble du SGB caractérisé par I'ophtalmoplégie, I'ataxie et
I'aréflexie), le sous-type de neuropathie motrice axonale aiglie du SGB et le sous type
polyneuropathie inflammatoire démyélinisante aigtie ont été également observés en
association avec le SGB lié au ZIKV 154155, | a pathogénése du SGB associée au ZIKV
est encore inconnue : les mécanismes neuropathogénes directs, la réponse
immunitaire hyper aigie, la dérégulation immunitaire et le mimétisme moléculaire
contre les antigénes nerveux sont autant d’hypothéses '°6. D’autre part, il existe
d’autres complications plus rares liees a linfection par le ZIKV comprenant
'encéphalite (inflammation de I'encéphale), la méningite (inflammation des méninges),
la méningo-encéphalite (inflammation de I'encéphale et des méninges), la myélite
(inflammation de la moelle épiniére), la paresthésie (trouble du sens du toucher), la

paralysie faciale, la photophobie, [linflammation intraoculaire, [liridocyclite

hypertensive (inflammation de l'iris et du corps ciliaire) et des troubles auditifs 157161,

Au total, 51 déceés adultes associés a l'infection par le ZIKV ont été recensés dans
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neuf pays (Etats-Unis, Porto Rico, Brésil, Suriname, Colombie, République
Dominicaine, Guadeloupe, Martinique et Bolivie) '62.

b. Complications chez les fcetus et les nhouveau-nés

La microcéphalie se définit par une circonférence de la téte inférieure ou égale
a 2 écarts-types en dessous de la moyenne pour le sexe et I'age gestationnel a la
naissance. Elle intervient chez des enfants nés de meéres infectées. Les nourissons
présentent une réduction du périmetre cranien qui est lié au développement retardé
du cerveau apres infection par le ZIKV des cellules souches neurales pendant les 6 a
10 premiéres semaines, c’est-a-dire le premier trimestre de grossesse '63-165, D’autres
anomalies ont été observées chez les feetus et les nouveau-nés comme la
ventriculomégalie (taille anormalement augmentée des ventricules cérébraux latéraux
du feetus), les calcifications subcorticales, la lissencéphalie, I'atrophie cérébrale, la
gyration cérébrale fcoetale anormale, le développement cortical anormal et les
anomalies oculaires qui peuvent entrainer un retard mental grave et des handicaps
moteurs importants ainsi que des comportements épileptiques, des déficiences
visuelles et auditives '6-172, Un ralentissement de la croissance de la téte a été
egalement signalé chez des nourrissons nés avec un périmetre cranien normal
entrainant le développement d'une microcéphalie aprés la naissance '73. Enfin,
certains enfants présentent, durant leur développement, des problemes neurologiques

notamment cognitif 174,

8. Diagnostic

Le diagnostic biologique du ZIKV se fait avec des techniques virologiques
directes si le patient est vu dans les premiers jours aprés I'apparition des symptémes
(généralement jusqu’a 7 jours) ou si le patient vient au-dela des 7 jours, des techniques
sérologiques sont utilisées (figure 18). Les techniques de virologies directes
permettent la détection du virus ou des particules virales. La RT-PCR et I'isolement du
virus ont été utilisés pour identifier respectivement 'ARN du ZIKV et le virus infectieux.
La RT-PCR est le test le plus apprécié en raison de sa sensibilité et de sa spécificité
élevée tandis que I'isolement du virus est la méthode de référence mais nécessite
davantage d’installations de laboratoire pour la culture cellulaire 783, La recherche du
génome (ARN) du virus dans le sang et dans les urines peut étre fait en général jusqu’a

5 jours dans le sang et jusqu’a 10 jours pour les urines 92175 En ce qui concerne la
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RT-PCR spécifique au ZIKV, plusieurs amorces ciblant les génes des protéines
structurales et non structurales ont été mises au point 7176-178_ Récemment, une RT-
PCR ciblant TARN antisens du ZIKV a été développée pour évaluer la réplication du
ZIKV 7°. De plus, pour identifier les échantillons dans lesquels des quantités
résiduelles du génome de 'ARN du ZIKV pourraient étre détectées, une méthode
rapide et a haut débit a été mise en place en utilisant la technologie d’amplification a
médiation par transcription 8.

La sérologie repose sur la détection d’immunoglobuline M (IgM) et
d'immunoglobuline G (IgG) spécifiques par ELISA qui détecte les anticorps IgM dés 4-
5 jours et jusqu’a 12 semaines ou plus apres I'apparition des symptémes pour les IgG.
Les échantillons de sérum peuvent étre examinés par un ELISA 1gG et par un ELISA
IgM avec I'antigéne du ZIKV et d’autres flavivirus (comme par exemple du DENV, du
WNYV et du TBEV) di a la réaction croisée des anticorps ®'. Récemment, un ELISA
basé sur le domaine Il de la protéine E du ZIKV a été mis au point '8. Les résultats
positifs ou non concluants du test ELISA pour les Ig doivent étre confirmés par un test
de séroneutralisation 6. En fait, a ce jour, seule l'utilisation d’approches de
séroneutralisation virale permettrait de conclure précisément quant a la spécificité anti-
ZIKV des anticorps détectés 8. La séroneutralisation est un type de réaction qui met
en évidence la présence dans le sérum d'anticorps neutralisant un virus. Cette
technique consiste en la mise en contact du sérum avec le virus recherché sur un tapis
cellulaire. Si les anticorps sont présents dans le sérum il n'y a pas d'effet
cytopathogene (ECP) observés par contre si les anticorps sont absents, un ECP sera
présent. Cette technique permet de quantifier la quantité d’anticorps d’un virus donné
mais également de caractériser les anticorps. Enfin, les antigenes du ZIKV peuvent
étre aussi détectés par immunohistochimie dans les tissus d’autopsie 8. Grace a cette
technique, les antigénes du ZIKV ont été détectés dans le cerveau et les tissus
placentaires de nouveau-nés infectés congénitalement et issus de fausses couches.
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Syndromes susceptibles de l'infection au ZIKV

Dépistage entre 5 et 7 jours
ou
Incertitudes

Dépistage a moins
de 5 jours

Dépistage a plus
de 7 jours

Y X a4 ¥

Moléculaire : RT ZIKV / RT flavivirus Sérologie : IgM / IgG ZIKV

Principales méthodes utilisées

Figure 18. Méthodes de diagnostic du virus Zika chez ’lHomme.

Pour diagnostiquer la présence du ZIKV chez I'Homme il existe des tests
moléculaires et/ou des tests de sérologie. Ces tests sont faits en fonction de la date
de début des symptomes du patient.
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lll. Le virus Usutu

Adapté de : Clé M, Beck C, Salinas S, Lecollinet S, Gutierrez S, Van de Perre P, Baldet
T, Foulongne V, Simonin Y (2019). Usutu virus: A new threat? Epidemiology and
Infection 147, e232, 1-11. https.//doi.org/10.1017/ S0950268819001213

1. Origine
L’USUV a été isolé pour la premiére fois en 1959 chez un moustique adulte
femelle de 'espéce Culex neavei dans la région du Natal, en Afrique du Sud 8. Son
nom a été attribué d’aprés une riviere du Swaziland : Usutu 8. C’est dans le cadre
d’une étude sur la prévalence des arthropodes que Mcintosh a isolé 'USUV pour la
premiéere fois. |l I'a ensuite amplifié par inoculation intracérébrale chez des souriceaux

185 Le 1¢" cas humain fut recensé en République Centrafricaine en 1981 187,

2. Phylogénie virale et variation génétique

L’'USUV est membre du complexe antigénique de I'encéphalite japonaise
composé aussi du MVEV et du WNV. En comparant 'USUV aux autres virus du
complexe : le virus le plus proche phylogénétiquement a USUV est MVEV (nt : 73%,
aa : 82%) suivi du JEV (nt : 71%, aa : 81%) et du WNV (nt : 68%, aa : 75%) 8. Des
études phylogénétiques réalisées sur la région du génome codant pour la protéine non
structurale NS5 ont montré que les souches d’'USUV isolées dans différentes régions
du monde se répartissent en 8 lignées, avec deux lignées majeures basées sur des
origines géographiques d’isolement : Afrique et Europe '8°. Les analyses génétiques
démontrent que la lignée africaine est composée de 3 groupes distincts alors que la
lignée européenne est composée de 5 lignées '%°. On observe ainsi les lignées Africa
1 191, Africa 2 188,192—195, Africa 3 190,192,195—198’ Europe 1 188,189,196,199—201, Europe 2 196,202—

204 Europe 3 195:196.198.205 ' Eyrope 4 '9° et Europe 5 '902% (figure 19).
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Figure 19. Arbre phylogénétique des souches du virus Usutu.

Arbre phylogénétique basé sur le gene partiel NS5 et montrant le positionnement des
isolats d’USUV utilisés dans [P’article 3 (en bleu). Les séquences d’USUV sont
marquées avec leur ID ou numéro d'acces GenBank respectif, précédé du pays et de
I'année d'isolement. La barre d'échelle indique le hombre moyen de substitutions
nucléotidiques par site. L’analyse a été effectuée par une analyse phylogénétique en
ligne (htto://www.phylogeny.fr ; Réseau National des Génopoles) et I'arbre a été enraciné avec une
séquence USUV Africa 1 (numéro d'accession GenBank numéro KC754958).

L’identité des génomes parmi les virus isolés ont plus de 94 % de similitudes a
'exception de la souche CAR-1969 qui affiche une identité nucléotidique de 78.3%
comparé aux autres souches. La comparaison des régions non traduites montre que

le 5 UTR conserve une méme taille et une méme structure secondaire parmi les
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différentes lignées a I'exception d’Africa 1. En méme temps, des mutations spécifiques
nucléotidiques sont vues en 5 UTR entre les lignées africaines et européennes. Dans
les régions 3’ UTR, une hétérogénéité de taille trés variable est observée entre les
différentes lignées 18%.191.207 Une analyse comparative entre les génomes d’'USUV
révele des mutations d’aa spécifiques reliées a des sources géographiques d’isolation
et des hétes. Les mutations spécifiques géographiques, principalement, toutes celles
des lignées africaines sont trouvées dans les protéines de la capside (a120v) et dans
la protéine non structurale NS4B (M161) 89:1°1_De plus, des mutations spécifiques aux
hétes sont observées chez les oiseaux (protéine prM, Y120N) et chez les moustiques
(protéine E, G195R). Chez les humains, des mutations d’aa uniques étaient trouvées
dans la souche CAR-1981 (NS2A, S154L ; NS3, Y474H; NS5, H173Q), une souche
d’USUV isolée d’un patient africain avec de la fiévre et une éruption cutanée 89191 et
dans la souche USUV Bologne/09, une souche isolée d’un patient avec une méningo-
encéphalite en ltalie. De plus, il a été émis I'hypothése que des mutations spécifiques
(S595G dans la protéine E et D3425E dans la protéine non structurale NS5) dans la
souche de Bologne/09 seraient liées au tropisme altéré des cellules neurologiques
humaines et a la capacité neuroinvasive de cette souche 2%2. Pour finir, des mutations
d’aa spécifiques de I'héte dans les protéines de I'enveloppe (glycoprotéine) ont été
trouvées dans une souche USUV isolée dans un donneur de sang sain en Allemagne
208 Par exemple, pour 'USUV, des sites de N-glycosylation (Asn-Xaa-Ser/Thr) aux
positions 118 et 154 des aa ont été identifiés dans la protéine E °'. Ces sites semblent
étre conservés dans toutes les souches d’'USUV, cependant leur rGle dans le cycle de
vie des flavivirus reste a étre élucidé puisque des flavivirus déglycosylés peuvent

conserver la méme antigénicité '°'.

3. Cycle de transmission

Le cycle naturel de transmission d’'USUV est un cycle enzootique impliquant
principalement les oiseaux passeriformes (exemples : merles, pies, ...) et strigiformes
(exemple : chouettes lapones) comme hétes amplificateurs et les moustiques
ornithophiles (Culex) comme vecteurs (figure 20). Des études ont démontré que de
multiples oiseaux et espéces aviaires sont impliqués dans ce cycle, certains d’entre
eux développant des symptdmes associés a l'infection. |l a également été mis en
evidence que plusieurs especes de moustiques sont impliquées dans I'entretien du
cycle viral au sein de l'avifaune. Les moustiques sont principalement responsables de
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la transmission virale aux humains et aux chevaux qui sont considérés ensuite comme
hotes accidentels 209211 Actuellement, d’autres hotes accidentels sont trouvés tels

que les chiens, les rongeurs et certains animaux de la faune sauvage (Cf. paragraphe

reservoir animal).
©
RESEI’VOII‘S Faunes
(Strigiforme & Passeriforme) sauvages
| Hommes
Cycle = = = Hétes accidentels - —
enzootique Chiens
Vecteurs (Culex Pipiens) Vecteurs (Culex Pipiens)

Chevaux

4 \ Rongeurs

Réservoirs
(Strigiforme & Passeriforme)

Figure 20. Cycle de transmission du virus Usutu, cycle enzootique.

Cycle enzootique impliquant des réservoirs aviaires et un vecteur (moustiques
principalement de type Culex). L’homme, le cheval, les chiens, les rongeurs et les
animaux de la faune sauvage sont des hotes accidentels sensibles et des culs-de-
sac épidémiologiques.

(Adapté de: le virus Usutu : une menace fantéme)

4. Vecteurs

L’'USUV est principalement transmis par les moustiques du genre Culex.
L’USUV a été découvert pour la premiere fois chez une femelle adulte Culex neavei
en 1959 en Afrigue du Sud 85186 Plys tardivement, 'USUV a été retrouvé chez
plusieurs espéces de moustiques a travers le continent Africain, principalement dans
les pays ou des programmes de surveillance sont mis en ceuvre tels que le Sénégal,
la Cote d’'lvoire, le Nigéria, le Kenya, le Burkina Faso et 'Ouganda 2'2. En 2014-2015,
'USUV a été détecté en Israél chez des moustiques de types Culex. En 2018, en
Slovaquie, une surveillance de moustiques a montré que les moustiques étaient
infectés par la lignée Europe 2 d’'USUV (prévalence de 0,25%) 2'3. Cette méme année,
une étude rétrospective a démontré la présence de différentes lignées d’'USUV (Africa
2 et Africa 3) chez les moustiques Culex pipiens pour la premiére fois dans le sud-est
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de la France, en Camargue '%2. L’'USUV a aussi été détecté chez les moustiques du
genre Ae. albopictus 2°6. Des analyses de compétence vectorielle indiquent que les
moustiques de ce genre ont une faible compétence pour 'TUSUV 24, L’USUV a été
également isolé chez les moustiques du genre : Ae. caspiuis, Ae. japonicus, Ae.
vexans, Anopheles maculipennis, Anopheles plumbeus, Ochlerotatus, Coquillettidia
aurites, Coquillettida richiardii, Culiseta annulata, Mansonia Africana, Culex
perexiguus, Culex perfuscus, Culex univittatus, Culex modestus 186.215,224-233,216-223 gt
Culex quinquefasciatus 2'#23*. Récemment, une étude a mis en évidence qu’'Ae.
japonicus peut transmettre expérimentalement les ZIKV et USUV, de ce fait ils
suggerent de considérer ce moustique comme un vecteur potentiel de maladies
arbovirales en Europe 23°. Le Culex pipiens est considéré comme le vecteur principal
231-233_ Ce dernier est un vecteur anthropophile impliqué dans I'émergence du virus en
Europe 2%. Cependant, le Culex neavei est la seule espéce de moustique dont la
compétence de vecteur pour 'TUSUV est connue, en effet, dans une étude cette espece
a été suggérée comme étre impliquée dans la transmission sylvatique d’USUV en
Afrique 2%,

5. Réservoir animal

La présence d’'USUV a été mise en évidence dans 143 espéces d’oiseaux
provenant de 36 familles et de 19 ordres 2%, Différentes espéces migratrices telles
que : Falco tinnunculus, Acrocephalus scirpaceus, Sylvia curruca, Sylvia communis et
Ficedula hypoleucas seraient responsables de l'introduction d’USUV en Europe &
alors que d’autres espéces vivant sur le territoire telles que : Pica pica, Passer
domesticus et Turdus merula seraient responsables de sa propagation en Europe 2%,
Une enquéte sérologiqgue menée en Autriche au cours des années 2000 a montré que
le nombre doiseaux positifs a 'USUV augmentait chaque année et signalait la
présence de sérologies positives chez les oiseaux de différents ordres Strigiformes,
Galliformes,  Accipitriformes,  Falconiformes, Piciformes, Columbiformes et
Passeriformes. Parmi les différentes espéces aviaires sensibles a linfection par
I'USUV, les merles noirs présentent le taux de mortalité le plus élevé 24°. Une étude
rétrospective a révélé la présence de 'lUSUV en 1996 en ltalie. Depuis, le virus a été
trouvé chez des oiseaux résidents et sauvages en Autriche 2°4, en Suisse 241246 en
France 242243 en Allemagne 20523 en Belgique 244?45, au Pays-Bas 245, en Hongrie

247 en Républiqgue Tchéque %6 au Mali >*® et & Madagascar 248249, Des études
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d'immunohistochimie et d’histopathologie mettent en évidence fréquemment une
hépatomégalie et une splénomégalie chez les oiseaux infectés par 'TUSUV 2% ainsi
que des lésions dans le ceceur, le foie, les reins, la rate et le cerveau des oiseaux
infectés 2°'. Des troubles nerveux centraux ont également été rapportés avec comme
symptomes principaux : une faiblesse, une prostration, une désorientation, une
incoordination motrice et une perte de poids 2°'. Les organes sont généralement
congestionnés avec des foyers de nécrose, de gliose et des infiltrats inflammatoires
surtout constitués de cellules lymphoides et d’histiocytes 2°'. Des nodules gliaux et des
neuronophagies ont également été observés dans le cerveau. La circulation d’'USUV
au sein d’'une diversité d’oiseaux augmente probablement le risque de transmission
vers des hoétes accidentels.

En effet, la circulation d’'USUV a été rapportée suite a la détection d’anticorps
spécifique du virus dans le sérum d’équidés en ltalie 2'°, en Serbie %!, en Croatie 22,
en Slovaquie 2%3, en Pologne 2%4, au Maroc 2%, en Tunisie 256 et en Espagne 2%”. Des
tests sérologiques ont également montré la circulation dUSUV chez des chiens en
ltalie 258 et au Maroc 2°° ainsi que chez des mammiféres en Espagne 2°°. La présence
d’anticorps neutralisant spécifiques d’USUV a aussi été recensée chez les sangliers
en Serbie %60 et en France '%8. De plus, des enquétes sérologiques rétrospectives
menées chez des ruminants sauvages collectés en Espagne 26! et en France ' ont
rapporté une prévalence d’anticorps spécifiques d’'USUV. L’exposition naturelle a
I'USUV a également été mise en évidence en ltalie chez une espéce d’'écureuil 262
ainsi que dans deux especes de rongeurs (Rattus rattus et Mastomys natalensis) et
une espece de musaraigne (Crocidura sp.) au Sénégal 253, Par ailleurs, des études en
laboratoire sur des cochons d’inde, sur des rongeurs et sur des souris nouvellement
nées et sevrées ont montré qu’ils étaient sensibles a une inoculation intracérébrale ou
intrapéritonéale avec 'USUV 264-266_ | ’infection de souriceaux par 'USUV donne lieu
a des signes cliniques : désorientation, dépression, paraplégie, paralysie, coma et est
associée a une mort neuronale dans le cerveau des animaux infectés ainsi qu’a une
démyélinisation de la moelle épiniére 2%°. Les souris déficientes pour les récepteurs
interférons de type | (ifnar’") étaient hautement susceptibles a linfection d’'USUV
entrainant la mort des souris aprés 6 jours d’infection et la détection de 'ARN
génomique viral dans leur cerveau 2%7. Enfin, des études récentes utilisant des souris

immunocompétentes agées d’un mois ont mis en évidence que suite a l'infection
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d’'USUV presque toutes les souris survivent mais développent une infection

neuroinvasive 268,

6. Epidémiologie : distribution géographique

Les analyses phylogénétiques suggérent que des introductions successives
d’USUV ont eu lieu en Europe le long des routes migratoires en provenance d’Afrique.
Le virus a été introduit en Espagne a deux reprises dans les années 1950 et dans les
années 1990, le long d’'une route migratoire de I'Atlantique Est 8°. Une introduction
uniqgue en Europe centrale a eu lieu dans les années 1980 le long d'une route
migratoire mer Noire/Méditerranée 189269, Ces découvertes suggeérent qu'USUV a été
régulierement introduit en Europe depuis 50 ans en provenance d'Afrique. La diversité
génétique des lignées européennes est principalement déterminée par I'évolution in
situ. Ainsi, I'adaptation de I'USUV a des populations de vecteurs et d'hétes naifs peut
entrainer I'émergence de variantes locales du virus. Le scénario le plus probable pour
les lignées européennes pourrait étre un maintien enzootique (évolution in situ)
similaire & celui observé pour le virus du Nil Occidental aux Etats-Unis. La lignée
Europe 1 qui dérive d’un virus du Sénégal (Africa 2) et qui a atteint 'Espagne serait
probablement a 'origine de la premiéere épizootie en Europe centrale. Selon la méme
étude, les lignées Europe 2 et Europe 3 sont probablement originaires respectivement
d’Autriche en 1993 et d’'ltalie en 2007. Suite a sa premiere identification en Afrique du
Sud en 1959 '8 |'USUV a été détecté dans d'autres pays d’Afrique tels quen
République Centrafricaine '8, au Sénégal 14187270 en Cote d’'Ivoire, au Nigeria, en
Ouganda, au Burkina Faso, au Maroc, au Mali, au Kenya, a Madagascar et en Tunisie
2% || a ensuite été découvert en Europe et au Moyen-Orient, en ltalie 26°, en Autriche
204 "en Serbie, en Suisse, en Espagne, en France, en Croatie, en Hongrie, en Pologne,
en Slovaquie, en Grece, en Allemagne, en Belgique, au Pays-Bas, en République
Tcheque et en Israél 2% (figure 21). Diverses lignées d’'USUV co-circulent en Europe
205271 En Allemagne, la circulation de cing lignées d’'USUV (Europe 2, Europe 3,
Europe 5, Africa 2 et Africa 3) a été décrite 22238 et en France, deux lignées (Africa 2

et Africa 3) ont été détectées chez des moustiques de la méme région %,
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Figure 21. Distribution du virus Usutu dans le monde.

Pays concernés : Afrique du Sud, Allemagne, Autriche, Belgique, Burkina Faso, Cote
d’lvoire, Croatie, Espagne, France, Gréce, Hongrie, Israél, Italie, Kenya, Madagascar, Mali,
Maroc, Nigeria, Ouganda, Pays-Bas, Pologne, République Centrafricaine, République
Tcheque, Sénégal, Serbie, Slovaquie, Suisse et Tunisie. Les symboles indiquent les
especes dans lesquelles 'USUV a été détecté (hommes, oiseaux, moustiques, chevaux,
chiens, sangliers, faunes sauvages, mammiféres et rongeurs). La méthode

d’identification (moléculaire ou sérologique) est indiquée pour chaque espece.
(Adapté de: Usutu virus: A new threat?)

7. Manifestations cliniques chez ’THomme

On dénombre a ce jour 100 cas d’infection humaine par 'USUV rapportés dans
la littérature (table 2). Il est actuellement encore impossible de dire si ces cas humains
représentent la partie émergée de l'iceberg et si I'incidence des infections aiglies par
'USUV ne pourrait pas étre plus importante. En effet, le 1" cas d’infection a USUV fut
rapporté en République Centrafricaine en 1981 puis un second cas a été diagnostiqué
au Burkina Faso en 2004 '87. Pour ces deux cas africains, le tableau clinique était
modéré avec un ictere fébrile associé a une éruption cutanée. En ltalie, en 2009, deux
cas de méningo-encéphalites associés a USUV ont été décrits chez des patients
immunodéprimés. |l s’agissait d’'une patiente présentant un lymphome B diffus a

grandes cellules 2% et d'un patient transplanté hépatique 2''. Trés rapidement aprés
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cette premiere identification en ltalie, la méme équipe identifia 3 cas supplémentaires
de méningo-encéphalites impliquant 'USUV entre 2008 et 2009 272. Toujours en ltalie,
une étude rétrospective a permis d’'identifier sur la méme période, 8 autres patients qui
avaient tous présenté des tableaux variés de méningites et méningo-encéphalites ainsi
gue 2 cas asymptomatiques '°°. Six autres cas symptomatiques a type de méningites
ou méningo-encéphalites ont été rapportés en Croatie 273274, En 2018, en Hongrie, un
patient infecté par 'TUSUV a été identifié présentant une méningite aseptique 27°. Enfin
en ltalie, en 2018, sur 1 967 cas d’infection arbovirale autochtone 8 ont été identifiés
comme étant associés a l'infection par 'lUSUV (un avec une maladie neuroinvasive, 6
avec de la fievre et un donneur de sang virémique qui a développé une arthralgie et
une myalgie) 276. L’ensemble du spectre clinique de I'infection d’'USUV nécessite d’étre
mieux décrit. Cela est par exemple illustré par la description récente en France, d’'une
infection aigle par 'USUV associée a un probable tableau atypique de paralysie
faciale a frigore 1°*. En paralléle, des études sur des panels de sérums de donneurs
de sang ont pu confirmer la détection réguliére d’infections aiglies asymptomatiques a
USUV. Ce fut le cas en Allemagne avec un donneur de sang asymptomatique positif
pour 'USUV 298 en Autriche avec 24 prélevements de donneurs qui présentaient un
signal USUV positif 277, au Pays bas ou 7 donneurs positifs a USUV ont été
diagnostiqués 278 et également dans différentes régions d’ltalie entre 2016 et 2018 ou
plusieurs donneurs de sang ont été testés positifs a USUV 223.279.280_ G I'infection par
'USUV chez 'Homme peut donc étre asymptomatique, certaines infections peuvent
engendrer des complications neurologiques.

- 60 -



Pays Année Nombre Echantillons Clinique Populations étudiées Souches identifiées
RCA 1981 1 Sang Fievre éruptive Cas clinique Africa 3
Burkina Faso 2004 1 Sang Fiévre et jaunice Cas clinique ?
2009 1 LCR Méningo-encéphalite Cas clinique Europe 1
2009 1 Sang Encéphalite Cas clinique Europe 2
2008-2009 3/44 LCR Méningo-encéphalite Patient méningo-encéphalite ?
- . . . Patient méningo-encéphalite + 2
2008/2011 (8/306 + 2/609 LCR/Sang Méningo-encéphalite / Sains divers sujets sains et malades ?
talie 2018 1/44 Sang Sains Donneur de sang Europe 1
2016/2018 | 25/73964 Sang Sains Donneur de sang ?
. Europe 2, Europe 3 et
2017/2018 9 Sang Sains Donneur de sang Europe 4
. Maladies neuroinvasives / Patients atteints d'une infection
2017/2018 8/1967 Sang / Urine Fiévre / Arthralgie / Myalgie arbovirale suspectée Europe 2
Croatie 2013 3/95 Sang Méningo-encéphalite Patient méningo-encéphalite ?
2018 3/178 Sang / Urine Maladies neuroinvasives Cohorte neuroinvasive Europe 2
Allemagne 2016 1 Sang Sains Donneur de sang Europe 3
Pays Bas 2018 7/12040 Sang Sains Donneur de sang Europe 3
France 2016 1/166 LCR Paralysie faciale idiopathique Patients avec infection et/ou signes Africa 2
v pathiq neurologiques
Autriche 2017 6/12047 Sang Sains Donneur de sang Europe 2
2018 18/31598 Sang Sains / Eruptions Donneur de sang Europe 2 et Africa 3
Hongrie 2018 1 Sang Méningite aspetique Donneur de sang Europe 2

Table 2. Description des cas humains du virus Usutu a travers le monde.

Tableau résumant les différentes infections d’USUV chez I’ Homme décrites dans la

littérature.

Abréviations: RCA, République Centrafricaine ; LCR, liquide céphalo-rachidien. (Adapté de: USUV : a new threat ?)

8. Diagnostic

Le diagnostic d’une infection par 'USUV est compliqué chez 'Homme. Il est
classiquement réalisé par la mise en évidence du génome viral dans le sang, le liquide
céphalo-rachidien (LCR) ou les urines des patients. Il peut éventuellement étre
déterminé par l'isolement du virus sur de la culture cellulaire ou encore par la détection
d’anticorps spécifiques (IgM/IgG). A ce jour aucun test commercial de diagnostic n’est
disponible. Les sérologies USUV sont effectuées par des tests ELISA ou par des
approches d'immunofluorescence développées par certains laboratoires de référence
a partir d’antigénes viraux ou de souches virales en culture. Ces tests manquent de
spécificité et doivent étre systématiquement contrdlés par des approches de
neutralisation pour exclure les réactions croisées systématiques obtenues avec les
anticorps dirigés contre les autres représentants des flavivirus, plus particulierement
le WNV. A ce jour, quasiment rien n’est connu sur la cinétique des anticorps anti-USUV
et les interprétations sont généralement déduites des données acquises avec WNV.

Le diagnostic direct d’'une infection par 'USUV peut étre réalisé par culture
cellulaire. De nombreuses cellules supportent la réplication virale et les plus utilisées
restent les cellules d'insectes C6/36 ou les cellules Vero 28!, La culture virale reste

réservée a des laboratoires spécialisés de référence et dans la plupart des études, la
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mise en évidence du virus passe par des approches moléculaires d’amplification de
cibles génomiques virales. De plus, les techniques d’amplification de '’ARN de WNV
utilisées lors de la qualification des dons de sang pour le risque WNV (type Cobas
WNV, Roche) sont également capables de détecter les séquences d’'USUV 190277,
Toutefois, de nombreuses techniques de RT-PCR ont été décrites. Certaines
approches PCR ont été développées pour étre spécifiques des séquences d'USUV
272,282 oy étre au contraire consensuelles de la plupart des flavirirus en ciblant une
région conservée de 260 paires de bases du géne NS5 283285 Pour ces derniéres
techniques, le typage du virus pouvant étre réalisé dans un second temps par
séquencage ou hybridation 284, Cette approche « pan flavivirus » est certes un peu
plus fastidieuse mais présente un double avantage. D’'une part, elle ne cible pas
spécifiquement I'agent initialement recherché ce qui peut étre d’intérét lors de
surveillance combinée de pathogénes qui présentent des épidémiologies tres proches,
comme par exemple les USUV et WNV. D’autre part, le séquengage nécessaire pour
l'identification de I'agent étiologique permet également une analyse phylogénétique
des souches, en effet la région NS5, cible des PCR pan flavivirus, se révéle

suffisamment discriminante pour la détermination des lignages viraux 189190,
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IV. Infection du systeme nerveux central

1. Description du systéeme nerveux central

Le SNC est composé du cerveau et de la moelle épiniére (figure 22a). Ces
deux structures integrent les informations provenant du systéme nerveux périphérique
(SNP) et des organes sensoriels et envoient des signaux de sortie aux muscles
squelettiques (dans le but d’'un mouvement volontaire ou involontaire) et au systéme
nerveux autonome qui régule les organes internes du corps 2%6. La moelle épiniére
transporte les informations du SNP au cerveau et elle envoie également des
informations motrices du cerveau aux systemes moteurs somatiques et autonomes.
Le cerveau a son tour, contrble essentiellement toutes les fonctions corporelles
(cognition de la parole, mouvements corporels, fonctionnement des organes) 2%’. Le
SNC est entouré et protégé par les méninges ainsi que par le LCR. Les méninges sont
subdivisées en trois couches de I'extérieur vers I'intérieur : la dure-meére, I'arachnoide
et la pie-mere (figure 22b,c). La pie-mere est une structure constituée de tissu
conjonctif vascularisé qui s’enveloppe autour de la moelle épiniere et qui tapisse le
parenchyme en suivant les sillons, les scissures et les circonvolutions du cortex
cérébral. L'arachnoide est une membrane avasculaire qui se trouve au-dessus de la
pie-mere et au-dessous de la dure-mére. L’espace entre la pie-meére et I'arachnoide
est nommé espace sous-arachnoidien qui contient le LCR qui amortit les chocs lors
des mouvements et qui joue un réle important dans la régulation de la pression
intracranienne. Le LCR permet également des échanges nutritifs et métaboliques avec
le tissu nerveux ainsi que I'évacuation « des déchets » et des molécules provenant du
cerveau. Enfin, la dure-mére est un tissu plus dur qui est attaché au crane et a la

couche arachnoidienne.

-63-



a) b) Peau

Cerveau Dure mére
Méninges | Arachnoide

Pie meére

Cortex cérébral

Moelle
épiniere

e

Moelle épiniére ————==*

Méninges Dure mére
Espace sous-arachnoidien

Figure 22. Systeme nerveux central.

a) Le SNC est constitué du cerveau et de la moelle épiniére.

b) Les méninges au niveau cérébral et c) au niveau de la moelle épiniére constituées de

la dure-meére, de I'arachnoide et de la pie-meére protegent le SNC.

(Source: Images Servier Medical Art)

La moelle épiniére et le cerveau sont en partie constitués de cellules nerveuses
appelées neurones (figure 23). Les neurones sont composés d’'un corps cellulaire
(soma), de dendrites qui correspondent a de courtes extensions membranaires
impliquées principalement dans la réception des signaux provenant d’autres neurones
et d’'un axone qui correspond a une unique protrusion membranaire qui peut étre divisé
en plusieurs branches et terminaisons (figure 23). Les axones des neurones peuvent
étre recouverts par une gaine de myeéline qui correspond a I'enroulement de couches
phospholipidiques concentriques de maniére discontinue sur 'ensemble de I'axone.
La myéline est un revétement isolant permettant d’améliorer la vitesse de transmission
du signal nerveux (potentiel d’action) 228, Les neurones communiquent avec d’autres
neurones par une structure spécialisée appelée synapse. Cette structure est
composée de deux sous domaines : la pré-synapse qui est 'axone terminal et la post-
synapse qui est une région membranaire spécialisée d’'une dendrite ou d’un organe
cible. Les deux compartiments sont séparés par une fente synaptique (figure 23). La
communication neuronale est médiée par des signaux électriques et des composés
chimiques appelés neurotransmetteurs. Les ions se déplacent dans des canaux situés
atravers la membrane plasmique neuronale pour générer des signaux électriques. Les

neurotransmetteurs sont libérés de la pré-synapse a la fente synaptique et se lient
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ensuite a leurs récepteurs localisés a la post-synapse. Les synapses se produisent
principalement entre les axones et les dendrites mais peuvent aussi étre genéréees

entre axone/soma, axone/axone, axone/organe cible ou dendrite-dendrite 289,

Figure 23. Les neurones.

Les neurones sont constitués de

o Noyau . .
‘ dendrites, d’un corps cellulaire,

. d’un axone et de terminaisons
Corps cellulaire (soma)

synaptiques. Les neurones

Tg a H
| \ }C forment des synapses afin de
XX aVa! communiquer entre eux.
~~)

(Source: Images Servier Medical Art)

O

Fente Dendrite Axone Terminaison
Synaptique myélinisé Nerveuse (synapse)

L’autre grand groupe de cellules du SNC est celui des névroglies, également
appelées glies (figure 24). Il existe plusieurs types de cellules. Les oligodendrocytes
produisent la myéline qui recouvre les fibres nerveuses du SNC, les cellules
microgliales participent a la défense du tissu cérébral grace a leurs fonctions
immunitaires, les cellules épendymaires assurent la circulation du LCR dans les
ventricules cérébraux et les astrocytes soutiennent le SNC en fournissant un
environnement homéostatique ionique pour la signalisation neuronale, le
développement des synapses, le stockage du glycogéne et le maintien de la barriére
hémato-encéphalique (BHE) 2°°.
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Oligodendrocyte Cellules microgliales Astrocyte Cellules épendymaires

- Production de myéline - Surveillance immunitaire - Soutient au SNC - Role dans les phénomeénes de
sécrétion/réabsorption entre le
parenchyme cérébral et le liquide
cérébrospinal
Production de liquide
cérébrospinal

Figure 24. La névroglie.

La névroglie est un tissu de soutien situé a I'intérieur de I’encéphale et de la moelle épiniére.
Quatre types de cellules la constituent : les cellules épendymaires, les astrocytes, les
oligodendrocytes et les cellules microgliales.

(Source: Images Biorender)

La BHE est constituée de cellules endothéliales, de pericytes, d’astrocytes et
de neurones 2°'. Elle a différents roles au sein du SNC dont la protection du cerveau.
En effet, le SNC est souvent considéré comme un organe immunitaire privilégié, en
raison de sa séparation du flux sanguin par diverses barrieres, notamment la BHE et

la barriere hémato-cérébrale du LCR (figure 25).

Espace
ventriculaire
Cellule
> épithéliale
Cellule
" endothéliale

— Espace stromal

i —» Macrophage

» Péricyte
Capillaire

» .
fenestré

Figure 25. La barriere hémato-cérébrale du liquide céphalo-rachidien.

Le plexus choroide est organisé en une couche externe de cellules épithéliales entourant des

capillaires fenestrés et d’autres types de cellules stromales.
Abréviation: LCR, liquide céphalo-rachidien. (Adapté de: Current approaches to enhance CNS delivery of drugs across the brain

barriers, Images Biorender)
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2. Barriere hémato-encéphalique

a. Barriere hémato-encéphalique : caractéristiques

La barriere sang-SNC est composée d’'une barriere endothéliale et d’'une
barriere gliale secondaire qui restreint I'entrée des pathogénes et des cellules
immunitaires circulantes dans le SNC. On la nomme : 'unité neurovasculaire (NVU)
(figure 26).

Jonction communicante
Péricyte

Jonctions serrées

Lumen (circulation sanguine)
Cellule endothéliale

Pied astrocytaire

Membrane basale

Figure 26. L’unité neurovasculaire.

Les péricytes cérébraux sont encastrés dans la membrane basale et enveloppent les
cellules endothéliales qui tapissent les capillaires cérébraux. Avec les astrocytes, les
microglies/macrophages périvasculaires, les oligodendrocytes et les neurones, ces

cellules forment I'unité neurovasculaire.
(Adapté de: Pericytes and Neurovascular Function in the Healthy and Diseased Brain, Images Biorender)

Elle est formée de cellules constituants la BHE ainsi que de la membrane
basale, des oligodendrocytes et des microglies 2%2. La NVU joue un réle important
dans : le maintien des fonctions cérébrales, la régulation du flux sanguin cérébral et le
maintien de la BHE. Les premiéeres études qui ont mené au concept de la BHE ont été
réalisées par Ehrlich au début du 19°™ siécle. Ehrlich observait que de nombreux
colorants injectés par voie intraveineuse coloraient les tissus de pratiquement tout le
corps mais pas le cerveau 2% (figure 27a). Lewandowsky a ensuite montré que le
réactif du bleu de Prusse ne passait pas du sang au cerveau et a formulé le concept

-67-



de BHE 2%, Les expériences de Goldmann en 1913 sur le bleu de trypan ont démontré
de facon trés nette I'existence de la BHE. En effet, lors d’injection du bleu dans le LCR,
le bleu avait coloré tout le cerveau mais n’avait pas diffusé vers le systéme
périphérique 2% (figure 27b). Ces résultats ont donc mis en évidence I'existence d’une
barriere entre le cerveau et le sang qui limitait la diffusion entre les deux

compartiments.

Figure 27. lllustration des premiéres expériences
sur la barriere hémato-encéphalique par Ehrlich

b) et Goldmann.

Cerveau Ces premieres expériences ont démontré la
compartimentation entre le systéme nerveux
central (cerveau et moelle épiniére) et les organes
périphériques. a) Le bleu de trypan est administré

«—+——— Corps . f e .

par voie périphérique. Le colorant ne pénetre

dans aucun organe du systéme nerveux central.

Moelle épiniere D) Le bleu de trypan est injecté dans le cerveau.
Le cerveau et la moelle épiniére ont été colorés
alors que les organes périphériques ne I’'ont pas
été.

(Adapté de: Fluids and barriers of the CNS: a historical viewpoint,
Images Biorender)

Le terme de BHE est apparu au cours du 20°™ sigcle et sa localisation au
niveau des vaisseaux sanguins cérébraux a été établie lorsque les jonctions serrées
ont été observées entre les cellules endothéliales de ces capillaires 2°. La BHE est
une barriere sélective formée principalement par les cellules endothéliales qui sont
reliées entre elles par des jonctions serrées et qui tapissent les vaisseaux cérébraux
du c6té du flux sanguin 2929 D’autres cellules participent a la formation et au
maintien des propriétés structurelles et métaboliques de la BHE, telles que les
astrocytes, les pericytes et les neurones 2°'. La communication entre toutes ces
cellules permet d’ajuster les apports en molécules et en nutriments en fonction des
besoins du SNC 2%, Par ailleurs, I'interaction entre les péricytes et les autres types de
cellules de la NVU est complexe mais permet un contréle précis de la perméabilité de
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la BHE et du flux sanguin cérébral. Ce sont des cellules régulatrices importantes pour
le maintien de 'noméostasie et de 'hémostasie de la BHE 3%, Les péricytes et les
astrocytes sont importants pour la préservation des jonctions serrées de la cellule
endothéliale grace a la régulation de protéines comme I'occludine, la claudine et la
zonula occludens (Z0)-1 301303 | es astrocytes et les péricytes peuvent interagir pour
modifier la perméabilité de la BHE, par exemple avec la liaison de I'apolipoprotéine
sécrétée par les astrocytes au récepteur de LRP1 (la protéine 1 liée aux récepteurs
des lipoprotéines de basse densité) sur les péricytes 2%, lIs modulent également le flux
sanguin cérébral par la sécrétion de la prostaglandine E2 par les astrocytes qui se lient
sur les péricytes aux récepteurs 4 de la prostaglandine E2 3%, Les neurones peuvent
interagir avec les péricytes par la libération de neurotransmetteurs pour induire la
relaxation (glutamate) ou la contraction (noradrénaline) des péricytes modifiant ainsi
le tonus vasculaire 306307 || est également possible que les péricytes puissent
influencer la fonction neuronale par la libération de facteurs neurotrophiques 3. Ces
observations suggerent I'importance de la communication des cellules de la BHE dans

la physiologie du cerveau.

b. Barriere hémato-encéphalique : roles

- La BHE fournit au cerveau les nutriments essentiels et sert de médiateur pour
I'écoulement de nombreux déchets.

- La BHE protége le cerveau contre les fluctuations de la composition ionique qui
peuvent se produire aprés un repas ou un exercice, ce qui perturberait la
signalisation synaptique et axonale.

- Elle protege le cerveau de I'acceés de molécules toxiques, hormones ou agents
pathogenes.

- Elle restreint les mouvements ioniques et des fluides entre le sang et le cerveau,
permettant aux transporteurs d’ions et des canaux spécifiques de réguler le trafic
ionique pour produire un fluide interstitiel cérébral qui fournit un milieu optimal pour
la fonction neuronale. Le fluide interstitiel cérébral est de composition similaire au
plasma sanguin mais a une teneur en protéines et des concentrations en
potassium et calcium plus faibles et des niveaux de magnésium plus élevés.

- Cette barriére permet de séparer les neurotransmetteurs et les agents neuroactifs
qui agissent au niveau central (dans le SNC) et périphérique (dans les tissus et le
sang périphériques), de sorte que des agents similaires puissent étre utilisés dans
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les deux systémes sans "crosstalk". En raison de sa grande surface (~20 m? par
1,3 kg de cerveau) et de la courte distance de diffusion entre les neurones et les
capillaires, lI'endothélium joue un réle prédominant dans la régulation du

microenvironnement cérébral.

c. Barriere hémato-encéphalique : phénotype

Les complexes de jonctions intercellulaires entre les cellules endothéliales
comprennent les jonctions adhérentes et les jonctions serrées 3%°. L’association des
protéines adhérentes et serrées entre elles ainsi qu’avec I'actine du cytosquelette
permet la formation de complexes jonctionnels. Ces complexes sont une
caractéristique essentielle de la BHE et réduisent considérablement l'infiltration des
solutés polaires par les voies de diffusion paracellulaire entre les cellules
endothéliales, du plasma sanguin au liquide extracellulaire du cerveau et vice versa
299 Ces jonctions limitent considérablement le mouvement de petits ions tels que le
sodium et le chlore, de sorte que la résistance électrique trans-endothéliale (TEER)
qui est généralement de 2 a 20 Ohm.cm? dans les capillaires périphériques peut étre
supérieure a 1 000 Ohm.cm? dans I'endothélium du cerveau 3'° (figure 28).
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Figure 28. Principe de la résistance trans-endothéliale (TEER).

Le calcul du TEER fait intervenir la loi d’Ohm pour déterminer la résistance a partir du courant et de
la tension passant a travers la couche de la cellule. Le modéle simplifié du circuit électrique résultant
pour la mesure du TEER contient des résistances électriques pour les voies transcellulaire et
paracellulaire en paralléle. Ci-dessus, un modeéle de circuit équivalent d’'une monocouche cellulaire
consistant en une voie transcellulaire (Ra + Rb) et une voie paracellulaire (R1+R2) pour le courant
traversant la membrane. La résistance équivalente (Rtotal) combinant les deux voies de courant est
donnée par la combinaison de la résistance par la voie transcellulaire (Rtc) et la voie paracellulaire

(Rpc) comme : 1/Rtotal=1/Rtc+1/Rpc.

Abréviations: CEI, capacité des électrodes ; CCl, capacité de la couche de la cellule ; Rmilieu, résistance ohmique du milieu ; Ra:
résistance apicale ; Ro : Résistance basolatéral ; TEER, résistance trans-endothéliale. (Adapté de: Transepithelial/endothelial
Electrical Resistance (TEER) theory and applications for microfluidic body-on-a-chip devices, Images Servier Medical Art)

i. Jonctions serrées

Les complexes de jonctions intercellulaires interviennent également dans la
polarisation des cellules endothéliales (apical/basolateral). Les jonctions serrées sont
plus complexes dans I'endothélium du cerveau. La mise en place et le maintien des
complexes jonctionnels fait intervenir I'actine. Parmi les molécules identifiées comme
apportant une contribution importante a la structure des jonctions serrées, nous
trouvons les protéines transmembranaires et cytoplasmiques 3! (figure 29).

L’occludine est une protéine transmembranaire de 60-65 kilodaltons (kDa) avec
un domaine carboxy-terminal qui est capable de se lier a la protéine ZO-1. La

localisation des occludines dépend de leurs degrés de phosphorylation. En effet, les
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formes les moins phosphorylées seront placées au niveau du cytoplasme, de la
membrane basolatérale et des jonctions serrées alors que les formes les plus
phosphorylées se localiseront seulement au niveau des jonctions serrées 32, La
fonction principale de I'occludine semble étre la régulation des jonctions serrées.

Les claudines sont des protéines transmembranaires de 20 a 27 kDa qui
forment une famille de 24 membres 3''. Les claudines interagissent avec différentes
protéines cytoplasmiques par leur extrémité carboxy-terminale. Dans la BHE, on
retrouve I'expression des protéines claudine 1, claudine 3, claudine 12 et
majoritairement claudine 5 309313 | es claudines 1 et 5 semblent contribuer au TEER
élevé. Les claudines ont la capacité de former des dimeres avec les homologues des
claudines voisines ce qui rend I'adhésion des cellules plus forte 314,

Les molécules d’adhésion jonctionnelle (JAM-A, JAM-B et JAM-C) sont des
immunoglobulines d’environ 40 kDa. De part et d’autre des membranes de deux
cellules voisines, elles peuvent former des interactions homo- ou hétérodimériques
entre elles 39°, Ces protéines sont présentes dans les cellules endothéliales du cerveau
et sont impliquées dans l'acquisition de la polarité cellulaire, dans la formation et le
maintien des jonctions serrées 3'5. Les JAM peuvent former des complexes de
jonctions intercellulaires en se liant aux protéines occludine, ZO-1 et cinguline.

Les protéines ZO sont des protéines cytoplasmiques qui interagissent avec
certaines protéines transmembranaires telles que I'occludine, les claudines et les JAM.
Ce sont des guanylate kinases associées a la membrane. ZO-1 est une protéine
d’environ 220 kDa qui est trés importante pour maintenir une perméabilité basse 316.
L’efficacité des jonctions serrées semble étre régulée par les protéines d’échafaudage
intracellulaires qui relient les molécules de jonction via la cinguline a l'actine
intracellulaire et au cytosquelette 32317 La cinguline est un dipeptide de 40 kDa qui
joue un réle dans la transduction de la force mécanique générée par la contraction de
la myosine et de l'actine a laquelle elle est connectée. Ce rdle va influencer la
perméabilité de [I'endothélium au niveau paracellulaire 3'8. Les protéines
transmembranaires sont reliées du cbété cytoplasmique a un ensemble complexe de
protéines membranaires périphériques qui forment de grands complexes protéiques,
les plaques cytoplasmiques. Dans les plagues se trouvent des protéines d'adaptation
avec de nombreux domaines d’interaction protéine-protéine dont ZO-1, ZO-2 et ZO-3;
CASK (Ca?*/calmodulin (CaM)-activated serine-threonine kinase); MAGI-1, MAGI-2 et

MAGI-3 (membrane associated guanylate kinase with inverted domain structure);
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PAR3 et PARG6 (le complexe protéique de polarité) et MUPP1 (multi-PDZ domain
protein 1) 302314 | es jonctions serrées ont une fonction importante non seulement pour
limiter la perméabilité paracellulaire (fonction de barriere) mais aussi pour séparer les
domaines apical et basolatéral de la membrane cellulaire afin que I'endothélium puisse
prendre les propriétés polarisées (apico-basolateral). L'interaction cellule-cellule dans
la zone de jonction est stabilisée par des jonctions adhérentes.

ii. Jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes jouent un rdle dans linitiation et la stabilisation de
l'interaction cellule-cellule, dans l'organisation du cytosquelette de l'actine et elles
interviennent dans la régulation de la signalisation intercellulaire mais aussi dans
I'initiation de la polarisation cellulaire 3'°. Au sein des jonctions adhérentes, nous
retrouvons les protéines de caténines et les cadhérines (figure 29).

Les caténines (85 kDa) sont retrouvées sous différentes formes : alpha, béta,
gamma et delta. Au sein de la BHE, les caténines alpha, béta et gamma relient les
jonctions adhérentes a I'actine. Ces protéines permettent aussi le lien entre les
jonctions serrées et les jonctions adhérentes 30°.

Les cadhérines sont des glycoprotéines de 120 a 140 kDa qui sont présentes a
la surface des cellules. Les cadhérines via leur extrémité carboxy-terminale
cytoplasmique se lient aux caténines afin de stabiliser les jonctions 320, Au sein de la
BHE, les cellules endothéliales expriment la cadhérine-5 aussi appelée vascular
endothelial (VE) — cadhérine 3.

Les altérations de la concentration de calcium intracellulaire et extracellulaire
peuvent moduler 'assemblage des jonctions serrées 322 et modifier la résistance
électrique. De plus, de nombreux types de cellules associés aux vaisseaux du cerveau
y compris les microglies et les astrocytes et les terminaisons nerveuses adjacentes a
la lame basale libérent des agents vasoactifs et des cytokines qui peuvent modifier
I'assemblage des jonctions serrées et la perméabilité de la barriere endothéliale 323324,
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Figure 29. Jonctions serrées et adhérentes au sein des cellules endothéliales.

(Adapté de: Structure and function of the blood-brain barrier, Images Servier Medical Art)

d. Processus de transport a travers la barriere hémato-
encéphalique

La régulation des échanges sang-cerveau se fait a travers le cytoplasme des
cellules endothéliales qui expriment a leur face abluminale (cerveau) ou luminale
(plasmatique) 325326 des récepteurs et des transporteurs (figure 30). Si la majorité des
molécules doit emprunter des protéines de transport ou des mécanismes de transport
vésiculaire, quelques une peuvent passer librement a travers la BHE (transport passif).
En effet, un large éventail de molécules liposolubles peut diffuser a travers la BHE et
pénétrer passivement dans le cerveau 3?7, Les solutés peuvent diffuser passivement a
travers la membrane cellulaire et traverser l'endothélium sans consommation
d’énergie. Le transport se fait selon un gradient électrochimique. Le transport de I'eau
et/ou de solutés tels que le glycérol ou I'urée au niveau de le BHE est facilité par les
aquaporines (AQP) 328 alors que les transports des ions se fait via des canaux ioniques
situés au niveau des membranes luminales et abluminales tels que I'échangeur CI
/HCOS:, le co-transporteur NA*/K*/2CI-, 'échangeur Na*/H* 32° et la pompe sodium-
potassium (ATPase Na*/K*) 330, De plus, les solutés de gros poids moléculaire tels que
les protéines et les peptides peuvent pénétrer dans le SNC en restant intacts en
utilisant des mécanismes endocytotiques tels que la transcytose a meédiation par
récepteur ou la transcytose a médiation adsorptive 331333, Enfin, des pompes d’efflux
utilisant I'énergie issue de I'hydrolyse de 'ATP (adénosine triphosphate) telles que la
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Pgp (P-glycoprotéine), les protéines de la famille des MRP (multidrug resistance-
associated proteins) ou BCRP (breast cancer resistant protein) sont exprimées par les
cellules endothéliales et empéchent certaines substances d’atteindre le SNC ou

facilitent leur élimination cérébrale 334.335,
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Figure 30. Voies de transport a travers la barriéere hémato-encéphalique.

(Adapté de: Approaches to transport therapeutic drugs across the blood-brain barrier to treat brain diseases, Images Servier Medical
Art)

e. Composants cellulaires et acellulaires de la barriéere hémato-
encéphalique

i.  Cellules endothéliales

Les cellules endothéliales tapissent les vaisseaux sanguins. Le diamétre de
larges arteres et des veines peut étre constitué d'une douzaine de cellules
endothéliales alors que les plus petits capillaires sont formés d’'une simple cellule
endothéliale se repliant sur elle-méme pour former le lumen du vaisseau 33337 |es
cellules endothéliales microvasculaires du SNC sont des cellules extrémement fines
qui sont 39% moins épaisses que les cellules endothéliales musculaires avec une
distance de moins dun quart de micron séparant le luminal de la surface

parenchymateuse 338, Les cellules endothéliales cérébrales ont des propriétés uniques
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par rapport aux cellules endothéliales d’autres tissus qui leur permettent de réguler
étroitement le mouvement des ions, des molécules et des cellules entre le sang et le
cerveau. Les cellules endothéliales arborent des propriétés physiques et métaboliques
essentielles au role de « gardiennes du SNC » de la BHE. Les cellules endothéliales
du SNC sont maintenues ensemble par des jonctions serrées et adhérentes qui limitent
considérablement le flux paracellulaire des solutés 29:339-342 | es cellules
endothéliales du SNC présentent des taux de transcytose extrémement faibles par
rapport aux cellules endothéliales périphériques, ce qui limite considérablement le
mouvement transcellulaire des solutés a médiation vésiculaire 338. Cette barriére
endothéliale serrée crée une cellule polarisée avec des compartiments de membrane
luminale et abluminale distincts, de sorte que le mouvement entre le sang et le cerveau
peut étre étroitement controlé grace a des propriétés de transport cellulaire régulé
325,343 | es cellules endothéliales du SNC expriment également un niveau extrémement
faible de molécules d’adhérence cellulaire (CAM), en comparaison avec les cellules
endothéliales d’autres tissus limitant considérablement la quantité de cellules
immunitaires qui entrent dans le SNC 336344 |a combinaison des propriétés de barriére
physique, des propriétés de barriere moléculaire ainsi que des transporteurs
spécifiques permet aux cellules endothéliales de réguler étroitement ’homéostasie du
SNC. Toutefois, certaines zones du cerveau sont plus vulnérables en raison de leurs
jonctions intercellulaires inter-endothéliales laches comme au niveau du plexus
choroide, au niveau des troisieme et quatrieme ventricules y compris l'organe
subfornical, l'aire postrema (aire du vomissement), I'organe vasculaire de la lame
terminale, la glande pinéale, I'éminence médiane de [I'hypothalamus et la
neurohypophyse 34 (figure 31). Les capillaires de ces organes circumventriculaires
sont des vaisseaux continus fenestrés avec une perméabilité élevée aux solutés 345.
Cette grande perméabilité est importante pour les fonctions de ces noyaux qui
détectent les concentrations de solutés dans le sang ou sécrétent des molécules dans

le sang.
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Figure 31. Zones vulnérables de la barriere hémato-encéphalique.

Coupe sagittale du cerveau. En bleu foncé : zones plus vulnérables au passage des
molécules/des virus (3°™ et 4°™ ventricule y compris I'organe subfornical, I'organe
vasculaire de la lame terminale, I’hypophyse postérieure, plexus choroide du 3°™ et 4°me

ventricule, la glande pinéale, I’aire de vomissement et I’éminence médiane).

(Source: Images Servier Medical Art)

Transport des cellules immunitaires du sang au systéme nerveux central

Dans le SNC sain, le niveau de surveillance immunitaire est relativement faible,
avec seulement la présence de quelques globules blancs tels que les neutrophiles et
les lymphocytes. Pendant le développement embryonnaire, les cellules de la lignée
monocytaire dérivées de la moelle osseuse pénétrent dans le cerveau et deviennent
des microglies résidentes immunologiquement compétentes 346. Cependant, en raison
de l'interaction cellule immunitaire-BHE strictement régulée, le SNC agit comme un
site immunitaire privilégié et l'infiltration des neutrophiles dans le cerveau est faible par
rapport aux autres tissus. Dans des conditions physiologiques de la BHE, les cellules
immunitaires sont capables de pénétrer dans le cerveau par un processus de
diapédése directement a travers le cytoplasme des cellules endothéliales et non par
une voie paracellulaire impliquant un réarrangement et une ouverture des jonctions
serrées 347348 Ce mécanisme permet a ces cellules de traverser la BHE sans
perturbation des jonctions serrées. Les leucocytes tels que les monocytes et les
macrophages peuvent étre recrutés dans le SNC dans des conditions pathologiques

et jouent des roles complémentaires a ceux des microglies résidentes 34° (figure 32).

- Les macrophages ont comme principal réle la phagocytose, mais ils jouent

également un réle essentiel dans la défense non spécifique (immunité innée) et aident
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a initier des mécanismes de défense spécifiques (immunité adaptative) en recrutant
d’autres cellules immunitaires telles que les lymphocytes. lls contribuent aussi aux
réeponses pro et anti-inflammatoire et peuvent diminuer ou augmenter les reactions
immunitaires par la libération de cytokines.

- Les monocytes ont différents roles, ils sont impliqués dans la phagocytose,
dans la présentation d’antigéne, la prolifération et la stimulation des cellules T et dans
l'angiogenése. Les monocytes peuvent avoir un comportement pro-inflammatoire et
sécréter des cytokines inflammatoires en réponse a une infection 3%°.

- Les cellules tueuses (NK cells) sont trés importantes pour la sécrétion de
différentes cytokines et chimiokines et pour la coopération au sein de 'immunité innée
avec les neutrophiles et les macrophages. Leur principale fonction est la cytolyse ou
la lyse des cellules infectées 5.

- Les neutrophiles ont comme principal réle la phagocytose. Au cours de la
phase aigle de linflammation, en particulier a la suite d’une infection virale, les
neutrophiles sont I'un des premiers type cellulaire a migrer vers le site de I'inflammation
352 Les neutrophiles subissent un processus appelé chimiotaxie qui leur permet de

migrer vers des sites d’infection ou d’inflammation.

Cellules de la réponse immunitaireinnée

Neutrophile Monocyte Macrophage Cellule dendritique Cellule tueuse
(NK cells)

v v v v v

Figure 32. Réles des principales cellules du systeme immunitaire inné.

Les neutrophiles, les monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques et les cellules tueuses

sont capables de passer la barriére endothéliale et d’engendrer une réponse antivirale suite a une

infection virale.

(Source: Images Servier Medical Art)

En effet, les neutrophiles et les cellules mononuclées en circulation sont attirés
par les sites d’'inflammation de la BHE, pénétrent la barriere et entourent les petits

vaisseaux, en particulier les veinules. L'entrée d’'un leucocyte du sang dans un tissu
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est un processus en plusieurs étapes qui comprend l'adhésion par roulement,
'adhésion ferme et I'extravasation (figure 33). Premierement, il y a un contact
transitoire du leucocyte en circulation avec I'endothélium vasculaire, ce contact est
induit par les molécules d’adhésion de la famille des sélectines (E-selectine, P-
selectine). Ce contact ralentit la vitesse de circulation du leucocyte dans le sang. Suite
a l'attachement initial, les leucocytes roulent le long de la paroi vasculaire avec une
vitesse considérablement réduite. Les leucocytes qui roulent vont détecter des
facteurs chimiotactiques de la famille des chimiokines qui sont présentés a la surface
endothéliale ce qui entraine I'activation fonctionnelle des intégrines a la surface des
leucocytes. L’activation des intégrines entraine I'adhésion ferme des leucocytes a
'endothélium vasculaire en se liant aux récepteurs d’adhésion cellulaire tels qu’ICAM-
1 (Intercellular adhesion molecule-1) et VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1).
Enfin aprés I'adhésion, les leucocytes vont migrer a travers la paroi des capillaires ou
par le biais de jonctions inter-endothéliales pour atteindre le SNC 336, ’expression de
ces molécules d’adhérence est beaucoup plus faible dans les cellules endothéliales
du SNC que dans les cellules endothéliales périphériques mais elle est élevée lors de
maladies neuro-inflammatoires telles que les accidents vasculaires cérébraux et la
sclérose en plaques 344353354 Dans les états pathologiques inflammatoires impliquant
la BHE, les jonctions serrées entre les cellules endothéliales peuvent étre ouvertes
sous I'action de cytokines et d’autres agents, ce qui permet aux cellules immunitaires
d’entrer dans le parenchyme cérébral par des voies a la fois transcellulaire et

paracellulaire 355356,
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Figure 33. Mécanismes moléculaires impliqués dans la migration des cellules immunitaires a travers la
barriere endothéliale.

L’infiltration des cellules immunitaires au sein du SNC est un processus étape par étape impliquant un
roulement, une adhésion ferme et une transmigration du leucocyte dans le systéme circulatoire vers le
site de I'inflammation.

Abréviations: LFA-1, Lymphocyte function-associated antigen 1 ; ICAM-1/2, Intercellular adhesion molecule 1/2 ; VCAM-1, Vascular cell

adhesion molecule-1 ; a4B1, integrin a4B1. (Adapté de: Capture, crawl, cross: the T cell code to breach the blood-brain barriers, Images
Servier Medical Art)

ii.  Pericytes

Les péricytes (et les cellules musculaires lisses) sont des cellules murales qui
se trouvent sur la surface abluminale des tubes microvasculaires et des grands
vaisseaux. Les péricytes jouent un réle important dans la régulation de 'angiogenése,
le dépbt de la matrice extracellulaire, la régulation de [linfiltration des cellules
immunitaires et la régulation du flux sanguin en réponse a I'activité neuronale 3%’. lls
apportent un soutien structurel et une capacité vasodynamique a la microvasculature.

Morphologiquement, les péricytes présentent un corps cellulaire ovale avec un
grand nombre de projections qui enveloppent les cellules endothéliales le long de la
surface abluminale 3%, L’identifiant moléculaire le plus largement accepté des
péricytes du SNC est la réactivité positive a la fois au PDGFR-B (platelet-derived
growth factor receptor-B) et au NG2 (Neuron-glial antigen 2) 3. Bien que ces cellules
tapissent le tube endothélial a la surface abluminale, la plupart du corps cellulaire et

des extensions ne touchent pas I'endothélium mais sont séparés par la membrane
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basale dans laquelle elles sont intégrées 3%°. Les péricytes communiquent avec les
cellules endothéliales par contact physique direct et par les voies de signalisation
paracrine. Les jonctions communicantes fournissent des connexions directes entre le
cytoplasme des péricytes et les cellules endothéliales et elles permettent I'échange
d’'ions et de petites molécules. Des plaques d’adhérence ancrent les péricytes aux
cellules endothéliales, tandis que des contacts par « peg-and-socket » permettent aux
cellules de pénétrer par des discontinuités dans la membrane basale du vaisseau et

de se toucher 30 (figure 34).

Sang
Complexe jonctionnel
Complexe jonctionnel Plaque d’adhérence endothélial

“peg-socket”

Membrane basale

Parenchyme

Figure 34. Interaction des péricytes et des cellules endothéliales au niveau des vaisseaux

sanguins.

Les péricytes entourant les cellules endothéliales partagent la membrane basale avec les cellules
endothéliales. Un contact direct péricyte-cellule endothéliale est établi par I'intermédiaire de

complexes de jonction situés a des endroits ou la membrane basale est absente.
(Adapté de: Endothelial/Pericyte Interactions, Images Biorender)

Il a été démontré que les péricytes du SNC ont des propriétés uniques par
rapport aux péricytes d’autres tissus. Les péricytes du SNC sont dérives de la créte
neurale, contrairement aux péricytes de nombreux tissus périphériques qui sont

dérivés du mésoderme 36'. De plus, les vaisseaux du SNC ont la plus forte couverture
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des péricytes du SNC de tous les tissus avec un rapport cellules endothéliales /
péricytes estimé entre 1:1 et 3:1 alors que le muscle a un rapport de 100:1. Par ailleurs,
la distance qui sépare ces deux types cellulaires est de 20 nanometres, ce qui permet
aux péricytes de communiquer étroitement avec les cellules endothéliales afin d’aider
a déterminer et a maintenir les caractéristiques locales des vaisseaux 303362363 | eg
péricytes prolongent de longues extensions cellulaires le long de la surface abluminale
de I'endothélium qui peuvent souvent s’étendre sur plusieurs corps de cellules
endothéliales.

Dans le cerveau, les péricytes peuvent se détendre ou se contracter activement
pour modifier le flux sanguin cérébral en réponse a des changements localisés de
I'activité neuronale 305307364365 Ceg cellules contiennent des protéines contractiles
notamment I'alpha-actine musculaire lisse (a-SMA), la tropomyosine et la myosine, et
ont la capacité de se contracter pour contrbler le diamétre du capillaire 306:307.360,366
Les complexes de jonction « peg-and-socket » et les plaques d’adhérence favorisent
la transmission des forces mécaniques contractiles des péricytes a I'endothélium ce
qui peut aider a contréler le flux sanguin a travers le réseau capillaire 3% (figure 34).
Les complexes contiennent de la N-cadhérine, des CAM, des jonctions adhérentes a
base de caténines et des molécules de matrice extracellulaire comme la fibronectine
367_

Les péricytes expriment également un certain nombre de récepteurs pour les
médiateurs chimiques tels que les catécholamines 368, I'angiotensine 11 3¢9, les peptides
intestinaux vasoactifs 27°, 'endothéline-1 3’" et la vasopressine %72 indiquant que les
péricytes peuvent également étre impliqués dans 'autorégulation cérébrale. Un certain
nombre d’observations expéerimentales soutiennent le concept selon lequel les
péricytes régulent 'angiogenese et peuvent jouer un réle dans la différenciation de la
BHE 373374 La cellule endothéliale utilise des facteurs de croissance tels que
'angiopoiétine 1, le facteur de croissance transformant béta (TGF-B) et le facteur de
croissance dérivé des plaquettes-BB (PDGF-BB) pour diriger les péricytes vers de

nouveaux vaisseaux afin de stabiliser la paroi vasculaire 37° (figure 35).
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Figure 35. La voie de signalisation PDGF-B/PDGFR-8 lors de I’angiogénése.

La voie de signalisation PDGF-B/PDGFR-f est nécessaire pour le recrutement des péricytes
pendant I'angiogenése. Le PDGF-B est synthétisé et sécrété par les cellules de pointe
migratrices a la pointe des pousses angiogéniques. Les péricytes qui expriment le PDGFR-
dépendent du PDGF-B dérivé de I’endothélium pour la prolifération et la migration.

Abréviations: PDGF-BB, Facteur de croissance dérivé des plaquettes-BB ; PDGFR-B, Récepteur béta du facteur de
croissance dérivé des plaquettes. (Adapté de: Endothelial/Pericyte Interactions)

Les péricytes sécretent également des facteurs favorisant 'angiogenése tels
que le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et la NOTCH3 (neurogenic
locus notch homolog 3) pour activer les processus angiogéniques dans le SNC adulte
375, Les péricytes peuvent moduler et maintenir la BHE par la libération de facteurs de
signalisation pour déterminer le nombre de jonctions serrées des cellules endothéliales
et diriger la polarisation des pieds terminaux des astrocytes 3%, Une réduction du
nombre de péricytes peut entrainer une perte des jonctions serrées entre les cellules
endothéliales, ce qui entraine une augmentation de la perméabilité de la BHE %75. De
plus, les péricytes peuvent contrdler le mouvement des substances entre le flux
sanguin et le parenchyme cérébral, y compris la clairance vasculaire des espéces
toxiques hors du cerveau 304, Des études sur des souris mutantes dans la voie de
signalisation Platelet-Derived Growth Factor-B (PDGF-B) / Platelet-Derived Growth
Factor Receptor-B (PDGFR-B) ont identifié un role important pour les péricytes dans
la régulation de la formation et de la fonction de la BHE 3°8377, Les modéles de souris
mutantes incluant des souris déficientes pour Pdgfb et Pdgfrb totalement dépourvues
de péricytes dans le SNC meurent a la naissance d’hémorragie. Les souris avec une
perte partielle de péricytes (souris déficiente en Pdgfb ou en alleles hypomorphes de
Pdgfrb) sont viables a la naissance et sont donc utilisées pour analyser la BHE a I'age
adulte 3%, Des analyses de la BHE chez des souris sans Pdgfrb durant
'embryogénése révele une perte de la BHE, démontrant que les péricytes sont
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nécessaires pour réguler la formation de celle-ci. En particulier, 'absence de péricytes
entraine une augmentation du taux de transcytose, une augmentation du diamétre des
capillaires et une augmentation de I'expression des CAM entrainant une infiltration
immunitaire dans le SNC 358377 || est important de noter que la perte de péricytes et la
formation de micro-anévrismes chez les souris déficientes en PDGF-B ont été
observées. Cela suggere que les péricytes jouent un rlle clé dans la stabilité
structurelle de la paroi du vaisseau. L'utilisation ultérieure de souris présentant des
alléles hypomorphes Pdgfrb qui ont un nombre variable de péricytes dans le SNC a
montré que le nombre total est important pour la perméabilité relative des vaisseaux
3%8.377 De plus, les travaux effectués sur des souris adultes présentant moins de
péricytes ont permis d'identifier que les péricytes sont nécessaires a 'age adulte pour
réguler 'homéostasie de la BHE 3%,

Les péricytes présentent aussi une activité phagocytaire et peuvent étre
impliqués dans les fonctions neuroimmunes 273, En effet, les péricytes sont considérés
comme des "macrophages cérébraux". Pour certains auteurs, ils représentent avec la
microglie la premiere ligne de défense du SNC en raison de leurs propriétés de
présentation des antigénes 378380 Par ailleurs, les péricytes sont aussi capables de
produire des chimiokines attractives et de favoriser le recrutement et I'extravasation
des cellules immunitaires dans le cerveau %'. Des recherches récentes ont montré
que les péricytes lorsqu’ils sont stimulés par le lipopolysaccaride ou le tumour necrosis
factor-a (TNF-a), sécretent de grandes quantités de molécules pro-inflammatoires, de
molécules anti-inflammatoires, de cytokines et de chimiokines telles que l'interleukine
(IL)-1B, I'lL6, le TNF-a, les espéces réactives de I'oxygene, I'oxyde nitrique et les
métalloprotéases matricielles (MMP) qui contribuent au détachement des péricytes et
potentiellement a la perturbation de la BHE 382383,

iii.  Astrocytes
Les astrocytes constituent la glie avec les oligodendrocytes et la microglie 84,
lls représentent la majorité des cellules du SNC. Morphologiquement, les astrocytes
sont caractérisés par une forme en étoile avec de multiples prolongements et
ramifications 384385 et deviennent activés a la suite par exemple de Iésions cérébrales
et de maladies dégénératives 386387, | es astrocytes sont caractérisés par I'expression
des filaments intermédiaires comme la vimentine et par des protéines acides fibrillaire

gliale (GFAP) qui sont régulées a la hausse suite a des atteintes du SNC dans un
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processus appelé astrogliose 85388, |es astrocytes ont diverses fonctions. lls sont
impliqués dans le support et la protection du SNC, ainsi que dans le maintien de la
BHE. lIs participent également a la neurotransmission, a la défense immunitaire et ont
un réle dans la réparation et la cicatrisation du cerveau aprés une lésion 3. Les
prolongements astrocytaires terminaux appelés pieds astrocytaires sont en contact
avec les cellules endothéliales et les péricytes 324, Les pieds astrocytaires enveloppent
presque entierement les capillaires cérébraux et contiennent un ensemble de
protéines dont le dystroclycane, la dystrophine et TAQP 4. Le complexe dystroglycane
- dystrophine est important pour relier le cytosquelette des pieds astrocytaires a la
membrane basale en liant I'agrine 3%, Cette liaison coordonne I'AQP 4 en réseaux
orthogonaux de particules, ce qui est essentiel pour réguler 'homéostasie de I'eau
dans le SNC. Les pieds astrocytaires enveloppent les synapses neuronales permettant
la modulation de I'activité neuronale et du flux sanguin cérébral suite a une élévation
des niveaux intracellulaires de calcium dans les pieds terminaux 3°'. Il est important
de noter que les pieds astrocytaires expriment des molécules spécialisées telles que
les canaux potassiques Kirs.1 et 'TAQP 4 qui régulent les concentrations ioniques de la
BHE et des transporteurs de protéines tels que le transporteur de glucose 1 et la Pgp,
ce qui suggere I'importance des pieds terminaux dans la polarisation des astrocytes
324,341 (figure 36).
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Figure 36. Astrocytes et barriere hémato-encéphalique.

Abréviations: AQP4, canal d’eau aquaporine 4 ; DGC, complexe dystrophine-dystroglycane ; GLUT1, transporteur de glucose 1 ;
Pgp, glycoprotéine P. (Adapté de: Astrocytes: Emerging stars in leukodystrophy pathogenesis, Images Biorender)

Les astrocytes fournissent un lien cellulaire entre les circuits neuronaux et les
vaisseaux sanguins. Ce couplage neurovasculaire permet aux astrocytes de relayer
des signaux qui régulent le flux sanguin en réponse a I'activité neuronale 39239, Cela
inclut la régulation de la contraction/dilatation des cellules musculaires lisses
vasculaires entourant les artérioles ainsi que des péricytes entourant les capillaires.
De plus, les astrocytes communiquent entre eux par des jonctions communicantes
formant un syncytium fonctionnel avec des réponses bien coordonnées 394:3%_ A cet
€gard, il a été suggére que les mécanismes astrocytiques qui regulent la vasodilatation
et la vasoconstriction sont transmis par ces jonctions communicantes inter-astrogliales
395_

Parmi leurs nombreuses fonctions, les astrocytes sont essentiels a de
nombreux processus métaboliques dans le cerveau tels que I'attraction des cellules
par la libération de chimiokines, le stockage de potassium, la libération de
gliotransmetteurs, la libération de glutamate par la signalisation du calcium, le contréle
du pH du cerveau, la métabolisation de la dopamine et d’autres substrats par les
monoamine-oxydases, I'absorption du glutamate et de I'acide y-aminobutyrique par
des transporteurs spécifiques et la production de composés antioxydants comme le
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glutathion et d’enzymes comme les superoxydes dismutases 38538839397 | gg
astrocytes ont également été identifiés comme d’importants médiateurs de la formation
et du fonctionnement de la BHE. En effet, les astrocytes ont la capacité d’engendrer
des propriétés de barriére dans les vaisseaux sanguins autres que ceux du SNC dans
les études de transplantation 3% ainsi qu’a induire des propriétés de barriére dans les
cellules endothéliales cultivées dans des modéles de co-culture in vitro 324
L’identification des facteurs sécrétés par les astrocytes qui régulent la fonction de la
BHE suggere que les astrocytes matures modulent et maintiennent la barriere une fois
qu'elle est formée. Par ailleurs, les astrocytes sont aussi importants pour le
développement et le maintien des caractéristiques de la BHE grace a la libération de
facteurs de croissance comme le VEGF 3%3%, Ces facteurs de croissance sont
importants pour la formation de jonctions serrées, la mise en place des systemes
enzymatiques et la polarisation des transporteurs 3%. Au cours du développement, le
VEGF est nécessaire a la formation, au remodelage et a la survie des vaisseaux
sanguins embryonnaires 4%, Cependant, a I'age adulte, le VEGF diminue la stabilité
de la BHE pendant les conditions inflammatoires 4°'. L’angiopoiétine-1 participe au
processus complexe de différenciation de la BHE en favorisant I'angiogenése et en
induisant une diminution de la perméabilité endothéliale en fonction du temps. Cela se
produit par la régulation a la hausse de I'expression des protéines jonctionnelles 402,
Les astrocytes produisent également 'enzyme de conversion de I'angiotensine qui
convertit 'angiotensine | en angiotensine Il et agit sur les récepteurs de I'angiotensine
de type 1 exprimés par les cellules endothéliales de la BHE. L’angiotensine Il induit un
resserrement des vaisseaux et dans le SNC l'activation de I'angiotensine de type 1
restreint la perméabilité de la BHE et stabilise la fonction des protéines de jonction.
Les souris déficientes en angiotensinogéne ont une expression aberrante de
I'occludine au niveau de la BHE ce qui suggére que I'angiotensine Il sécrétée par les
astrocytes favorise la formation des jonctions serrées 4%,

Enfin, aprés une infection virale par exemple, les astrocytes réagissent aux
signaux des PRR en exprimant les composantes du complément, les IFN, I'lL-183, I'lL6
et les chimiokines %4, Bien que ces réponses puissent augmenter la clairance des
pathogeénes, elles peuvent également affecter négativement la fonction neuronale et
la survie par des altérations de 'hnoméostasie des astrocytes. Par exemple, I'altération
de l'absorption du glutamate contribue a la perte synaptique, a l'altération de la
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neurogenése et a la neurotoxicité ce qui entraine de mauvais résultats cliniques apres

une neuroinflammation 405406,

iv. Neurones

Les neurones sont des cellules excitables et sécrétrices qui possedent deux
types de prolongements : les dendrites et les axones. Les dendrites recueillent
'information et 'aménent jusqu’au corps cellulaire. Une fois arrivé au corps cellulaire,
c’est 'axone qui prend le relais et qui achemine I'information vers d’autres neurones
avec qui il a fait une connexion (une synapse). Les neurones sont responsables de
I'émission et de la propagation du message nerveux. En effet, ils ont pour principal role
de faire circuler les informations entre I'environnement et I'organisme.

Dans le cerveau, les neurones restent a proximité des capillaires, ils sont
rarement a plus de 8 a 20 micrométres d’un capillaire du cerveau 477, Il a été estimé
gue presque chague neurone posséde son propre capillaire 4%, La proximité des
cellules endothéliales avec les neurones leurs permet de réagir au niveau local en
constante évolution, notamment en ce qui concerne 'équilibre ionique. Les neurones
jouent un réle dans la régulation du flux sanguin et de la perméabilité microvasculaire,
ils interagissent avec la matrice extracellulaire et peuvent libérer des facteurs pour
stimuler I'angiogenese 4%°. Suite a une atteinte vasculaire, les signaux des neurones
et des astrocytes peuvent recruter des microglies qui sécretent a leur tour des
cytokines pro-inflammatoires. Ces données soutiennent un réle synergique pour la
régulation d’autres types de cellules par les neurones et mettent en évidence la fagon
dont ces cellules communiquent entre elles. En effet, le circuit neuronal est relié aux
vaisseaux sanguins par des canaux d’eau présents dans les astrocytes. Une fois que
la NVU est pleinement établie et que la BHE est mature, les neurones n’ont pas ou
peu de contact direct avec les cellules endothéliales du cerveau. Cependant, les
péricytes et les astrocytes envoient des signaux directs aux neurones pour moduler la
force synaptique et transmettent également des signaux des neurones au systeme
vasculaire ce qui entraine une dilatation artériolaire et une augmentation du flux
sanguin local influengant ainsi la physiologie de la BHE #10.

Les neurones peuvent aussi aider a resserrer les cellules endothéliales du
cerveau en culture in vitro en favorisant la synthese et la localisation des protéines de
jonction 411, En effet, Weidenfeller et al, ont mis en évidence que les neurones

pouvaient participer a l'induction du phénotype de BHE. lls ont montré qu’une co-
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culture de cellules endothéliales avec des progéniteurs neuronaux permettaient une
diminution de la perméabilité paracellulaire et une augmentation de la résistance trans-
endothéliale 42, Enfin, les neurones sont la principale cible d’une variété de virus dans
le SNC comme les JEV et WNV. Etant donné leur sensibilité a ces virus, les neurones
sont susceptibles d’étre les premiers a réagir en déclenchant la signalisation

immunitaire 413414,

v. Membrane basale

Le tube vasculaire est entouré de deux membranes basales, la membrane
basale vasculaire interne et la membrane basale parenchymateuse externe,
également appelée glia limitans 415417 (figure 37). La membrane basale vasculaire est
une matrice extracellulaire sécrétée par les cellules endothéliales et les péricytes
tandis que la membrane basale parenchymateuse est principalement sécrétée par les
pieds astrocytaires qui s’étendent vers le systéme vasculaire. La membrane basale
des capillaires cérébraux est composée principalement de collagéne de type 1V, de
laminines et de nidogénes formant un réseau extracellulaire de 30 a 40 nanomeétres
d’épaisseur 4’8, Les membranes basales vasculaire et parenchymateuse ont une
composition différente, par exemple, la premiére est constituée des laminines a4 et a5
alors que la seconde contient les laminines a1 et a2 #'7. Ces membranes basales
servent de support aux cellules endothéliales. Elles fournissent un point d’ancrage
pour de nombreux processus de signalisation au niveau du systéme vasculaire mais
constituent également une barriére supplémentaire pour les molécules qui veulent
accéder au tissu nerveux. De plus, au niveau des cellules endothéliales il a été montré
in vitro que les composants de la membrane basale modulaient I'expression des
protéines des jonctions serrées 4'°. La perturbation de ces membranes basales par les
MMP est une composante importante du dysfonctionnement/rupture de la BHE et de
linfiltration des leucocytes observée dans de nombreux troubles neurologiques

engendrés notamment par certains virus émergents 42°,
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Membrane basale parenchymateuse
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Cellule endothéliale
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Figure 37. Membranes basales de la barriere hémato-encéphalique.

Les cellules endothéliales des capillaires cérébraux n’interagissent pas directement
avec les autres cellules de la BHE. En effet, les cellules sont entourées de lames
basales. La membrane basale vasculaire est située entre les cellules endothéliales et
les péricytes alors que la membrane basale parenchymateuse est présente entre les
pericytes et les pieds astrocytaires.

(Adapté de: Basement membrane and blood-brain barrier Stroke and Vascular, Images Biorender)

3. Différents mécanismes d’accés au systéme nerveux central

Bien que l'accés des agents pathogenes au parenchyme cérébral soit
généralement limité par des barriéres physiologiques et immunologiques, certains
pathogenes peuvent franchir ces barrieres. De ce fait, selon le mode d’entrée des
virus, de leur tropisme cellulaire et de leur mécanisme d’infection, ils déclenchent une
large gamme de symptoémes neuronaux qui peuvent dans certains cas entrainer des
troubles cognitifs graves 420422, Une fois dans le cerveau, une altération de
'homéostasie neuronale déclenchée par la réplication virale et/ou un
microenvironnement inflammatoire a long terme peut avoir des effets dramatiques et
entrainer des troubles cognitifs 429, Par exemple, environ 50% des patients infectés
par le VIH souffrent de troubles neurologiques légers a graves dans un syndrome
appelé "troubles neurocognitifs associés au VIH" (HIV-associated neurocognitive
disorders ou HAND) 423, Les patients infectés par le VIH souffrant de HAND présentent
toute une série de déficits cognitifs comme des troubles de la mémoire et de I'attention,
des déficiences motrices et sensorielles, des changements d’humeur et de
comportement et dans certains cas extrémes, une démence associée au VIH (HIV
associated dementia, HAD) 4?3, Dans ce contexte, I'infection du systéme nerveux par
le VIH peut également étre liée a I'étiologie de certains troubles cérébraux tels que la

sclérose latérale amyotrophique #?* ou la maladie d’Alzheimer 425. On trouve un autre
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exemple parmi les membres de la famille des Herpesviridae, comme le
cytomégalovirus, qui peut étre associé a des troubles du développement neurologique,
ainsi que le virus herpes simplex 1 (HSV-1) qui induit une infection latente dans le
cerveau et peut dans certains cas, déclencher une encéphalite lorsqu’il est réactivé. Il
a notamment été constaté que ces deux virus induisaient des troubles cognitifs
importants dans la population générale %26 et il a été proposé qu'ils soient également
impliqués dans I'étiologie de la maladie d’Alzheimer 427428 D’autres virus tels que les
entérovirus (exemple I'echovirus-30) peuvent provoquer des méningites ou des
encéphalites 42°. Enfin, le virus de la rougeole particulierement chez I'enfant, peut
entrainer une pathologie neuronale progressive telle que la panencéphalite
sclérosante subaigle, causée par des complications associées, qui peut entrainer des
troubles du comportement, un déclin cognitif et des convulsions 4.

Toutefois, I'accés au cerveau, organe immunologiquement et structurellement
« isolé » nécessite pour ces agents infectieux des interactions complexes avec les
barrieres physiques et des mécanismes intracellulaires régulant les échanges SNC-
périphérie. Cela peut se faire directement par des effets dii aux pathogénes ou
indirectement par des mécanismes associés a l'inflammation. Par conséquent, les
virus neurotropes ont été sélectionnés tout au long de I'évolution pour leur capacité a
accéder au SNC ou en fonction de leur cycle de réplication et de leurs effets cellulaires
431432 || existe différents mécanismes d’entrée du virus dans le SNC. L'accés au
cerveau peut se faire par le transport axonal et/ou par le passage direct ou indirect a

travers les barriéres cérébrales 431433,

a. Infection du systéme nerveux central via la barriere hémato-
encéphaligue

i.  Infection par transcytose

Apres une infection systémique, certains virus atteignent la BHE par voie
hématogene et peuvent traverser la barriere endothéliale afin d’atteindre le SNC sans
induire d’effet cytopathogene (ECP) remarquable et sans se répliquer dans les cellules
434 (figure 38a). De plus, certains virus peuvent atteindre le SNC en passant la barriére
endothéliale a travers les jonctions serrées perturbées en raison des niveaux élevés

de virémie et d’inflammation 43° (figure 38b).
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ii. Infection des cellules endothéliales

Dans certaines infections, les virus présents dans le systéme circulatoire
peuvent infecter les cellules endothéliales de la BHE et se répliquer au sein de celles-
ci (figure 38a). La réplication du virus dans les cellules endothéliales peut n’entrainer
aucun ECP significatif dans les cellules et permettre la libération des particules virales
dans le SNC a travers les membranes basolatérales 426437, Dans d’autres cas,
l'infection directe des cellules endothéliales peut entrainer une perturbation de
l'intégrité de la BHE ou la mort des cellules permettant ainsi I'invasion du virus au
niveau du SNC (figure 38b). Cette infection s’accompagne parfois d’'une migration
incontrélée des cellules immunitaires dans le cerveau. De plus, linflammation
systémique due a l'activation des cellules immunitaires lors de linfection peut étre
associée a la libération de médiateurs inflammatoires qui est généralement la cause
des troubles neurologiques. Certains virus comme le Human T-Lymphotropic Virus-1
(HTLV-1) peuvent perturber l'intégrité de la BHE en affectant les protéines des

jonctions serrées 4%,

iii.  Infection par le mécanisme de cheval de Troie

Certains virus peuvent accéder au SNC sans infecter les cellules endothéliales
de la BHE ou épithéliales de la barriere sang-LCR. En effet, plusieurs virus sont
capables d’infecter les cellules immunitaires circulantes dans le sang et peuvent
infilirer de cette facon le SNC (figure 38c). Ce mécanisme est appelé « cheval de
Troie », du fait que les virus cachés dans les cellules du systeme immunitaire sont
capables de traverser la BHE 439, La stratégie du cheval de Troie a été proposée pour
de nombreux virus dans diverses études d’infection in vitro et in vivo dans des modeles
murins par exemple 440-443 Plusieurs types de cellules immunitaires peuvent étre
infectés et traverser la BHE comme les neutrophiles, les monocytes, les lymphocytes,
les macrophages et les cellules dendritiques #40:444-447  Par exemple, le VIH peut
accéder au SNC par ce mécanisme apres infection de monocytes ou de macrophages
448 Dans des conditions physiologiques, l'infiltration des cellules immunitaires est
limitée au sein de la BHE. L'infiltration des lymphocytes dans le SNC se fait par un
processus de liaison a I'endothélium cérébral, de « roulement » le long de la paroi de
'endothélium, d’adhésion et de transmigration a travers la barriere endothéliale.

L’activation des cellules endothéliales cérébrales avec une expression accrue des
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récepteurs d’adhésion et une sécrétion accrue des chimiokines est également

impliquée dans I'attraction des cellules immunitaires infectées vers le cerveau 436449,
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Figure 38. Infection du systéme nerveux central a travers la barriére hémato-encéphalique.

(Source: Images Servier Medical Art)

b. Infection du systéme nerveux central via le plexus choroide

Plusieurs virus traversent la barriere sang-LCR pour pénétrer dans le SNC. Le
plexus choroide répond a cette infection par la production de chimiokines et de
cytokines ainsi que par des altérations de la fonction barriére du sang-LCR. Au cours
d’'une maladie infectieuse du SNC, les cellules immunitaires de I'h6te pénetrent dans
le SNC contribuant finalement aux dommages cellulaires causés par la maladie. Le
virus coxsackie B3, par exemple, passe la barriere sang-LCR en infectant directement
les cellules myéloides qui sont hautement susceptibles a I'infection 4%°. L’echovirus-30
peut quant a lui infecter directement les cellules épithéliales du plexus choroide et
répliquer au sein de celles-ci 4°'. Des études ont montré que le plexus choroide pouvait
étre infecté par le VIH chez 'Homme et ces résultats sont conformes a I'hypothése
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selon laquelle le plexus choroide serait un réservoir d’infection par le VIH dans le SNC
452,453

c. Infection du systéme nerveux central via le transport axonal

Certains virus peuvent également entrer directement au niveau des différentes
terminaisons nerveuses : les terminaisons nerveuses sensorielles, les jonctions
neuromusculaires (JNM) mais aussi les terminaisons des neurones au niveau des
épithéliums olfactifs (figure 39). Par exemple des virus peuvent pénétrer dans le SNP
en se liant a des récepteurs situés sur les extrémités axonales des neurones sensoriels
et autonomes qui transmettent respectivement des informations sensorielles et
viscérales (figure 39a). En effet, les récepteurs de nombreux agents pathogénes
semblent étre concentrés au niveau des synapses. Les synapses sont des régions a
forte dynamique membranaire en raison de ['exo-endocytose des vésicules
synaptiques qui se produit lors de la stimulation. La plupart des alpha-herpésvirus
utilisent cette voie pour pénétrer dans le SNP et pour établir une infection persistante
tout au long de la vie 4%4. Les particules virales d’alpha-herpésvirus pénétrent dans les
terminaisons nerveuses sensorielles suite a la reconnaissance d’un de leur récepteur
tel que les récepteurs nectine-1 ou nectine-2 par fusion membranaire. La fusion avec
la membrane plasmique est indépendante du pH et les particules virales d’alpha-
herpésvirus pénétrent "nus" dans le cytoplasme. Dans I'axoplasme, les protéines
tégumentaires (le tégument est une structure qui occupe l'espace entre la
nucléocapside et I'enveloppe et contient de nombreuses protéines codées par le virus,
appelées protéines tégumentaires) exposées peuvent recruter des protéines
adaptatrices et des moteurs qui seront transportés le long des microtubules vers le
corps de la cellule neuronale (le soma) par transport rétrograde 4%°. La propagation de
ces virus au SNC nécessite un transport axonal antérograde du soma vers la moelle
epiniére. Les moteurs moléculaires jouent un réle majeur dans le transport axonal en
déplacgant les cargaisons le long des voies cytosquelettiques de maniére dépendante
de 'ATP. Trois classes différentes de moteurs cellulaires sont connues : les dynéines
et les kinésines cytoplasmiques qui se déplacent sur les microtubules et les myosines
qui progressent le long des filaments d’actine %6457, La dynéine s’associe avec la
dynactine (qui intervient dans la liaison des cargos sur la dynéine) et plusieurs
protéines afin d’assurer le transport rétrograde (transport des synapses vers le corps
cellulaire) alors que les kinésines sont impliquées dans le transport antérograde
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(transport du soma vers des terminaisons nerveuses). Les protéines associées au
cytosquelette sont des acteurs clés dans la régulation du transport motorisé. D’autres
virus, comme le virus de la rage (RABV), entrent dans le SNC par l'intermédiaire de
JNM (figure 39b). Les JNM sont des synapses spécialisées entre les muscles et les
motoneurones qui facilitent et contrélent le mouvement des muscles. La plupart des
motoneurones ont leur corps cellulaire dans la moelle épiniére. Le RABV entre dans
les axones des motoneurones au niveau des JNM directement apres une morsure d’'un
animal infecté 4%8. Son entrée aux JNM est due a la présence de récepteurs RABV tels
que les molécules d’adhésion des cellules neurales (NCAM) et les récepteurs
nicotiniques de I'acétylcholine 4%8. La fusion avec la membrane plasmique pour le
RABV est dépendante du pH (pH <6,4) et permet la libération du virus dans le
cytoplasme. La propagation transneuronale se produit exclusivement entre les
neurones synaptiques connectés et I'infection se déplace de facon unidirectionnelle
des neurones post-synaptiques (JNM) aux neurones pré-synaptiques (SNC). Le virus
infecte la cellule pré-synaptique par bourgeonnement de la membrane de la cellule
avec en particulier la glycoprotéine RABV-G en surface qui facilite I'entrée dans la
nouvelle cellule hote 459460, e virion se lie au récepteur p75NTR (p75 Nerve Growth
Factor receptor) et est ainsi internalisé dans un endosome puis transporté le long de
I'axone jusqu’au corps cellulaire, lieu de sa réplication 460, Enfin, il est aussi possible
que les virus tels que le CHIKV, infectent les neurones et I'épithélium olfactif afin
d’envahir le SNC 46! (figure 39c). Le nerf olfactif qui appartient au SNP innerve
I'épithélium olfactif et se termine par le bulbe olfactif dans le SNC. Cependant,
I'épithélium olfactif est bien protégé de la plupart des infections par le mucus et par la
présence de plusieurs PRR (comme les TLR, les RLR et les NLR) 462, Les coronavirus
humains (HCoVs) peuvent entrer dans le SNC par le bulbe olfactif. En effet, 'ablation
de cette partie du cerveau limite ses capacités neurotropes chez la souris. La capacité
des HCoVs a atteindre le SNC apres l'infection nasale a été décrite chez la souris, en
particulier pour le HCoV-OC43 463, De plus, ces études ont été confortées avec la
détection du HCoV-OC43 dans des échantillons nasopharyngés d’un enfant 464,
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Figure 39. Infection du systéme nerveux central par transport axonal.

Certains virus peuvent également atteindre le SNC en passant par a) les terminaisons nerveuses
sensorielles et autonomes, b) par le biais des jonctions neuromusculaires ou c) par les
terminaisons des neurones au niveau des épithéliums olfactifs. Les microtubules représentés en
a) sont des polyméres de a-tubuline et de B-tubuline qui participent au transport intracellulaire.

Abréviations: JNM, jonction neuromusculaire ; SNC, sytéme nerveux central ; SNP, systeme nerveux périphérique. (Adapté de:

Virus Infections in the Nervous System, Images Biorender et Servier Medical Art)
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V. Infection du systeme nerveux central
par les flavivirus

La plupart des infections flavivirales chez ’'Homme sont asymptomatiques mais
parfois les infections peuvent induire des maladies graves, notamment neuroinvasives
465 c'est le cas par exemple avec le WNV 466-469 gqvec le DENV 470474 avec I'YFV
475476 avec le JEV 465477480 oy encore avec le TBEV 481483 | es infections arbovirales
étant le plus souvent considérées comme aigues, les symptémes neurologiques, a
I'exception des troubles du développement neurologique ont été largement observés
sur une courte période. Les infections du SNC peuvent provoquer des maladies telles
que la méningite, 'encéphalite, la méningo-encéphalite, la myélite et la paralysie aiglie
484 Les épidémies du ZIKV et les syndromes congénitaux associés suggeérent
cependant que les infections arbovirales peuvent avoir des effets durables sur le
systéme nerveux. Pour étudier au laboratoire I'accés au SNC par les virus I'utilisation
de petits modeles animaux est une alternative pour contourner les complications
techniques des études humaines et pour refléter au mieux la complexité du SNC
contrairement aux modeles cellulaires simples. A I'exception des quelques études
portant sur des échantillons humains ou sur des primates non humains, la plupart des
résultats in vivo ont été obtenus avec des modeles expérimentaux limités. En effet, les
souris sauvages adultes sont résistantes aux infections d’'un grand nombre de
flavivirus. Pour remédier a ce probleme, les souris déficientes au récepteur a
I'interféron de type | (ifnar’) peuvent étre un modéle pertinent puisque la réponse de
'IFN dans les cellules humaines est normalement contrée par ces virus, notamment
via la dégradation de STAT2. Dans cette lignée murine (A129, IFNAR KO) rétrocroisée
sur un fond génétique C57BL/6, I'expression du récepteur a I'lFN de type | est abolie
485 | e récepteur IFN de type | joue un réle important dans I'immunité antivirale innée
et son absence diminue fortement sa réponse. Ce type de souris a déja largement été
utilisé pour étudier le réle de la réponse IFN dans les maladies virales %6, D’autres
lignées de souris transgéniques existent pour étudier les infections virales comme les
souris AG129 qui ont une perte des récepteurs IFN de type | et Il ou des souris qui ont
une déficience des récepteurs IFN de type | et lll. Certaines équipes utilisent aussi des
souriceaux, ageés d’environ une semaine, sensibles a l'infection virale puisqu’ils n’ont

pas encore développé une réponse fonctionnelle a I'IFN 264,
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1. Virus du Nil Occidental (WNV)

La voie d’entrée préeférentielle du WNV dans le SNC n’est pas clairement
définie. Chez la souris, des travaux montrent que le WNV peut accéder au SNC par la
circulation sanguine, en infectant les terminaisons nerveuses sensorielles mais aussi
les neurones olfactifs, ou en traversant la BHE mais pas en utilisant le transport via les
JNM 47 Cependant, le réle de la perturbation de la BHE pour la neuroinvasion du
WNYV est controversé.

En effet, des études in vitro mettent en évidence d’une part que les particules
de type viral (VLP) du WNV sont capables de traverser les human umbilical vein
endothelial cells (HUVEC) de la face apicale a la face basolatérale “%8 et d’autre part
que le WNV peut également infecter directement les human brain microvascular
endothelial cells (HBMEC) 8. De plus, d’autres études concluent que le WNV est
capable de traverser la BHE sans en altérer 'intégrité mais entrainant une expression
accrue des CAM telles que VCAM-1, ICAM-1 et E-selectine 3¢, En paralléle, des
protéines virales ont été détectées dans les lymphocytes T des cerveaux de souris
infectées par le WNV 443, Pris ensemble, ces résultats suggeérent que l'infection des
cellules endothéliales pourrait faciliter la migration des leucocytes au parenchyme et
que linfiltration des cellules T pourrait étre une source de virus entrant dans le SNC a
la suite d’une infection systémique 443. Le WNV peut également pénétrer dans le SNC
en infectant les monocytes, les cellules dendritiques ou les macrophages 440490,

Ensuite des études in vivo et in vitro montrent que l'infection par le WNV induit
la dégradation des protéines des jonctions serrées et adhérentes #°', ce qui entraine
la perturbation de la BHE (en particulier en présence de cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a, I'lL6 et des MMP) 492-4%4 ainsi que l'infiltration des leucocytes dans
le cerveau %*. Des études complémentaires affirment que le WNV peut également
infecter les astrocytes et les cellules neuronales 489493495 et que I'activation des
astrocytes semble participer a la rupture de la BHE observée lors de l'infection.
Néanmoins, il est important de noter que malgré une virémie élevée aucune
perméabilité détectable de la BHE n’a été observée aux premiers stades de l'infection
chez la souris. Une rupture nette de la BHE n’est détectée qu’a des moments tardifs
lorsque le titre viral du cerveau est déja élevé 4%.

Enfin, des études ont signalé que la transduction du signal par les récepteurs
IFN de type | et/ou Il est importante pour le maintien de l'intégrité de la BHE et pour
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le contréle de la neuroinvasion du WNV 497:4%_De plus, les souris déficientes en TLR3
sont protégées contre la dégradation de la BHE, linvasion virale, linfiltration des
leucocytes et la 1étalité ce qui indique que I'inflammation systémique est déterminante

pour la dissémination du virus 493499,

2. Virus de la Denque (DENV)

Jusqu’a présent, la voie d’entrée la plus probable du DENV dans le SNC est la
voie hématogene °%°. La BHE joue donc un role important en favorisant la
neuroinvasion et le neurotropisme du virus.

Le DENV est capable d’infecter in vitro, les HUVEC °°! et les HBMEC 5%, Cette
infection entraine la libération élevée de particules virales infectieuses, une expression
augmentée de I'ICAM-1, une sécrétion élevée de cytokines et de chimiokines
inflammatoires ainsi que la mort cellulaire %%2, La découverte de la mort cellulaire
correle avec les observations faites par Limonta et al ou des cellules endothéliales
apoptotiques ont été détectées dans le cerveau de patients cubains morts suite a
I'infection du DENV 03, Le DENV peut également infecter des cellules endothéliales
cérébrales primaires de souris (MBEC) cultivées soit seules soit avec des astrocytes
primaires. L’infection des MBEC modifie la structure et la fonction de la BHE en
modifiant la perméabilité de I'endothélium et la localisation des protéines de jonctions
serrées telles que ZO-1 et claudine 1 et permet le passage paracellulaire des VLP 504,
L’infection des MBEC a également induit I'expression de VCAM-1, ICAM-1, PECAM-1
ainsi que d’E-selectine. L’activation des cellules endothéliales due a linfection a été
également signalée sur la base de la sécrétion de VCAM-1 et de ICAM- 1 solubles 505,
Il a également été démontré in vitro que la lignée cellulaire de microglie murine (BV2)
506 et les neurones BALB/c ou humains %7 sont sensibles a l'infection par le DENV.
L’infection des microglies entraine une expression accrue de cytokines pro-
inflammatoires ainsi que des MMP %%, Par ailleurs, des modeéles animaux d’infection
par le DENV ont montré une infection neuronale et des Iésions des tissus nerveux 5%,
En effet, le DENV injecté par voie intraveineuse chez des souris BALB/c agées de 2
mois atteint le SNC et induit une altération des cellules neurogliales, la mort cellulaire,
une désorganisation de la matiére blanche et une infiltration de leucocytes entrainant
une perturbation de la BHE 5. De plus, chez les souriceaux les antigénes du DENV
ont été détectés dans les cellules endothéliales et dans les microglies. Le phénotype
activé des cellules infectées, I'astrocytose et linfiltration de leucocytes proches des
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foyers hémorragiques ont également été mis en évidence . Ces résultats suggérent
que linteraction virus-BHE pourrait étre pertinente pour la neuropathogénése du
DENV.

Une avancée majeure dans I'étude de la neuropathogénese du DENV est venue
des conclusions selon lesquelles les souris déficientes en récepteurs IFN de type |
et/ou Il sont sensibles a l'infection et développent une virémie élevée, une paralysie
et la mort 510, La signalisation de I'lFN y est essentielle pour protéger le SNC contre
I'invasion virale grace a une réponse a médiation cellulaire T CD8* 5''. Enfin, la
dissémination du DENV a également été obtenue dans un modeéle d’infection chez les
primates non humains avec une facilitation de I'infection par les anticorps (Antibody-
dependant enhancement, ADE) ®12. Des Ouistitis (Callithrix penicillata) ont été infectés
par le sérotype 3 du DENV par voie sous-cutanée, puis traités avec des anticorps anti-
sérotype 2 du DENV pour imiter ’ADE. Aprés plusieurs inoculations, 'antigéne du virus
et 'activation des microglies (changements de morphologie) ont été détectés dans le

cerveau ainsi que des signes d'inflammation (immunomarquage intense de TNF-a) %2,

3. Virus de la Fievre jaune (YFV)

Les mécanismes exacts par lequel I'YFV accede au cerveau et si I'YFV est
capable de perturber la BHE restent incertains. En effet, les souris adultes sont
résistantes a l'inoculation systémique du YFV et des lésions cérébrales n'ont été
deétectées que lors de linoculation de doses élevées de virus. C’est pourquoi, les
études neurologiques ont principalement été réalisées par inoculation intracérébrale
de souches neuro-adaptées en laboratoire 5'3. Sur la base de ces modeéles, il a été
suggéré que I'YFV accede au SNC par voie hématogéne °'4. Des études sur des souris
déficientes en récepteur IFN de type | et/ou de type Il ont été réalisées 55516, Ces
études démontrent que les souris ifnar’- présentent une virémie accrue et une charge
virale élevée dans les organes systémiques ainsi que dans le cerveau comparées aux
souris contrbles %'5. Les souris déficientes en IFNAR et IFNLR (ifnar/ ifnlr") quant a
elles, succombent a l'infection 5'6. Ces souris ont présenté une infection systémique
accrue et une augmentation progressive de la charge virale dans le cerveau, associée
a des signes de perturbation de la BHE. Dans les deux modéles de souris, la
perméabilité de la BHE n’était visible qu’a 5 jours post infection (dpi) alors que le virus
était déja détecté a 3 dpi ; il est donc difficile de déterminer si la perturbation de la BHE

était nécessaire a I'invasion du virus. Enfin, il est important de noter que la signalisation

- 100 -



d’IFN de type Il est tres importante pour préserver l'intégrité de la BHE et contrdler

l'invasion virale dans le cerveau 516,

4. Virus de ’Encéphalite japonaise (JEV)

La neuroinfection du JEV est caractérisée par une perturbation de la BHE et
une inflammation étendue dans le cerveau 479480, Cependant, la voie d’entrée du JEV
dans le SNC et les mécanismes associés a la réponse inflammatoire ne sont pas
complétement élucidés.

Des études in vitro mettent en évidence que le JEV peut infecter directement
les HBMEC sans affecter leur viabilité mais entraine une augmentation de la
perméabilité de la monocouche endothéliale en diminuant I'expression et en altérant
la localisation des protéines des jonctions serrées et adhérentes 575, ’infection d’un
modele de BHE humaine contenant des HBMEC et des astrocytes démontre que les
deux types cellulaires peuvent étre infectés par le JEV et que l'interaction de ces deux
types cellulaires est nécessaire pour induire la perturbation de la BHE causée par une
sécrétion accrue de cytokines inflammatoires °'°. En effet, le JEV est capable d’infecter
un grand nombre de cellules présentes dans le cerveau comme les astrocytes, les
péricytes et les microglies 52°. L'infection in vitro de ces cellules par le JEV induit la
libération de médiateurs solubles tels que MMP, IL6, VEGF, IL-18 et TNF-a qui
participent a la dégradation des protéines de jonctions serrées ainsi qu'a la
perturbation de la perméabilité de la BHE 520521, Les astrocytes infectés par le JEV
menent aussi a une augmentation de la production de CXCL10 qui module la migration
des cellules immunitaires dans le SNC 522,

Des études in vivo chez les primates et chez les souris mettent en évidence que
l'infection par le JEV entraine la perturbation de la BHE, linfiltration des leucocytes et
une activation des astrocytes et de la microglie 480523524 Ces études montrent que
l'infection directe des cellules endothéliales n’est pas responsable a elle seule de la
dégradation de la BHE. C’est la réponse inflammatoire associée, déclenchée aprés la
dissémination du virus dans le SNC qui favoriserait la perméabilité de la BHE et les
syndromes neurologiques qui en découlent. En effet, les souris infectées par le JEV
ont présenté un ARN viral dans le cerveau a partir de 2 dpi alors qu’une perturbation
significative de la BHE n’a été observée qu’a partir de 4 dpi 524,
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5. Virus de I’Encéphalite a tiques (TBEV)

La pathogénése du TBEV chez 'Homme n’est pas completement déterminée,
mais des modeéles d’infection in vivo et in vitro ont permis de dévoiler certains aspects
de l'infection. Tout d’abord, une fois que le TBEV a atteint le SNC, les neurones sont
considérés comme la principale cible de la réplication du virus. In vitro, le TBEV se
réplique, se déssimine et induit un ECP dans les neurones humains primaires et dans
les lignées cellulaires neuronales humaines %2552, |es astrocytes sont également
sensibles a la réplication du TBEV. En effet, I'infection du TBEV dans les astrocytes
primaires humains et de rats induisent une libération de particules virales productives
et persistantes sans aucune cytotoxicité pendant au moins 14 jours %27, Cette infection
entraine I'activation des astrocytes, 'augmentation de I'expression des cytokines et de
chimiokines inflammatoires et une production accrue de MMP %28, Cependant,
l'infection du TBEV induit I'expression de I'lFN de type | dans les astrocytes ce qui peut
limiter la dissémination du virus %2°. Néanmoins, les voies par lesquelles le TBEV
atteint les astrocytes et les neurones n'ont pas été déterminées. Il a été démontré
récemment que le TBEV se réplique dans les HBMEC et transmigre a travers la BHE
in vitro sans affecter I'expression ou la localisation des protéines de jonctions serrées
ni 'expression des CAM 5%, [’analyse cinétique de la dissémination du virus et de
l'intégrité de la BHE in vivo dans des modeles murins indiquent que les particules
virales infectieuses sont détectées dans le cerveau des souris infectées 7 jours post
infection et que la perturbation de la BHE est détectée 10 jours post infection. A 10
dpi, les symptdmes cliniques étaient les plus évidents et les souris ont commenceé a
mourir %3'. Prises ensemble, ces données indiquent que linfection des cellules
endothéliales par le TBEV n’a pas deffet sur I'intégrité de la BHE. L’impact sur
l'intégrité de la BHE est peut-étre plutét une conséquence de l'infection cérébrale (par
médiation cytokinique) %3'. En effet, de fortes doses de TNF-a peuvent perturber la
BHE et des niveaux élevés de TNF-a ont été observés chez des patients atteint
d’encéphalite a tiques durant la premiére semaine d’hospitalisation 52, Enfin, le TBEV

peut également atteindre le SNC aprés une infection intranasale 533,

6. Virus Zika (ZIKV)

Des particules virales et de 'ARN viral ont été détectés dans le cerveau de
souris inoculées par différentes voies %3455, dans des organoides cérébraux infectés

in vitro 53¢ et dans le LCR de singes rhésus infectés %%7. Cependant, les mécanismes
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associés a l'invasion cérébrale ne sont pas encore clairs. Des études in vitro indiquent
que les cellules endothéliales de la BHE sont permissives a la réplication de différentes
souches du ZIKV et que le virus peut traverser la barriere endothéliale sans perturber
la perméabilité et en gardant intact les jonctions serrées et adhérentes 437-538-540 | gg
souches africaines et asiatiques du ZIKV sont capables d’infecter directement les
HBMEC cultivées dans un transwell, de s’y répliquer et de libérer des particules virales
du coté basolatéral. Les particules virales libérées peuvent infecter d’autres cellules
cultivées a part du filtre. De plus, le ZIKV infecte et traverse les cellules endothéliales
cérébrales (i-BMEC) dérivées de cellules souches pluripotentes sans compromettre
I'intégrité de la BHE %49, Des résultats récents viennent compléter ces données, en
effet in vitro, les HBMEC infectées avec 3 souches du ZIKV présentent une modulation
de leurs protéines de jonctions serrées. Le niveau d’expression de ZO-1 a été
significativement régulé a la hausse par I'une des souches tandis que les niveaux
d'occludine et de claudine 5 ont été significativement régulés a la baisse dans les
HBMEC infectées par les trois souches virales étudiées sans perturber la perméabilité
des HBMEC >#'. Pris ensemble, ces résultats suggérent que le ZIKV peut traverser la
BHE par la voie de réplication dépendant de I'endocytose et de I'exocytose, par
transcytose ou par le mécanisme de cheval de Troie. En effet, lors d’une infection par
le ZIKV, il y a une sécrétion de facteurs inflammatoires qui peut contribuer au
recrutement de leucocytes. D’autant plus, que dans un modéele de co-culture (HBMEC
(sur le transwell) et astrocytes (dans le puit)), des monocytes infectés par le ZIKV ont
eté ajoutés du cété apical (cellules endothéliales) et les auteurs ont observé que les
astrocytes situés du co6té basolatéral étaient infectés ce qui suggerent que les
monocytes infectés ont traversé la BHE et libéré du virus infectieux %%8. Plus
récemment il a été démontré que les monocytes infectés avec le ZIKV (isolés du sang
de patients infectés de Colombie et du Panama) présentent une expression plus
elevée de CAM et une plus grande capacité a se fixer sur la paroi des vaisseaux et a
migrer a travers les endothéliums. Ce phénotype est associé a une meilleure
dissémination virale vers les cellules du SNC %42, D’ailleurs, les cellules du SNC telles
que les cellules progénitrices neurales humaines (NSG), les astrocytes, les neurones,
les cellules microgliales et les cellules de la créte neurale sont sensibles a l'infection
du ZIKV. L’infection par le ZIKV dans les cellules de la créte neurale, dans une lignée
cellulaire neuronale et dans les cellules microgliales entraine la production de

cytokines pro-inflammatoires qui vont engendrer respectivement des problémes pour
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la neurogénese et pour la neuropathogénése virale dans le SNC en développement
ou mature 543545 Afin de déterminer le tropisme des lignées du ZIKV une étude a
comparé une souche asiatique (H/PF/2013) a une souche africaine (ArB41644). Les
auteurs ont montré que les deux lignées ciblaient efficacement les NSG et les
astrocytes et que la neurovirulence et les neuropathologies sont susceptibles d’étre
associées a la souche africaine car elle infecte et se réplique plus efficacement que la
souche asiatique 54. L’infection de deux lignées africaines ZIKV MR766 et ZIKVAF-
976 ainsi que deux lignées asiatiques ZIKVAS-FP13 et ZIKVAS-Sur16 dans les NSG
confortent ces résultats, comme précédemment, les souches africaines infectent, se
répliquent et provoquent plus de mort cellulaire que les lignées asiatiques . De plus,
dans les cellules endothéliales de la BHE, la souche asiatique n’induit pas d’ECP ni
de mort cellulaire alors que la lignée africaine est associée a un ECP 4%,

In vivo chez les souris ifnar’, la présence d’ARN viral est détecté 2 jours aprés
une infection systémique avec aucune sévére perturbation de I'intégrité de la BHE 437,
A des temps plus tardifs (5 dpi) quelques perturbations de la BHE sont observées.
L’'immunomarquage de la protéine de I'enveloppe du ZIKV révele leur présence au
niveau des vaisseaux sanguins et dans les cellules du plexus choroide des zones
subventriculaires. Etant donné que le recrutement des leucocytes dans le cerveau
semble étre déterminant pour la lésion neuronale et la Iétalité induite par le ZIKV %48,
nous pouvons supposer que la perturbation ultérieure de la BHE a peut-étre été
déclenchée par la réponse inflammatoire qui a suivi la réplication du virus. L’infection
par la souche africaine (ZIKVMR766) mais pas par la souche asiatique (ZIKVPE243)
entraine la mort des souris %#°. Les preuves de la dégradation de la BHE, notamment
les fuites d’lgG endogéenes dans le cerveau et les Iésions microhémorragiques ont été
détectées qu’en cas d’infection par la souche africaine. In vivo, 3 souches du ZIKV ont
été injectées par voie intraveineuse a des souris sauvages de type C57BL/6J. Suivant
la souche utilisée, a 2 dpi les souris présentent ou non une perturbation de l'intégrité
de la BHE avec dans certains cas une diminution de I'expression des protéines des
jonctions serrées ou adhérentes telles que la claudine 5. Leurs résultats suggérent que
le ZIKV pénetre dans le parenchyme cérébral tét aprés l'infection avec des altérations
simultanées de I'expression des protéines des jonctions serrées et une perturbation
de la perméabilité de la BHE de maniére dépendante de la souche 54'. En paralléle, il
a également été mis en évidence que chez la souris le ZIKV traverse la barriére sang-
LCR en perturbant la couche épithéliale du plexus choroide afin d’atteindre le SNC 5°.
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De plus, l'infection par le ZIKV pendant la période embryonnaire a aussi un impact sur
la fonction vasculaire, en particulier la BHE ®%'. L’inoculation de souris au jour
embryonnaire 14,5 perturbe le développement neurovasculaire de la souris entrainant
une microcéphalie postnatale et des Iésions cérébrales. L'analyse des cerveaux a la
période postnatale indique une augmentation significative de la densité et du diameétre
des vaisseaux dans le cortex cérébral avec des signes de fuite de la BHE. De plus, le
cerveau présentait une activation microgliale importante, une astrogliose et des
niveaux élevés d’IL-1B et de TNF-a %%'. Une réponse immunitaire excessive peut
€galement nuire au développement neurovasculaire entrainant une augmentation de
la perméabilité de la BHE et des lésions cérébrales. Enfin, un modéle de primate non
humain, le macaque rhésus d’origine indienne a été utilisé afin de mieux comprendre
les caractéristiques de la neuropathie induite par le ZIKV chez I'adulte. lls ont observé
que le virus provoque une neuroinflammation aigtie et chronique prévalente ainsi
qu’'une perturbation de la BHE chez les animaux adultes. L’infection entraine une
augmentation significative, ciblée et durable de la chimiokine CXCL12 dans SNC.
CXCL12 joue un rOle aussi bien dans la régulation du trafic des lymphocytes a travers
la BHE vers le SNC que dans la réparation du tissu nerveux endommagé 5%2.

7. Virus Usutu (USUV)

L’ARN d’USUV a été détecté par RT-PCR dans le LCR de patients souffrant de
meéningo-encéphalite, suggérant que le virus peut établir une infection dans le cerveau
272 A I'heure actuelle, il y a peu d'études in vivo et in vitro s'intéressant a la
pathogénese d’'USUV.

In vitro, il a été mis en évidence que 'USUV peut infecter des astrocytes
primaires en culture. De plus, des études plus complétes ont confirmé ces résultats et
ont en plus mis en évidence que 'USUV peut établir une infection productive et induire
'apoptose dans un large éventail de cellules du SNC comme dans les neurones, les
astrocytes, les cellules microgliales et les cellules souches neurales %%2. Il a également
eté montré qu’'USUV peut infecter et se répliquer dans les cellules souches neurales
pluripotentes induites qui représentent les cellules progénitrices neurales dans le
cerveau du foetus en développement et dans le cerveau adulte %%4. Ces résultats
suggerent qu’USUV peut potentiellement causer des atteintes neurologiques.

In vivo, linfection par 'USUV de souris allaitantes adgées d’'une semaine a

entrainé des paraplégies et des paralysies. Ces infections sont associées avec
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I'apoptose et la démyélination des cellules gliales et neuronales 25, Une étude a mis
en évidence que les souris swiss adultes n’étaient pas sensibles au USUV, par contre
l'infection par 'USUV induit une forte mortalité dans les souris allaitantes ou dans les
souris AG129 264265555 Pgr ailleurs, une étude récente de 2020 utilisant des souris
sauvages 129/Sv agées de 5 semaines met en évidence que ces souris ont une
sensibilité variable a I'infection d’'USUV selon la voie d’injection 268, En effet, les auteurs
ont utilisé différents modes d’infections : une infection cutanée par injection
intradermique (i.d.) qui imite probablement mieux I'infection naturelle chez 'lHomme
par des agents pathogenes transmis par les moustiques, I'inoculation intranasale (i.n.)
pour évaluer le potentiel de transmission par aérosol de nombreux arbovirus ou encore
l'inoculation périphérique (par exemple, sous-cutanée ou i.p.) qui reflete a la fois la
neurovirulence et la neuroinvasivité du virus. Les souris ont été infectées avec deux
lignées : la lignée Europe 3 et la lignée Africa 3. lls ont montré que presque toutes les
souris ont survécu aux infections d’'USUV mais ont développé une infection
neuroinvasive et une réponse anticorps détectable. L’injection i.d. de la souche USUV
Europe 3 a provoqué une grave maladie neurologique chez une seule souris
(désorientation, ceil gauche a moitié fermé, paralysie du corps postérieur). Chez cette
souris aucune lésion importante cérébrale n’est apparue mais son cerveau présentait
une mort neuronale étendue et de forts signaux de I'antigéne USUV. Dans la moelle
épiniére des résultats similaires sont apparus mais avec moins de mort neuronale. Par
ailleurs, la voie i.n. s’est avérée la plus efficace en terme d’induction de la réponse
anticorps et de persistance virale dans le cerveau des souris infectées par les deux
souches d’USUV, mais elle n’a pas permis de déclencher une maladie clinique dans
ces conditions 268, Ces résultats ne mettent pas en évidence comment 'USUV atteint
le cerveau mais suggére de continuer ces recherches afin d’approfondir les
connaissances sur la transmission directe de 'USUV et sur le processus spatio-
temporel de la neuroinvasion et de la neurovirulence des souches d’'USUV suivant les

différentes voies d’acces.
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Objectifs et hypotheses de travail de la thése

Les virus Zika (ZIKV) et Usutu (USUV) sont deux flavivirus émergents
originaires d’Afrique qui circulent désormais en France, majoritairement dans les
territoires d’outre-mer pour le ZIKV et en métropole pour 'USUV. L’infection de ces
virus chez 'Homme, peut mener a plusieurs symptdmes neurologiques dont
'encéphalite et la méningo-encéphalite ce qui suggére que ces virus peuvent atteindre
le systéme nerveux central (SNC) mature. Plusieurs études réalisées in vivo et in vitro
chez les souris et dans des lignées humaines cellulaires cérébrales transformées ou
immortalisées mettent en évidence que ces deux virus infectent un large panel de
cellules (comme les astrocytes, les neurones et les microglies) et alterent
’homéostasie cellulaire. Une des questions clé, reste cependant de caractériser les

mécanismes régissant I'acces au SNC.

Depuis 2017, pour le ZIKV, quelgues études ont utilisé des cellules
endothéliales humaines primaires (BEC) en monoculture ou des modéles de barriere
hémato-encéphalique (BHE) dérivés de cellules souches pluripotentes induites afin
d’étudier I'accés au SNC de ce virus. Néanmoins, l'utilisation de ces modeles
cellulaires est limitée car ils ne récapitulent pas les caractéristiques propres de la BHE
trouvées in vivo. En effet, les lignées cellulaires immortalisées sont évidemment loin
de récapituler les phénotypes physiologiques de la BHE, en particulier parce qu’elles
ne présentent pas une faible perméabilité aux petites molécules. Les BEC primaires
humaines peuvent également perdre leurs caractéristiques a la suite de passages et
la résistance électrique trans-endothéliale de ces modeles est généralement faible. De
plus, peu d’études in vivo ont été effectuées. De ce fait, le premier objectif de ma
thése était de déterminer si I'infection par le ZIKV pouvait moduler ’lhoméostasie de la
BHE et d’indiquer si les cellules qui la composent peuvent étre, elles aussi, permissives
au virus et potentiellement jouer un role dans la perturbation de 'lhoméostasie de la
BHE. Pour étudier cela, nous nous sommes intéressés a deux lignées du ZIKV (une
lignée africaine et une lignée asiatique) en utilisant un modeéle plus complexe de BHE
in vitro en co-culture avec des péricytes ou en tri-culture avec des péricytes et des
astrocytes ainsi qu’un modele murin. Sachant que dans la littérature il a été décrit que

l'infection du ZIKV n’a potentiellement pas d’effets délétéres majeurs sur I'endothélium
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cérébral, nous avons émis I'hypothése que cette infection peut néanmoins induire des

changements dans la fonctionnalité de la BHE et perturber 'lhoméostasie du SNC.

Pour 'USUV, encore tres peu de choses sont connues. La récente propagation
de ce virus a un grand nombre de pays européens et chez 'lHomme mérite une
caractérisation du tropisme et de la virulence de ses différentes lignées circulantes.
Ainsi, le second objectif de ma thése était de caractériser la neuropathogénése
d’USUV, dans des modéles murins (souris ifnar’-adulte et chez des souris swiss agées
d’'une semaine) dans le but de déterminer le tropisme cellulaire et tissulaire du virus
au sein des différents organes ainsi que de caractériser la réponse immunitaire,
inflammatoire et antivirale dans les organes du SNC. Enfin, le troisieme obijectif de
mon doctorat était de comparer in vivo et in vitro (dans différents modéles cellulaires
de l'unité neurovasculaire), la virulence des six principales lignées circulantes en
Europe d’'USUV afin de déterminer leur potentiel neurotropique. Nous avons émis
I'hypothése que le tropisme cellulaire ainsi que la réponse immunitaire, inflammatoire

et antivirale d’'USUV pouvaient varier selon les lignées étudiées.

Globalement, ces projets ont permis de mieux caractériser le tropisme

(notamment neuronal) de souches virales émergentes peu voire pas caractérisées.
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1. Article |

Zika virus infection promotes local inflammation, cell adhesion
molecule upregulation, and leukocyte recruitment at the blood brain
barrier

a. But de I’étude

L’infection du ZIKV chez l'adulte peut étre associée dans certains cas a des
troubles du SNC comme I'encéphalite et 'encéphalomyélite. La caractérisation des
mécanismes moléculaires et cellulaires régissant I'acces du ZIKV au SNC est donc
particulierement importante. Le but de cette étude était d’analyser I'impact de
l'infection du ZIKV sur ’homéostasie de la BHE. Pour cette raison, nous nous sommes
intéressés aux cellules endothéliales cérébrales, ainsi qu’aux péricytes et aux
astrocytes, cellules participant a la formation et au maintien de la BHE. Nous avons
pour cela utilisé des approches in vitro et in vivo ainsi que du plasma de patients
infectés par le ZIKV. Nous nous sommes notamment appuyés sur un modele de BHE
humaine obtenu a partir de cellules souches hématopoiétiques dérivées du sang de
cordon ombilical 56 (figure 40). Les cellules endothéliales co-cultivées avec les
péricytes ou cultivées avec les péricytes et les astrocytes ont des propriétés de BHE
au niveau des genes, des protéines et de la perméabilité et sont désormais appelées
cellules endothéliales semblables au cerveau (human brain-like endothelial cell,
hBLEC).

Nous avons observé que le ZIKV peut efficacement se répliquer dans les
hBLEC et étre libéré du c6té apical (correspondant au cété sanguin) mais aussi du
c6té basolatéral (correspondant au cété cérébral) dans le modele in vitro de BHE.
Nous avons montré que les péricytes et les astrocytes peuvent, eux aussi, étre infectés
par le ZIKV et peuvent participer a libération des médiateurs inflammatoires. De plus,
apres l'infection du ZIKV, nous avons détecté une modulation de I'intégrité de la BHE,
accompagnée de la libération de molécules inflammatoires et d’'une up-régulation des
molécules d’adhérence cellulaire (CAM). L’augmentation de I'expression des CAM
favorise le recrutement des leucocytes dans le modele in vitro de BHE infecté. Enfin,
nous avons montré que les cerveaux de souris infectés par le ZIKV présentaient

également une infection des cellules endothéliales cérébrales et une up-régulation des
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CAM. Les formes solubles de ces molécules ont, quant a elles, été trouvées

augmentées dans le plasma des patients infectés par le ZIKV.
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Figure 40. Modéle de barriere hémato-encéphalique développé a partir de cellules souches
hématopoiétiques issues de sang de cordon ombilical humain.

Avec le consentement des parents, des donneurs et en accord avec la lIégislation francaise,
le sang de cordon ombilical est prélevé et centrifugé. Le « buffy coat » composé des cellules
mononuclées est prélevé puis de nouveau centrifugé en gradient de Ficoll. Afin d’isoler les
cellules souches hématopoiétiques par la technique de billes magnétiques, le marqueur
membranaire CD34* est utilisé. Ces cellules expriment également les marqueurs CD45* et
CD31* spécifiques respectivement des cellules hématopoiétiques et endothéliales. Les
cellules CD34* purifiées sont ensuite cultivées une quinzaine de jours (ECM avec SVF 20%
et VEGF 50ng/ml). A la fin de cette étape, le phénotype de cellules endothéliales est acquis
et validé par I’expression du facteur von willebrandt (VWF) et du récepteur 2 du VEGF, le
KDR (kinase insert domain receptor). Les cellules sont ensuite ensemencées en co-culture
avec des péricytes cérébraux. Apres 6 jours de co-culture les cellules endothéliales ont
acquis les propriétés des cellules endothéliales cérébrales. Pour le modéle de tri-culture, les
astrocytes sont mis en contact avec les cellules endothéliales et les péricytes aprées les 6

jours de co-culture.
Abréviations: ECM, Endothelial Cell Medium ; KDR, kinase insert domain receptor ; VWF, facteur von willebrandt. (Adapté
de: Modélisation in vitro de la barriere hématoencéphalique, Images Biorender)
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ABSTRACT The blood-brain barrier (BBB) largely prevents toxins and pathogens
from accessing the brain. Some viruses have the ability to cross this barrier and rep-
licate in the central nervous system (CNS). Zika virus (ZIKV) was responsible in 2015
to 2016 for a major epidemic in South America and was associated in some cases
with neurological impairments. Here, we characterized some of the mechanisms be-
hind its neuroinvasion using an innovative in vitro human BBB model. ZIKV effi-
ciently replicated, was released on the BBB parenchyma side, and triggered subtle
modulation of BBB integrity as well as an upregulation of inflammatory and cell ad-
hesion molecules (CAMs), which in turn favored leukocyte recruitment. Finally, we
showed that ZIKV-infected mouse models displayed similar CAM upregulation and
that soluble CAMs were increased in plasma samples from ZIKV-infected patients.
Our observations suggest a complex interplay between ZIKV and the BBB, which
may trigger local inflammation, leukocyte recruitment, and possible cerebral vascula-
ture impairment.

IMPORTANCE Zika virus (ZIKV) can be associated with neurological impairment in
children and adults. To reach the central nervous system, viruses have to cross the
blood-brain barrier (BBB), a multicellular system allowing a tight separation between
the bloodstream and the brain. Here, we show that ZIKV infects cells of the BBB and
triggers a subtle change in its permeability. Moreover, ZIKV infection leads to the
production of inflammatory molecules known to modulate BBB integrity and partici-
pate in immune cell attraction. The virus also led to the upregulation of cellular ad-
hesion molecules (CAMs), which in turn favored immune cell binding to the BBB and
potentially increased infiltration into the brain. These results were also observed in a
mouse model of ZIKV infection. Furthermore, plasma samples from ZIKV-infected pa-
tients displayed an increase in CAMs, suggesting that this mechanism could be in-
volved in neuroinflammation triggered by ZIKV.

KEYWORDS Zika virus, blood-brain barrier, cell adhesion molecules, leukocyte
recruitment
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Clé et al.

he central nervous system (CNS) is often considered an immune-privileged organ

due to its separation from the bloodstream by various barriers, including the
blood-brain barrier (BBB) and the blood-cerebral spinal fluid barrier (1). These barriers
nonetheless allow selective passage of molecules and, especially, cells of the immune
system (1, 2). The BBB represents a complex multicellular system that is tightly regu-
lated: brain endothelial cells (BECs) form a tight endothelium, which is stabilized and
dependent on the interaction with astrocytes, pericytes, and neurons, forming what is
defined as the neurovascular unit (NVU) (2). Neurotropic viruses have been selected
throughout evolution for their ability to access the CNS where, depending on their
replication cycle and cellular effects, they cause a wide range of dysfunctions (3). Brain
access can occur by different mechanisms, including axonal transport and direct or
indirect passage through brain barriers (4, 5). Some viruses such as the human
immunodeficiency virus (HIV) or West Nile virus (WNV) use the “Trojan horse” mecha-
nism to cross the BBB: this occurs when infected cells of the immune system, with their
natural ability to transcytose and reach the brain, allow viruses to penetrate the
parenchyma (6, 7). Some viruses can also directly infect BECs or take advantage of the
effect of inflammatory cytokines produced systematically upon infection that will
transiently impair BBB impermeability and therefore facilitate viral entry to the CNS (4).
Similarly, inflammatory chemokines may recruit immune cells, which, if infected, allow
more virus to enter, as was proposed for HIV (8). Among neurotropic viruses, several
arboviruses (arthropod-borne viruses, mostly responsible for acute infections leading to
flu-like symptoms in the majority of symptomatic cases), can also access the CNS and
cause a range of pathologies (9). For example, WNV, Japanese encephalitis virus (JEV),
Usutu virus, and chikungunya virus are well described as determinants of neurological
impairments in some patients, which can be in some cases fatal for the host (9).
Recently, Zika virus (ZIKV) reemerged in the Pacific Islands and in South America,
causing a major epidemic (10). ZIKV belongs to the Flaviviridae family and is a small
single-stranded RNA enveloped virus isolated in 1947 in the Zika forest in Uganda (11).
Two main lineages exist, namely, the original African and the more recent Asian ones.
Interestingly, differences in virulence in vitro and in animal models have been reported
for the two lineages, suggesting potential clinical difference in humans as well (12).
ZIKV is transmitted mainly by the mosquito Aedes aegypti, but other less classical modes
for an arbovirus have been described, including blood transfusion, sexual, and mother-
to-child transmissions (13). Because of the extent of the American epidemic (more than
one million patients were affected), severe forms of the disease were reported, includ-
ing serious neurological complications such as Guillain-Barré syndrome (GBS) and
congenital Zika syndrome (CZS) consisting of microcephaly and other neurodevelop-
mental defects (10, 13, 14). Regarding CZS, studies demonstrated that ZIKV can cross
the blood-placental barrier and replicate in the placenta and in the developing embryo,
including the brain, resulting in severe malformations at birth (15). In adults, several
neurological symptoms have been described, including encephalitis and meningoen-
cephalitis (16), suggesting that the virus can reach the mature CNS by crossing the BBB.

Several studies are starting to describe the ZIKV neurovirulence molecular and
cellular mechanisms (10). One of the key issues remaining, however, is the character-
ization of the mechanisms governing ZIKV CNS access. Some flaviviruses such as WNV
and JEV are known to interact with the BBB, although they use different mechanisms
such as direct infection of the endothelial cells or the Trojan horse mechanism allowing
transcytosis of infected immune cells (17). Interestingly, inflammatory mediators pro-
duced during infection will also have a direct effect on the BBB, either restraining (18)
or facilitating CNS access (19). Regarding ZIKV, it was reported using primary human
BECs or induced pluripotent stem cell (IPSC)-derived BBB models that Asian ZIKV strains
and the original, albeit controversial, MR766 African strain are able to directly infect
BECs and replicate without disrupting the BBB integrity in vitro (20-23). Studies in vivo
are inconsistent, since depending on strains and methods used, authors report no
effect on the BBB integrity (21) or subtle effects that are strain dependent (23). Studies
of BBB infection in vitro are particularly challenging, as many BBB models do not fully
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Blood-Brain Barrier Homeostasis Is Modulated by ZIKV

describe the proper characteristics of the BBB found in vivo (24): immortalized cell lines
are evidently far from displaying physiologically BBB phenotypes, in particular, because
they fail to demonstrate low permeability to small molecules. Primary human BECs can
lose their characteristics upon cell passages and display low transendothelial electrical
resistance (24). Here, we used a multicellular in vitro human BBB model, based on the
use of hematopoietic stem cells, which differentiate into brain-like endothelial cells
(hBLECs), which display the main characteristics of the human BBB and are stable over
an extended period of time, allowing study of long-term effects (25-28). We monitored
the infection and effects of an African and an Asian strain of ZIKV on hBLECs and on
pericytes, key components of the NVU that are emerging as potent mediators in
neuroinflammation (29), as well as on astrocytes. We show that both ZIKV strains can
readily infect and replicate in a polarized BBB, with partial effects on its integrity.
Nonetheless, chemokines and inflammatory cytokines were produced and secreted
both apically and basolaterally upon infection, together with an upregulation of
adhesion molecules, which favors immune cell recruitment and docking to the BBB and
may play a role in the neuroinflammatory mechanisms associated with this virus.
Finally, similar observations were obtained in a mouse model of ZIKV infection as well
in plasma samples from ZIKV-infected patients.

RESULTS

ZIKV replicates in hBLECs of an in vitro human BBB model and in brain
pericytes with partial perturbation of endothelial permeability. Viruses can cross
the BBB using several pathways, including direct infection of brain microvascular
endothelial cells, transcytosis, or the Trojan horse mechanism. To determine whether
ZIKV can directly infect the BBB, we incubated a human in vitro BBB model that
recapitulates the main characteristics of the barrier (25, 30, 31) with different multi-
plicities of infection (MOlIs) of African (ZIKV AF) and Asian (ZIKV AS) strains of ZIKV (MOI,
0.1 and 1). Briefly, CD34* cord blood-derived hematopoietic stem cells were differen-
tiated into endothelial cells and were subsequently seeded on culture inserts with brain
bovine pericytes for 5 to 6 days to acquire BBB characteristics and become hBLECs
before infections were performed (see Fig. S1a and b in the supplemental material).
After initial infection, supernatants were collected and cells fixed at different days
postinfection (dpi). Indirect immunofluorescence (IF) studies were then performed
using a probe to label actin and an antibody against the junctional-associated protein
zonula occludens (ZO)-1 to visualize endothelium architecture and an antibody (pan-
flavivirus) to label viruses (Fig. 1a). While viral antigens were detected in cells at 6 dpi
(MO, 0.1), suggesting viral replication (Fig. 1a), global endothelium architecture did not
appear massively perturbed, even at 10 dpi and a higher MOI (MOI, 1) (Fig. 1b and ¢),
in contrast to what we previously showed in retinal pigment epithelium, which was
very sensitive to ZIKV infection (32). Indeed, the localization of tight junction (TJ)
proteins ZO-1 and claudin-5 did not appear strongly affected (Fig. 1b and c). However,
the actin cytoskeleton showed rearrangement upon infection, and ZIKV-infected cells
appeared to be higher, albeit not detached, in the endothelium as confocal imaging
and three-dimensional (3D) reconstruction using imaging software showed, suggesting
that some changes in the endothelium morphology may occur (Fig. S1c and d).

To have a quantitative approach to monitor viral replication, we measured viral titers
in supernatants from ZIKV-infected BBB apical and basolateral sides at various time
points using the 50% tissue culture infective dose (TCID;,) method (Fig. 1d and
Fig. S2a). ZIKV AF and ZIKV AS were both efficiently replicating at MOls of 0.1 and 1 and
released from the apical side, which would correspond to the blood vessel luminal side,
and from the basolateral side, which would correspond to the parenchymal side
(Fig. 1d, MOI, 1; and Fig. S2a, MOI, 0.1). Viral production appeared to decrease slightly
over time, but viral replication still occurred at 10 dpi (Fig. 1d). Viral RNA was detected
by IF using a specific antibody against double-stranded (ds)-RNA and by a quantitative
reverse transcription-PCR (RT-qPCR) approach (Fig. S2b and c), confirming active viral
replication until at least 10 dpi. We then characterized whether the endothelium
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FIG 1 In vitro human BBB is permissive to ZIKV infection and replication without strong deleterious effects on its
integrity. (a) CT-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected (MOI, 0.1) hBLECs of BBB model grown on cell culture inserts fixed
at 6 dpi. Indirect IF confocal studies of CT- and ZIKV-infected hBLECs using an actin probe (green) and antibodies
against ZIKV (pan-flavivirus, magenta) and ZO-1 (cyan). Nuclei are labeled with Hoechst (blue). Bars, 15 um. (b) CT-,
ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB model grown on cell culture inserts were fixed at 10 dpi. Indirect IF
confocal studies show actin (green), ZIKV (magenta), ZO-1 (cyan), and nuclei (blue). ZO-1 labeling highlights cell-cell
adhesion, characteristic of polarized endothelia. Bars, 30 um. (c) Indirect IF studies of BBB model at 7 dpi (MOI, 1)
showing actin (green), ZIKV (magenta), claudin-5 (cyan), and nuclei (blue). Bars, 15 um. (d) Viral titers in superna-
tants from ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB model in apical and basolateral (BL) sides at various time
points postinfection determined using the TCID,, method. Results are expressed as means * standard errors of the
means (SEMs) from 3 independent experiments. (e) Paracellular permeability of CT-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected
(MOI, 1) BBB model grown on cell culture inserts at 7 and 10 dpi. Doxorubicin and DMSO are two positive controls.
Results are expressed as means * SEMs (n = 3) and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. *, P < 0.05 (ZIKV
AF/AS compared to CT). (f) Transendothelial electrical resistance (TEER) of CT-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected (MO,
1) BBB grown on cell culture inserts was measured at 10 dpi. DMSO is a positive control. Each bar represents the
mean *= SEM from 3 independent experiments and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. **, P < 0.01
(compared to CT).
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Blood-Brain Barrier Homeostasis Is Modulated by ZIKV

integrity and impermeability were perturbed upon ZIKV hBLEC infection. We used a
fluorescence-based assay with Lucifer yellow (LY) to measure the endothelial perme-
ability coefficient, and we measured the transendothelial electrical resistance (TEER)
(25). The permeabilities of mock- and ZIKV-infected endothelia at MOIs of 0.1 and 1
were measured at 7 and 10 dpi. Mock-infected (control [CT]) endothelium displayed a
permeability coefficient (Pe) of ~0.5 X 103 cm/min, consistent with “tight” BBB endo-
thelia (Fig. 1e). Interestingly, albeit important and efficient viral replication was occur-
ring in ZIKV-infected cells, Pe was increased but still consistent with a tight BBB,
suggesting that infection by the two strains of ZIKV did not massively impair BBB
integrity but may trigger a subtle effect on the barrier integrity (Fig. 1e). Treatment
of cells with doxorubicin, known to destabilize the endothelium, gave a Pe of
4.8 X 103 cm/min, while 10% dimethyl sulfoxide (DMSO) treatment led to a Pe of
7.83 X 1073 cm/min (Fig. 1e). TEER measurement at 10 dpi showed also a decrease in
endothelium impermeability in ZIKV-infected BBB, consistent with the LY data (Fig. 1f).
However, BBB permeability was not perturbed at a lower MOI (0.1) (Fig. S2d and e).
Notably, basolaterally released ZIKV was much lower (ZIKV AF) or absent (ZIKV AS) at an
MOI of 0.1 (Fig. S2a) and could potentially (and partially) explain why permeability was
not perturbed.

Because this BBB model consists of coculture of hBLECs and brain bovine pericytes
in the basolateral compartment, we also tested for replicating viruses in pericytes using
RT-gPCR and specific primers for ZIKV. We therefore collected mRNA from pericytes in
coculture with mock and infected hBLECs at 7 dpi and performed RT-qPCR. Interest-
ingly, we detected active replication (Fig. S2c). Because pericytes are starting to gain
attention as potential immunomodulators, we then asked whether human pericytes
were potential targets during ZIKV CNS infection. Primary human pericytes were
infected with ZIKV AF and ZIKV AS at an MOI of 1, and supernatants were harvested at
different days postinfection to monitor infectious particle release and fixed at 4 dpi for
IF studies. Figure 2a shows ZIKV replication in pericytes as anti-pan-flavivirus antibody
labeled some platelet-derived growth factor receptor-positive (PDGFR*) cells. More-
over, viral replication quantification with the TCID;, method showed that both strains
replicated, albeit with different efficiencies (Fig. 2b). It is worthy to note that ZIKV AS
poorly replicated, as the titer never exceed 103 TCID5,/ml at the various days postin-
fection tested (Fig. 2b). However, ZIKV AF displayed efficient replication with a titer
around 10° TCIDgso/ml (Fig. 2b). This viral replication was not associated with cell
death/toxicity, as quantification of apoptotic nuclei did not show significant differences
in ZIKV-infected pericytes compared to that of mock-infected cells (Fig. 2c). This
suggests that the lower replication rate of ZIKV AS in pericytes was not related to cell
death.

Together, this set of data suggests that ZIKV directly and efficiently infects the BBB
from the apical side and is released from both sides of the endothelium (i.e., can access
the parenchyma). Moreover, this release can lead to pericyte infection and to partial
perturbation of the BBB integrity.

ZIKV-infected hBLECs and pericytes upregulate inflammatory cytokines and
chemokines. Because ZIKV readily replicated in our in vitro BBB model without strong
perturbation of the barrier integrity, we next aimed to monitor whether genes involved
in general endothelial homeostasis were modulated upon infection. We first investi-
gated by RT-gPCR the expression of 84 genes involved in endothelial cell biology,
including genes regulating cell adhesion, inflammation, injury repair, and angiogenesis
(see Materials and Methods). mRNAs from mock-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected
endothelial cells (MOI, 1) were collected at 7 dpi. RT-qPCR analyses then showed the
modulation (= or =2-fold, P value =< 0.05 compared to CT) (Fig. S3) of several genes in
infected cells compared to that under mock-treated conditions (Fig. 3). Twenty-two
genes in total were modulated in ZIKV AF-infected cells (17 upregulated, 5 downregu-
lated), whereas ZIKV AS led to the change of expression in 13 genes (12 upregulated,
1 downregulated) (Fig. 3a and b and Fig. S3b). It is interesting to note that although the
endothelium integrity was only slightly perturbed, genes of inflammatory mediators
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FIG 2 Human pericytes are cellular targets for ZIKV infection. (a) Mock- (CT), ZIKV AF-, and ZIKV
AS-infected (MOI, 1) human pericytes were fixed at 4 dpi and labeled with an actin probe (green),
pan-flavivirus (magenta), and PDGFRP (cyan) by indirect IF. Nuclei are labeled with Hoechst (in blue).
Bars, 20 um. (b) Viral titers from ZIKV AF- and ZIKV AS-infected pericytes determined by TCID., methods
at various time points postinfection. Results are expressed as means * SEMs (n = 3) and analyzed using
a Wilcoxon-Mann-Whitney test. (c) Quantification of apoptotic nuclei in CT-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-
infected pericytes at 4 dpi. Apoptotic nuclei are represented in yellow and normal nuclei in orange.
Results are expressed as means = SEMs (=110 cells, n = 3).

such as CCL2, CCL5, and IL6 were upregulated by either both strains (CCL2 and CCL5) or
only ZIKV AF (IL6) (Fig. 3a). Interestingly VCAM1 and ICAM1, encoding two cell adhesion
molecules (CAMs) involved in leukocyte docking to the BBB, were also upregulated
upon ZIKV infection (Fig. 3a). Other genes encoding proteins involved in adhesion were
either upregulated (SELE) or downregulated (VWF) (Fig. 3a and b). The gene encoding
a matrix metalloprotease (MMP1) as well as genes involved in the control of apoptosis,
such as FAS, CASP1, or TNFSF10 (TRAIL) were also upregulated, whereas OCLN, encoding
occludin, a key protein regulating tight junctions, was downregulated by ZIKV AF
(Fig. 3a and b). Of note, ZIKV AS led to the downregulation of the angiotensin receptor
Il gene (ATGR), which may play a role in angiogenesis. We then confirmed some of these
modulated genes, as well as CXCL10, which we found strongly modulated by ZIKV in
other cell types (32, 33), by targeted RT-gPCR analyses and found similar modulation
(Fig. 3c and d; Fig. S3d). Moreover, we analyzed other genes involved in inflammatory
responses (IL1B, IL8, TNFA, IFNB, IFNA, and IFNG) and BBB physiology and found that
IL1B, IL8, and IFNB were found upregulated upon infection, whereas IFNG, Pgp, and
genes encoding junctional-associated proteins occludin, claudin 5, and ZO-1 were
downregulated in ZIKV AF-infected hBLECs, consistent with the subtle effects on
endothelium permeability that we observed (Fig. 3c and d; Fig. S3d).

Because genes involved in inflammation were modulated, we then monitored the
secretion of key cytokines and chemokines, known to modulate antiviral response and
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FIG 3 ZIKV infection modulates gene expression in human BBB cells. mRNA from hBLECs from CT-, ZIKV AF-, and
ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB model grown on cell culture inserts collected at 7 dpi and subjected to RT-qPCR array
analysis. Fold regulation of statistically significant genes upregulated (a) or downregulated (b) in ZIKV AF- and ZIKV
AS-infected hBLECs compared to that in CT. Results are expressed as means of the fold change (n = 3) (genes
where the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant from CT) (see Fig. S3c in the supplemental
material). Differences between lineages were observed (ratio gene/housekeeping gene ZIKV AF versus ZIKV AS,
unpaired t test). ***, P < 0.001. (c) Gene expression of inflammatory response in hBLECs infected by ZIKV AF and
ZIKV AS were measured by RT-qPCR. Results are expressed as means of the fold change (n = 3) using HPRTT as the
housekeeping gene (genes where the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant [P < 0.05] from CT)
(see Fig. S3d). Differences between lineages were observed (ratio gene/housekeeping gene ZIKV AF versus ZIKV AS,
unpaired t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01. (d) Gene expression of tight junction proteins in hBLECs infected by ZIKV
AF and ZIKV AS were measured by RT-qPCR. Results are expressed as means of the fold change (n = 3) using HPRT1
as a housekeeping gene (genes where the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant [P < 0.05] from
CT) (see Fig. S3d).

immune cell activation/recruitment. Using different approaches, we measured the
concentrations in apical and basolateral compartments of CXCL10, interleukin 6 (IL-6),
CCL5, CCL2, IL-8, and interferon (IFN)-a, -3, -y, and -A. At both MOls (Fig. 4 and Fig. S4),
the expression and secretion of some cytokines and chemokines appeared to be
increased in ZIKV-infected hBLECs, in the apical and sometimes basolateral compart-
ments. Figure 4 shows that both strains led to increased expression/secretion of
CXCL10, IL-6, and CCL5. Interestingly, as we and others showed that ZIKV AF strains
were in most of the case more virulent than Asian strains of ZIKV in various cellular
systems and in vivo (12), some cytokines and chemokines were found differentially
modulated by the two strains, in particular, CXCL10 and IL-8 (Fig. 4a and c). To measure
IFN production, we use a multiplex assay aimed to analyze IFN-«, -B, -y, and -A
concentrations in both compartments. Unfortunately, with this assay, we only detected
IFN-y and -A and showed that, similarly to what we observed in RT-qPCR analyses, IFN-vy
was downregulated (Fig. 4d). IFN-A however, seemed to be slightly upregulated by
both strains, albeit not significantly (Fig. 4d).

We then monitored the modulation of genes involved in inflammation and immu-
nity in ZIKV-infected human pericytes. We performed RT-qPCR analyses on a panel of
84 genes involved in pathways regulating inflammatory responses (see Materials and
Methods) or for targeted genes in mock-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected brain pericytes
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FIG 4 Increased expression of cytokines and chemokines in ZIKV-infected human BBB. (a) ELISA analyses of CXCL10 and
CCL5 concentrations in the supernatants (apical and basolateral compartments) of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MO,
1) BBB model grown on cell culture inserts at 4, 7, and 10 dpi. Results are expressed as means = SEMs (n = 3) and analyzed
using an unpaired t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****, P < 0.0001 compared to CT. (b) ELISA analyses of IL-6
concentration in the supernatants (apical and basolateral compartments) of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB
model grown on cell culture inserts at 4 and 7 dpi. Results are represented as means = SEMs (n = 3) and analyzed using an
unpaired t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001 compared to CT. (c) Multiplex analyses of IL-8 concentration in the
supernatants (apical and basolateral compartments) of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB model grown on
cell culture inserts at 7 dpi. Results are represented as means = SEMs (n = 3) and analyzed using an unpaired t test. *, P <
0.05; ***, P < 0.001 compared to CT. (d) Multiplex analyses of IFN-y and -A concentrations in the supernatants (apical and
basolateral compartments) of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MO, 1) BBB model grown on cell culture inserts at 4 and 7 dpi.
Results are represented as means = SEMs (n = 3) analyzed using an unpaired t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01 compared to CT.

at an MOI of 1 and collected the mRNA at 3 and 6dpi. Figure 5A shows gene
modulation (=2-fold, P value = 0.05 compared to CT) (Fig. S5a) by ZIKV AF at an early
time of infection (3 dpi). Similarly to that in hBLECs, the chemokines CCL5 and CXCL10
were upregulated by ZIKV (Fig. 5a). As described in many other cell types during the
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FIG 5 ZIKV-infected pericytes express inflammatory cytokines and chemokines. mRNAs from mock- and
ZIKV-infected pericytes (MOI, 1) at 3 dpi were collected and subjected to RT-gPCR analyses using a PCR
array of 84 genes implicated in innate and adaptive immunity (see Materials and Methods). (a) Fold
regulation of statistically significant genes modulated upon ZIKV AF infection are shown. Only genes
where the ratio gene/housekeeping gene were statistically significant (unpaired t test P < 0.05. ZIKV AF
compared to CT) (see Fig. S5a) from CT are shown. Results are expressed as mean + SEM (n = 3). (b) Gene
expression of inflammatory response in ZIKV AF and ZIKV AS-infected pericytes (MOI 1) by RT-qPCR at
6 dpi. Results are expressed as mean of the fold change (n = 3) using HPRTT as housekeeping gene
(genes where the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant (P < 0.05) from CT (see
Fig. S5b). Differences between lineages were observed (ratio gene/housekeeping gene ZIKV AF versus
ZIKV AS, unpaired t test) ****, P < 0.0001. (c) ELISA and multiplex analyses of CXCL10, CCL5, IL-6, and IL-8
concentrations in the supernatants of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) primary human
pericytes at 4 and 6 dpi. Results are represented as means *= SEMs (n = 3) and analyzed using an
unpaired t test. *, P < 0.05 compared to CT.
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course of ZIKV infection, Toll-like receptor 3 (TLR3) gene transcription was also in-
creased in ZIKV-infected pericytes along with genes for the proinflammatory cytokines
IL-6 and IL-15 (Fig. 5a). We next analyzed by single-gene assay ZIKV AF- and ZIKV
AS-infected pericytes at 6 dpi. Both CCL5 and CXCL10 were upregulated by the two
strains, as well as IFNB (Fig. 5b). IL6 modulation was just under the 2-fold threshold
compared to that for the CT but was significantly upregulated (Fig. 5b; Fig. S5b).
Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) on mock- and ZIKV-infected superna-
tants collected at 4 and 6 dpi showed increases in the expression levels of CCL5 (both
strains), CXCL10, and IL-6 (ZIKV AF), as well as potentially IL-8 (ZIKV AS, nonsignificantly,
however) (Fig. 5¢).

Altogether, this set of data showed that some of the BBB proteins are modulated by
ZIKV infection in hBLECs and pericytes, even though the BBB integrity is not strongly
perturbed. Proteins involved in inflammatory responses and chemoattraction as well as
tight junction (TJ) proteins and adhesion molecules are affected upon infection and
may trigger the recruitment of cells of the immune system and promote local inflam-
mation.

Astrocytes may potentiate local ZIKV BBB replication and inflammatory re-
sponse. As astrocytes are known to be targeted during ZIKV brain infection, as we and
others demonstrated (33, 34), and because astrocytes are involved in the maintenance
of BBB integrity (2), we then asked whether ZIKV BBB infection could be affected by this
cell type. To monitor whether basolaterally released ZIKV and inflammatory molecules
that we found to be modulated (Fig. 4) could affect human primary astrocytes, we
incubated cells with basolateral supernatants from ZIKV-infected BBB (hBLECs plus
pericytes) at 4dpi for 2 days (final MOls: ZIKV AF, 0.059; ZIKV AS, 0.007). We first
measured whether further replication occurred and showed that ZIKV AF indeed
replicated, as the initial titer increased (Fig. 6a). However, ZIKV AS did not lead to
important replication in these time windows (Fig. 6a). mRNAs were extracted and
RT-gPCRs on selected inflammatory genes were performed. Figure 6b shows that CCL5,
CXCL10, and IFNB were modulated by both strains, albeit with significant differences
between ZIKV AF and ZIKV AS (Fig. 6b and Fig. S5c). Because this genetic modulation
of inflammatory molecules could be the result of ZIKV astrocyte infection and/or the
effect of already present cytokines and chemokines in the basolateral compartment, we
then directly infected human astrocytes with the same MOI in the basolateral com-
partments and measured viral titer and increase in inflammatory molecules at 2 dpi.
Viral titers showed efficient replication of ZIKV AF, in a similar range as observed with
incubation of the basolateral compartment, but poor replication of ZIKV AS (Fig. 6c).
Regarding the modulation of inflammatory cytokines, only CXCL10 was found to be
more modulated by direct infection than by incubation with basolateral supernatants
(Fig. 6d and Fig. S5d), suggesting that the combination of viral particles and cytokines
and chemokines released by the basolateral side of hBLECs can potentiate the inflam-
matory responses in astrocytes.

Finally, we performed ZIKV infection of a triple-culture BBB model, where pericytes
are cultured at the bottom of the transwell filter, coculture with hBLECs is allowed for
7 days prior to infection (MO, 1), and human primary astrocytes are added to the wells
(35) (Fig. S5e). Four and 7 dpi, we measured viral replication in apical and basolateral
supernatants. Apical viral titers were in the same range as was observed in the
coculture model (Fig. 6e and Fig. 1d), whereas basolateral titers were significantly
higher (1 to 2 log), possibly due to active replication in astrocytes (Fig. 6e and Fig. 1d).
ELISA analyses performed in apical and basolateral compartments showed increased
expression of CXCL10, CCL5, and IL-6 (Fig. 6f to h). Notably, basolateral levels of these
cytokines were higher and found earlier than in the coculture system (Fig. 4). However,
BBB permeability measurements showed similar modulation by ZIKV infection as was
found in coculture (Fig. 6i and Fig. 1e), suggesting that ZIKV infection/modulation of
astrocytes, albeit increasing the inflammatory environment, did not further perturb BBB
integrity in this model.
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FIG 6 ZIKV triggers inflammatory responses in human astrocytes. (a) Basolateral supernatants from ZIKV AF- and
ZIKV AS-infected BBB (hBLECs plus pericytes) at 4 dpi were incubated with astrocytes for 2 days. Viral titers from
ZIKV AF- and ZIKV AS-infected astrocytes were determined by TCID, at various times postinfection. Results are
expressed as means * SEMs (n = 3) and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. *, P < 0.05 (ZIKV AF versus
AS). (b) Gene expression of inflammatory response in astrocytes infected by basolateral supernatants from ZIKV AF-
and ZIKV AS-infected BBB (hBLECs plus pericytes) were measured by gqRT-PCR. Results are expressed as means of
the fold change (n = 3) using HPRTT as a housekeeping gene (genes where the ratio gene/housekeeping gene is
statistically significant [P < 0.05] from CT) (see Fig. S5c). Differences between lineages were observed (ratio
gene/housekeeping gene ZIKV AF versus ZIKV AS, unpaired t test). (c) Viral titers from ZIKV AF- and ZIKV AS-infected
astrocytes were determined by TCID,, at 2 dpi. Results are expressed as means = SEMs (n = 3) and analyzed using
a Wilcoxon-Mann-Whitney test. (d) Gene expression of inflammatory response in ZIKV AF- and ZIKV AS-infected
astrocytes was measured by qRT-PCR. Results are expressed as means of the fold change (n = 3) using HPRTT as
a housekeeping gene (genes where the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant [P < 0.05] from CT)
(see Fig. S5d). Differences between lineages were observed (ratio gene/housekeeping gene ZIKV AF versus ZIKV AS,
unpaired t test. (e) Viral titers in supernatants from ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB model (hBLECs/
pericytes/astrocytes) in apical and basolateral sides at 4 and 7 dpi determined using the TCID., method. Results are
expressed as means = SEMs from 3 independent experiments. ELISA analyses of CCL5 (f), CXCL10 (g), and IL-6 (h)
concentrations in the supernatants (apical and basolateral compartments) of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected
(MOI, 1) BBB model grown (hBLECs/pericytes/astrocytes) on cell culture inserts at 4 and 7 dpi. Results are expressed
as means = SEMs (n = 3) and analyzed using a nonparametric t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001; ****,
P < 0.0001 compared to CT. (i) Paracellular permeability of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) BBB model
(hBLECs/pericytes/astrocytes) grown on cell culture inserts at 7 dpi. Results are expressed as means = SEMs (n = 3)
and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. **, P < 0.01 (ZIKV AF/AS compared to CT).
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Together, these data suggest than ZIKV released from hBLECs leads to efficient
infection of astrocytes and potentiates the inflammatory environment.

ZIKV modulates CAM expression and favors leukocyte recruitment to the BBB.
Because we detected the upregulation of some CAMs in our RT-gqPCR array that are
classically involved in leukocyte binding to the BBB endothelial cells, such as ICAM-1,
SELE, and VCAM-1 (36), we then aimed to confirm these observations in single-gene
assays. RT-gqPCR analyses using single sets of primers showed the genetic modulation
of VCAM1, ICAM1, SELE, and genes encoding other CAMs known to be expressed on the
BBB. We observed that ZIKV infection led to selective upregulation of CAMs (VCAM]T,
ICAM1, and SELE) whereas PECAM was downregulated upon ZIKV AF infection (Fig. 7a)
(=2-fold, P value = 0.05 compared to CT) (Fig. S3d), confirming the data obtained
previously with the array (Fig. 3a). We then monitored VCAM-1 and ICAM-1 expression
by immunoblotting under similar conditions and found strong upregulation by the two
strains (Fig. 7b and c). Because the extracellular domains of CAMs can be released from
cells and act as soluble factors, we measured soluble CAM (sCAM) concentrations in the
apical and basolateral compartments of mock- and ZIKV-infected hBLECs at various
days postinfection. Figure 7d and e show that both soluble ICAM-1 and VCAM-1 are
released by infected hBLECs from 4 to 10 dpi. Interestingly, the modulation of CAMs
seemed to be specific for hBLECs, as ZIKV-infected pericytes did not show an increase
of total or secreted levels of these proteins (Fig. 7f).

We next monitored whether leukocyte recruitment (binding) was affected in ZIKV-
infected hBLECs. According to previously published studies (26, 28, 31), we incubated
ZIKV-infected BBB at 7 dpi with 10 monocytes or CD4* T cells (LyT) for 30 min and
gently washed and fixed them for IF studies. Prior labeling of leukocytes with carboxy-
fluorescein succinimidyl ester (CFSE) allowed us to visualize monocyte and LyT binding
at low (20X) (see Fig. S6a and b) or high (63X) (Fig. 8a and c) magnification. No gross
effect on monocyte morphology was observed upon binding to the ZIKV-infected BBB
(Fig. 8a). However, quantification of random fields at X20 magnification showed that
ZIKV infection led to significantly more monocyte recruitment (Fig. 8b). When bound
LyT were observed, however, striking cellular morphological changes were detected by
IF studies and software 3D rendering. Whereas LyT bound to the CT BBB were mostly
round, LyT attached to ZIKV-infected hBLECs appeared flatter and to spread more
(Fig. 8c and d). Quantification of this “spread” phenotype showed a significant increase
under ZIKV infection conditions (Fig. 7e). To have a more quantifiable parameter, cell
diameter/length was measured: LyT in contact with ZIKV-infected hBLECs showed
increased length (Fig. 8f). We then monitored CAM localization during leukocyte
binding: we detected by IF strong labeling of ICAM-1 in the ZIKV-infected BBB,
especially in ZIKV-infected cells and in close proximity of monocytes, confirming both
RT-gPCR and immunoblot studies (Fig. S6c). Similarly for monocytes, strong ICAM-1
labeling was detected in close proximity to LyT, possibly reflecting CAM recruitment at
contact sites (Fig. S6d). To correlate more conclusively CAM upregulation by ZIKV
infection to leukocyte recruitment, we then performed a blocking experiment using a
cocktail of anti-ICAM-1, -VCAM-1, and E-selectin blocking antibodies as previously
described (37). Antibodies were added 1 h prior to incubation with LyT in CT- and
ZIKV-infected (MOI, 1) BBB models at 7 dpi. After LyT incubation for 30 min, filters were
fixed and processed for IF and confocal analyses. Figure 8g and h show that in the
presence of blocking antibodies, both the number of cells (Fig. 8g) and the cell
diameter (Fig. 8h) were efficiently decreased, confirming the involvement of these
CAMs in LyT recruitment at the BBB.

Altogether, these data suggest that upregulation of CAMs triggered by ZIKV infec-
tion may favor leukocyte recruitment to the BBB.

CAM levels are increased during ZIKV infection in a mouse model and in
humans. Next, we analyzed CAM expression in a described mouse model of ZIKV
infection and existing human cohorts from the French West Indies to investigate
whether this modulation of CAMs during ZIKV (brain) infection was found in vivo and
in patients. First, we took advantage of the pathogen-free Ifnar—/— mouse model, which
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FIG 7 ZIKV hBLEC infection triggers strong upregulation of cell adhesion molecules. (a) Gene expression of cell adhesion
molecules (ICAM-1, VCAM-1, E-selectin [SELE], ICAM-2, ALCAM-2, and PECAM) in hBLECs infected by ZIKV AF and ZIKV
AS. mRNA from hBLECs from CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MO, 1) BBB model grown on cell culture inserts were
collected at 7 dpi and subjected to RT-qPCR array analyses. Results are expressed as means of the fold change (n = 3)
using HPRTT as a housekeeping gene (genes where the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant [P <
0.05] from CT) (see Fig. S3d). (b and ¢) Immunoblot blot analyses of the expression of ICAM-1 and VCAM-1 in CT or ZIKV
AF- and ZIKV AS-infected hBLECs at 7 dpi (MOI, 1). Representative images are shown. The quantification of the expression
of these markers, relative to GAPDH expression, is expressed as mean = SEM (n = 3) and analyzed using a Student's t
test. **, P < 0.01; ***, P < 0.001 compared to CT. (d and e) ELISA analyses of soluble ICAM-1 and VCAM-1 concentrations
in the supernatants (apical and basolateral compartments) of CT or ZIKV AF- and ZIKV AS-infected (MOI, 1) hBLECs of the
BBB model grown on cell culture inserts at 4, 7, and 10 dpi. Results are expressed as means * SEMs (n = 3) and analyzed
using a Student’s t test. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001 compared to CT. (f) Immunoblot analysis of the expression
of CAMs in mock-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected primary human pericytes at 6 dpi with an MOI of 1. Representative
images are shown. The quantification of the expression of these markers, relative to GAPDH expression, is expressed as
means = SEMs from 3 experiments.

is a pertinent model to study ZIKV pathogenesis (e.g., see reference 38) and that we
recently described for ZIKV-related retinal pathology (32). To study BBB integrity and
leukocyte CNS infiltration, mice were inoculated via the intraperitoneal route (i.p.) with
phosphate-buffered saline (PBS; mock), ZIKV AF, or ZIKV AS (10* TCIDs,/ml per mouse)
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FIG 8 Increased recruitment of leukocytes in ZIKV-infected human BBB. hBLECs grown on cell culture inserts were
infected with ZIKV AF and ZIKV AS (MOI, 1 or 0.1) for 7 days; 10* monocytes (a) or lymphocytes CD4* (LyT) (c)
prestained with CFSE were added to hBLECs for 30 min. (a) Mock-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected BBB models
grown on cell culture insert were fixed after incubation with monocytes at 7 dpi. Indirect IF studies were used to
visualize monocyte (green) interaction with hBLECs: merged image shows also ZIKV (pan-flavivirus, magenta), ZO-1
(cyan) and Hoechst (blue). Scale bars 10 um. (b) Quantitative analyzes of monocyte numbers per field (20X). Results
are expressed mean = SEM (30 fields per conditions per experiments (=450 cells, n = 3)) and analyzed using a
Wilcoxon-Mann-Whitney test. ****, P < 0.0001 compared to CT. (c) Mock- and ZIKV AF- and ZIKV AS-infected BBB
model grown on cell culture insert were fixed after incubation with LyT at 7 dpi. Indirect IF studies were used to
visualize LyT (green) interaction with hBLEC: merge images show also ZIKV (pan-flavivirus, magenta), ZO-1 (cyan),
and Hoechst (blue). Bars, 10 um. (d) 3D rendering of LyT interaction with mock-, ZIKV AF-, and ZIKV AS-infected BBB
models. Confocal stacks of images shown in panel c were subjected to 3D reconstruction with the Imaris software
(ZO-1, cyan; LyT, green; ZIKV, magenta; and nuclei, blue). (¢) Quantitative analyses of LyT numbers per field (20X)
in CT and ZIKV-infected BBB (MOI, 0.1 and 1). Cells elongated qualified as “spreading.” Results are expressed
means * SEMs (30 fields per conditions per experiments [=320 cells, n = 3]) and analyzed using a Wilcoxon-
Mann-Whitney test. ****, P < 0.0001 compared to CT. (f) LyT cell length (in microns) in CT and ZIKV-infected BBB
(MO, 0.1 and 1). Data are expressed as boxes and whiskers (=300 cells, n = 3) and analyzed using a Wilcoxon-
Mann-Whitney test. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ****, P < 0.0001. Black asterisks show differences compared to CT
conditions, while blue asterisks show differences between ZIKV AF and ZIKV AS. (g) To monitor CAM involvement

(Continued on next page)
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and euthanized at 7 dpi. Some animals were then subjected to Evans blue (EB; a
colorant used to monitor BBB integrity) i.p. injection at 7 dpi and euthanized 6 h
post-EB i.p. injection. First, we showed efficient ZIKV brain infection through the
detection of viral genomes by RT-qPCR using ZIKV NS5-specific primers (Fig. 9a).
Figure 9b shows representative brains after EB and mock or ZIKV infection. Albeit we
did not detect strong brain EB labeling as observed following WNV infections (19),
ZIKV-infected brain appeared darker than CT brain, suggesting that partial BBB impair-
ment occurred under these conditions (Fig. 9b). EB fluorescence was found sparsely in
brain slices and was quantified in mock- and ZIKV-infected animals (see Fig. S7a).
However, we showed a significant increase of EB signals in ZIKV-infected brains (Fig. 9c
and Fig. S7a). Moreover, histoimmunochemistry showed CD45* (lymphoid cells) and
CD3™ (T cells) staining, highlighting CNS immune infiltration in ZIKV-infected animals
(Fig. S7b). Histoimmunochemistry staining with the pan-flavivirus antibody revealed in
ZIKV-infected animals the presence of positive cells lining blood vessels, consistent with
cerebral endothelial cell infection by ZIKV (Fig. 9d and Fig. S7d). Moreover, staining with
CD45 in consecutive slices (3-um thick) showed the recruitment of leukocytes at the
BBB, some of them positive for ZIKV (Fig. 9d, arrows). To analyze the genetic modulation
of neuroinflammation markers, TJ and adherens junction (AJ) proteins, as well as the
levels of CAMs that we identified modulated by ZIKV in vitro, we performed RT-qPCR
assays on several genes. Figure 9e shows that ZIKV-infected brains display an upregu-
lation in the inflammatory genes CXCL10, CCL5, TNFA, INFB, IL1B, and IL6. Moreover, we
observed that ICAM1 and SELE, but not VCAM1, were also upregulated, partly consistent
with our data with the human BBB in vitro model (Fig. 9f). However, genetic analyses
of several TJ and AJ genes did not show strong modulation in ZIKV-infected brain
(Fig. 9g). Only claudin-1 and V-cadherin were upregulated in ZIKV AF-infected brains.
Immunohistological analyses of claudin-5 and ZO-1 expression and localization did not
show obvious changes in the BBB area (see Fig. S8b and c), suggesting that BBB
integrity was not massively perturbed in these animals but possibly in discrete areas,
thus correlating with the in vitro results obtained with the hBLECs (Fig. 1).

Finally, we monitored sCAM levels in plasma samples from healthy blood donors
and ZIKV™ symptomatic patients from the 2016 epidemic in the French West Indies.
These patients displayed or not neurological symptoms upon hospital arrival (neuro
and non-neuro, respectively) (Fig. 10a). We therefore performed ELISAs to measure
CXCL10, ICAM-1, and VCAM-1 in these plasma samples and showed that, as previously
described in ZIKV™* patients (39), the CXCL10 concentration was significantly higher in
ZIKV* patients, independently of their neurological status, as no statistically significa-
tive differences were found in levels between patients displaying neurological impair-
ments and patients who did not (Fig. 10b). Levels of soluble ICAM-1 and VCAM-1 were
also statistically modulated in ZIKV™* patients, also independently of their neurological
status (Fig. 10c and d).

These sets of observations suggest that CAMs are modulated in vivo and in humans
during neuroinfection and could participate/exacerbate neuroinflammatory mecha-
nisms triggered by ZIKV.

FIG 8 Legend (Continued)

in LyT binding/recruitment, hBLECs were incubated with a cocktail of blocking antibodies against ICAM-1, VCAM-1,
and E-selectin 1 h prior to LyT incubation. Quantitative analyses of LyT numbers per field (20X) in CT and
ZIKV-infected BBB (MO, 1). Results are expressed means = SEMs (30 fields per conditions per experiments [n = 3])
and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. ****, P < 0.0001 compared to CT. Black asterisks show
differences compared to CT conditions, while blue asterisks show differences between ZIKV AF/AS and ZIKV AF/AS
treated with anti-CAM antibodies. (h) LyT cell length (in microns) in CT and ZIKV-infected BBB (MO, 1) after CAM
blocking. Results are expressed means * SEMs (30 fields per conditions per experiments [n = 3]) and analyzed
using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. ****, P < 0.0001 compared to CT. Black asterisks show differences compared
to CT conditions, while blue asterisks show differences between ZIKV AF/AS and ZIKV AF/AS treated with anti-CAM

antibodies.
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FIG 9 ZIKV-infected mouse brain displays local BBB impairment, leukocyte infiltration, and CAM upregulation. (a) RT-qPCR analyses
of ZIKV genome in the brain of ZIKV-infected Ifnar—/~ mice 7 dpi. (b) Picture of dissected brains from EB-injected mock- and
ZIKV-infected mice at 7 dpi. (c) Quantification Evans blue fluorescence in brain slices from mock- and ZIKV-infected animals. Results
are expressed means = SEMs (n = 3) and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. ****, P < 0.0001 compared to CT. (d)
Three-micron consecutive paraffin sections were processed with Luxol blue and stained either with an anti-pan-flavivirus or an
anti-CD45 (lymphoid cells) (brown labeling) antibody. Bars. 10 um. (€) RT-qPCR analyses of inflammatory genes in ZIKV-infected brains.
Results are expressed as means of the fold change (n = 3) using GAPDH as a housekeeping gene (genes where the ratio
gene/housekeeping gene is statistically significant [P < 0.05] from CT) (see Fig. S8a). (f) RT-gPCR analyses of CAMs in ZIKV-infected
brains. Results are expressed as means of the fold change (n = 3) using GAPDH as a housekeeping gene (genes where the ratio
gene/housekeeping gene is statistically significant [P < 0.05] from CT) (see Fig. S8a). (g) RT-gPCR analyses of TJ and AJ genes in
ZIKV-infected brains. Results are expressed as means of the fold change (n = 3) using GAPDH as a housekeeping gene (genes where
the ratio gene/housekeeping gene is statistically significant [P < 0.05] from CT) (see Fig. S8a).

DISCUSSION

In this study, we showed that an in vitro multicellular human BBB model is permis-
sive to direct ZIKV infection and replication, with partial impairment of its permeability
during the course of infection. Moreover, pericytes and astrocytes, key components of
the NVU and modulators of neuroinflammatory mechanisms, can also be targeted by
ZIKV and allow viral replication. Interestingly, albeit viral replication was not deleterious,
ZIKV in hBLECs, pericytes, and astrocytes led to the upregulation of some inflammatory
cytokines (i.e., IL-6 and IL-8) and some chemokines involved in immune cell recruitment
(i.e., CCL5 and CXCL10). An RT-qPCR array of genes involved in general endothelium
homeostasis revealed that in hBLECs, ZIKV also led to the modulation of several genes
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FIG 10 sCAMs are increased in the plasma samples from ZIKV* patients. (a) ZIKV-infected patients from
the CARBO cohorts. (b) CXCL10 levels in healthy blood donors and ZIKV+ patients were measured by
ELISAs. Results are expressed as means = SEMs (24 healthy, 24 ZIKV* plasma samples [12 neuro and 12
non-neuro]) and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. ****, P < 0.0001 compared to healthy
plasma. (c and d) Soluble ICAM-1 and VCAM-1 levels in healthy blood donors and ZIKV+* patients were
measured by ELISAs. Results are expressed means *= SEMs (24 healthy, 24 ZIKV* plasma samples [12
neuro and 12 non-neuro]) and analyzed using a Wilcoxon-Mann-Whitney test. *, P < 0.05; **, P < 0.01;
% P < 0.0001 compared to healthy plasma samples.

involved in BBB physiology, such as CAMs and TJ proteins, arguing that the BBB could
be perturbed (perhaps locally) during the course of infection. Modulation of CAM levels
was responsible for an increased leukocyte recruitment/binding to ZIKV-infected BBB
and could contribute to general immune cell CNS infiltration and inflammation-
associated pathology. These observations were correlated by results in mouse models
and, importantly, in the plasma of ZIKV* patients.

Arboviruses, and particularly some flaviviruses, are known to interact with, and cross,
the BBB using different mechanisms such as infected immune cell transcytosis, also
known as the Trojan horse pathway, or by direct hBLEC infection and release into the
parenchyma (17). For instance, WNV can reach the CNS by infecting monocytes,
dendritic cells, or macrophages (40, 41). ZIKV has been also suggested to use this
mechanism (42-44), and here we show that some CD45" cells are recruited to cells
lining blood vessels and display ZIKV antigen staining (Fig. 9d). The effect on BBB
homeostasis of infected leukocytes is, however, still unclear. Direct infection of hBLECs
by using various cell lines and in vitro models has been described for WNV, dengue
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virus (DENV), JEV, and recently, ZIKV (17, 21, 37, 45, 46). Recent studies and our results
suggest that ZIKV can directly infect BBB cells but may not have a strong deleterious
effect on BBB integrity and that viral particles could be released basolaterally and reach
the CNS (21). Other arboviruses such as WNV and JEV lead to endothelium integrity
impairment and inflammatory molecule production that will disrupt BBB integrity and
further allow virus CNS access (19, 47). Among these cytokines, tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), IL-1B, transforming growth factor beta (TGF-B), and IL-6 have been
shown to modulate BBB permeability by several mechanisms, including downregula-
tion or relocalization of junction proteins such as occludin and ZO-1 (48, 49). Modula-
tion of TJ and AJ protein expression in arbovirus infection may increase viral and
immune cell CNS access by paracellular pathways (50).

In adults, ZIKV infection can be associated with peripheral neuropathology (Guillain-
Barré syndrome) but also, in some cases, with CNS disorders such as encephalitis and
encephalomyelitis (16, 51, 52). The characterization of the molecular and cellular
mechanisms governing ZIKV CNS access are therefore particularly important. A few
studies addressed this subject using in vitro BBB models. However, modeling the
human BBB is still rather challenging, and in many cases, brain vascular immortalized
cell lines are used, which are far from reproducing in vivo physiological properties, in
particular, in terms of permeability (30, 31, 53). Promising and innovative in vitro models
are starting to emerge, using stem cell- and IPSC-derived human BECs, to recreate 3D
or flow properties (30, 53). Similarly to our observations in the present hBLEC model, a
study using IPSC-derived BECs (22), as well as work using human brain microvascular
endothelial cells (HBMECs) (20) (cells isolated from pediatric and adult patients and kept
in culture for several passages [54]) show efficient direct infection and release from
both apical and basolateral sides without disruption of the endothelium integrity.
However, these models are not completely pertinent, as the NVU is a complex multi-
cellular system. In our system, hBLECs are in contact with factors produced by pericytes
that allow the regulation of endothelium homeostasis and may participate/exacerbate
inflammatory events occurring in these cells. Even though we detected efficient ZIKV
replication of two African and Asian ZIKV strains, which both underwent a limited
number of amplification passages (33), we nonetheless did not observe a strong
impairment of the BBB integrity. However, albeit the permeability coefficient (Pe)
indicated an impermeable endothelium, ZIKV infection led to a Pe increase (i.e., an
increase in permeability) of a very small lipophilic marker (i.e., LY, 442.3 Da) and a
decrease of TEER, which could suggest that the endothelium integrity was partially
perturbed. This was then confirmed by a visualization of actin network reorganization,
with a potential subtle downregulation of proteins regulating BBB integrity such as TJ
proteins (occludin, ZO-1, and claudin-5), PECAM-1, and transporters (e.g., PgP). This set
of observations could imply that the general BBB homeostasis and function may indeed
be impaired by ZIKV.

In this study, we found that the chemoattractive molecules CXCL10, CCL5, and CCL2
were potently released by the apical compartment upon ZIKV hBLEC infection, sug-
gesting that circulating leukocytes could be attracted to the infected BBB. CXCL10 is
emerging as a key inflammatory molecule expressed during neuroinflammatory pro-
cesses such as autoimmune disorders (e.g., multiple sclerosis [55] or encephalitis [47,
56]). It is involved in the recruitment of T cells to the BBB and was proposed to favor
inflammatory cell recruitment into the CNS following rabies virus infection (56). Inter-
estingly, it was also detected in plasma samples from ZIKV* patients (our results and
those in reference 39). Moreover, CCL5 and CCL2 are known mediators of leukocyte
recruitment to the BBB (57, 58), thus suggesting that the local environment in ZIKV-
infected BBB could favor immune cell recruitment/migration and access to the CNS.
Besides the upregulation of chemoattractants, one of the key observations of this study
was the marked increase in CAM expression, namely, ICAM-1, VCAM-1, and E-selectin,
in ZIKV-infected hBLECs. Using different approaches, we showed that this upregulation
occurred through the endothelium and was not only restricted to infected cells. CAMs
play crucial roles in BBB homeostasis, one of which is to mediate immune cell (e.g.,
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leukocytes) capture, docking, and transmigration (59). This is an important step, as it is
crucial for CNS immune surveillance, particularly in an inflammatory state (e.g., enceph-
alitis and meningoencephalitis). CAMs present at the surfaces of endothelial cells are
involved in numerous steps of leukocyte diapedesis, namely, capture/rolling (depen-
dent on selectins), arrest (dependent on ICAM-1/VCAM-1), crawling, and diapedesis per
se (60-62). Leukocytes can cross the BBB using para- or transcellular transmigration,
without TJ and barrier disruption (59). This has been well documented in experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE) models (63). In EAE, as well as in multiple sclerosis
(MS), ICAM-1, VCAM-1, and ALCAM are upregulated (59). Noteworthy, the cell surface
level of ICAM-1 was shown to be directly proportional to T cell diapedesis (64). Besides
their “physical role” as a docking factor, CAMs display intracellular functions that will
support diapedesis: for instance, intracellular signaling is associated with ICAM-1 and
VCAM-1 in brain vascular endothelial cells. The small GTPase Rho, a potent regulator of
the actin cytoskeleton, can be activated upon ICAM-1 engagement by leukocytes,
leading to actin rearrangement and TJ and AJ protein redistribution, allowing diape-
desis (65). Here, we show that both monocytes and CD4* T cells (LyT) showed an
increase in binding to hBLECs under ZIKV infection conditions. Moreover, LyT displayed
a strong change in morphology, suggestive of the first step of diapedesis. In this
context, CAMs were found to be necessary for both binding and “spreading,” as a
cocktail of blocking antibodies strongly reduced both the total number and the size of
bound LyT. Interestingly, a recent study reported that ZIKV-infected monocytes also
displayed upregulation of CAMs such as ICAM-2 and V-cadherin and increased adhesion
properties (66).

Upregulation of CAMs was also observed in the case of WNV CNS infection both in
vivo (in animal models) and in vitro in human brain microvascular endothelial cells
(HBMVECs; a brain endothelial cell line) and was proposed to be responsible for
leukocyte diapedesis (37, 67). Similarly, upregulation of VCAM-1 in microvascular
endothelial cell lines infected with dengue virus (DENV) was reported (45), whereas
supernatant from DENV-infected monocytes led to the increase in ICAM-1, VCAM-1, and
E-selectin levels in human microvascular endothelial cells (HMVECs) (68). Here, we also
found an increase in the concentration of soluble forms of ICAM-1 and VCAM-1 in the
apical supernatant of ZIKV-infected hBLECs as well as in the plasma samples from ZIKV+
patients. In the context of CAMs, circulation of soluble extracellular domains is often
associated with inflammatory states. Their serum levels are increased in cardiovascular
disorders such as arteriosclerosis and in some forms of cancer (69). Moreover, they can
be found in acute disseminated encephalomyelitis, which is a postinfectious inflam-
matory disease, and in the serum and cerebrospinal fluid (CSF) of patients with multiple
sclerosis, where their level correlates with disease severity (70). Similar observations
were made in patients suffering from Parkinson’s disease (71), highlighting the poten-
tial relation between sCAM levels in biological fluids and inflammation. Interestingly, an
increase in soluble VCAM-1 has been detected in severe DENV infections and was
proposed to represent a marker to monitor disease severity (72). To clinicians, the use
and characterization of serum biomarkers is pertinent not only to predict disease
severity but also potential neurological impairment (e.g., by detecting neuronal factors
resulting from increased BBB permeability). In ZIKV* patients, however, we did not
detect differences in sSCAM levels depending of the neurological status at the time point
tested (still in the viremic phase). We could therefore not conclude that levels of sSCAMs
correlate with ZIKV CNS targeting; therefore, levels could be predictive of CNS impair-
ment during infection. It is possible that the general inflammatory response triggered
by ZIKV in humans precludes specific detection in the plasma of ubiquitous molecules
that are also modulated during CNS invasion or that differences appear later in the
disease progression. One could also speculate that in some patients, ZIKV could reach
the CNS without leading to strong and detectable neurological impairments. Nonethe-
less, adult CNS targeting during ZIKV infection could be a combination of strain-
dependent virulence, inflammatory environment, and individual genetic background.

Moreover, we showed that human pericytes were infected by ZIKV, also leading to
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the production of cytokines and chemokines. Due to their critical role in the NVU in BBB
endothelial cell biology, modulation of pericyte homeostasis can have direct effects on
barrier integrity (29). Moreover, pericytes have also been shown to directly regulate
leukocyte diapedesis once they crossed the endothelial cell layer (73). Very few studies
report on pericyte viral infection and their consequences: HIV was shown to efficiently
infect pericytes and, in turn, trigger cellular dysfunction and inflammatory responses,
which in some cases, may affect BBB integrity (74). Similarly, JEV can also infect brain
pericytes, which, through the action of inflammatory molecules, will destabilize the
brain endothelial barrier (75). Here, we detected efficient, albeit reduced, viral replica-
tion. This translated in the modulation of several genes involved in immune response,
in particular, some chemokines such as CXCL10 and CCL5 and inflammatory cytokines
such as IL-6 and IL-8. One could therefore draw the hypothesis that ZIKV release from
the BBB basolateral compartment and further pericyte infection could favor the pro-
duction of a local inflammatory environment. Interestingly, in ZIKV-infected retinal
pericytes were also shown to be infected by ZIKV (76). One limitation in our study,
however, is the use of bovine pericytes in the bi- and triple culture models. It will be
important to use human pericytes in these models, as inflammatory responses may
be different in infected human versus bovine pericytes. We also observed that
astrocytes potentiate the inflammatory response in infected BBB, as levels of
apically secreted CCL5 appeared to be more important when hBLECs were cultured
with astrocytes and pericytes. The infection of astrocytes by ZIKV in close proximity
to the BBB, concomitantly with pericytes, could strengthen the release of cytokines
and chemokines and the modulation of BBB integrity as well as the recruitment of
leukocytes from the blood.

A parallel between some of these observations and our previous work on the
blood-retinal barrier, in particular, the retinal pigment epithelium (RPE) (32), is pertinent
to draw here. Indeed, we and others have described the infection of several cell types
of the blood-retinal barriers, which can explain the ocular disorders associated with
ZIKV infection (77). Albeit some similar mechanisms in the induction of chemokines and
some inflammatory cytokines were reported here (i.e., upregulation of CCL5, CXCL10,
IFNB, IL6, etc.), it is noteworthy that ZIKV AF and ZIKV AS had a much stronger effect on
the RPE integrity and homeostasis. Indeed, at stages of infections where the BBB was
not perturbed, RPE impermeability was completely abolished, and electron microcopy
studies revealed the (almost complete) epithelium disruption (32). Moreover, ZO-1
staining was nearly abolished in ZIKV-infected RPE, altogether demonstrating that
cell-cell adhesion was strongly impaired. Here, on the contrary, the endothelium
organization and integrity were only subtly affected. The balance in the production of
cytokines and chemokines seems to be in line with the modest effect on barrier
integrity, as neither IL-18 or TNF-a and very limited amounts of IFN-y were produced,
cytokines previously shown to mediate BBB loss of integrity triggered by WNV and JEV
(19, 47). We report here nonetheless that BBB permeability was partially perturbed by
direct ZIKV infection both in vitro and in vivo. A recent study also suggests that ZIKV can
slightly modulate BBB integrity (23) and could be consistent with a local effect during
infection, allowing virus entry and recruitment of immune cells. This was also illustrated
during in vivo infection by JEV, where increased BBB permeability was observed in the
cerebrum but not in the cerebellum, suggesting that differential alterations in the
barrier properties of cerebrum and cerebellum microvascular endothelial cells could
likely occur depending on the inflammatory stimuli involved (78).

It is noteworthy, however, that the use of Ifnar—/— mice has a clear limitation when
parallels to ZIKV human (neuro)pathology need to be drawn (79). In particular, since IFN
pathways are involved in BBB integrity regulation, their modulation in mice could affect
BBB homeostasis per se, since type | IFN can stabilize the BBB and modulate the
expression of TNF-a and IL-18, known to perturb BBB integrity (2). For instance,
Ifnar—"~ mice subjected to WNV infection displayed an increased impairment of BBB
permeability compared to that of WNV-infected wild-type (WT) animals (80). Regarding
ZIKV and animal models, WT mice do not display strong sensibility to infection, due to
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the absence of degradation of murine STAT2 and a subsequent clearance of the virus
(79). Therefore, to study ZIKV, mice deficient in IFN signaling are used a majority of the
time, with the limitations described above. Interestingly, one study, however, demon-
strated strain-dependent BBB impairment in immunocompetent mice (23). The use of
nonhuman primate models showed that ZIKV reached the CNS and could provide
complementary approaches to better study the effect of ZIKV on BBB homeostasis in
vivo (79). In this light, compromised blood-brain barrier (loss of ZO-1) was observed in
new world monkey models subjected to ZIKV infection (81).

Finally, one could speculate on the differential neurotropism and local BBB inflam-
mation/perturbation between ZIKV AF and ZIKV AS, as we observed higher replication
and, in some cases, particularly in pericytes and astrocytes, stronger inflammatory
responses triggered following infection in vitro by ZIKV AF. Numerous studies now
point toward differences between African and Asian strains, with a generally higher
virulence and cell toxicity associated with ZIKV of African origins (12, 82). It is not clear,
however, whether differences in CNS access in adults exist between the different
strains. One study reported differences between ZIKV strains in BBB modulation (23),
and neural cell attachment and neurotoxicity dependent on ZIKV infection were
proposed to be dependent on the prM-E protein (83). Here, we show that in vitro, ZIKV
AF displayed a stronger apical and basolateral viral release, and in the mouse CNS, ZIKV
AF replicated more efficiently and led to stronger upregulation of some inflammatory
and adhesion molecules than ZIKV AS, suggesting that African strains may have better
access to the adult CNS.

Altogether, our observations would favor a hypothesis where ZIKV direct infection
of brain vascular endothelial cells would allow viral replication and possible delivery
into the parenchyma, a mechanism that, in combination with the Trojan horse pathway,
would favor ZIKV access to the CNS. Modulation of surface proteins such as CAM and
of junction actor modulators, as well as secretion of some chemokines and inflamma-
tory molecules, would help recruit leukocytes, which would engage in diapedesis and
further infiltrate the CNS, favoring neuroinflammation. Pericytes, which are now well
described as mediators of neuroinflammation, as well as astrocytes, could be infected
and support this inflammatory state, possibly in local areas of the BBB.

MATERIALS AND METHODS

Materials. The antibodies used in this study were as follows: mouse anti-pan-flavivirus (clone 4G2,
MAB10216; Millipore), rabbit anti-ZO1 (617300; Invitrogen), and rabbit anti-glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) (G9545; Sigma-Aldrich) antibodies, rabbit anti-VCAM-1 (clone EPR 16589;
Abcam) and blocking antibodies (BBA5; R&D Systems), rabbit anti-ICAM-1 (clone 9HCLC; Abcam) and
blocking antibodies (BBA3-200; R&D Systems), and mouse anti-hE-selectin (BBIG-E1; R&D Systems), rabbit
anti-PDGF receptor beta (ab32570; Abcam), mouse anti-dsRNA (J2; Scicons), rabbit anti-ZIKV Env (Gene-
Tex), rat anti-CD45 (14-0451; Bioscience), rabbit anti-CD3 (A0452; Agilent), and rabbit anti-claudin-5
(341600; Invitrogen) antibodies. Hoechst was purchased from Merck, and isolectin B4 was purchased
from Vector Laboratories.

Vero cells (ATCC, USA) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 10%
or 2% heat-inactivated fetal bovine serum (HI-FBS), 100 ug/ml streptomycin, 100 U penicillin, 2 mM
L-glutamine, 1% sodium bicarbonate, and 1% HEPES buffer (all from Pan Biotech). C636 cells were grown
in RPMI medium containing 10% or 2% HI-FBS, 100 ug/ml streptomycin, 100 U penicillin, without
L-glutamine but with 2.0 g/liter NaHCO, (all from Pan Biotech). Human pericytes and astrocytes were
purchased from ScienCell and cultured according to the manufacturer’s instructions. Cells were cultured
on poly-p-lysine-coated plates and were used between passage 2 and 4.

Virus strains. We used previously published ZIKV AF and AS strains (32, 33). Briefly, H/PF/2013 ZIKV
of Asian lineage (French Polynesia, 2013) and ArB41644 ZIKV of African lineage (Bangui, Central African
Republic, 1989) were produced and provided by the National Reference Center for arboviruses at fewer
than 5 passages on Vero cells. Viral titers were determined by the 50% tissue culture infective dose
(TCIDs,), which was calculated using the Spearman-Kérber method (84), and were expressed as TCID,,
per milliliter.

In vitro human BBB models. This model requires the collection of human umbilical cord blood, for
which infants’ parents signed an informed consent form, in compliance with French legislation. The
protocol is approved by the French Ministry of Higher Education and Research (CODECOH number [no.]
DC2011-1321). All experiments were carried out in accordance with the approved protocol. Hematopoi-
etic stem cells positive for the CD34 marker were isolated and purified from umbilical cord blood and
then differentiated into endothelial cells as previously described (85). Then, the CD34* blood cord-
derived endothelial cells (CD34*-EC) were seeded on Matrigel-coated Transwell filters (Costar, 0.4 wm) on
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top of bovine pericytes in 12-well plates as previously described (25). This model is then named human
brain-like endothelial cells (hBLECs) and reproduces the main features of the human BBB (25, 28). Briefly,
once plated, CD34+-EC and pericytes were cultured for 5 to 6 days, with medium changes every 2 days.
Then, endothelial permeability (Pe) was tested by measuring Lucifer yellow (LY) (20 uM; Life Technolo-
gies) transendothelial crossing using established protocols (25, 27). Pe was measured after 1 h of LY
transport by calculating the concentration-independent parameter as previously published (27). The
fluorescence detection was performed using a Tecan SPARK 10M apparatus with excitation/emission
wavelength (nm) settings of 432/538 nm. Infection experiments were carried when the barrier was
impermeable (i.e., with a Pe of =1 X 10~3cm/min). ZIKV was added at the correct MOI in 200 ul of
complete endothelial medium (ECM) for 2 h on an orbital shaker. Three hundred microliters of ECM was
then added and the inoculum removed. Infections were then carried for 4, 7, or 10days. For each
experiment, triplicates were used.

The TEER was measured using the Epithelial Volt/Ohm Meter EVOM2 (World Precision Instruments,
Hertfordshire, UK) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, electrodes were sterilized in 70%
ethanol for 5 min, rinsed and equilibrated in media, and then placed in the compartmentalized chambers
with the longer electrode vertically touching the bottom of the dish in the lower chamber and the
shorter electrode in the upper chamber without touching the cell layer. TEER was recorded once the
value stabilized, approximately 5s after placing the electrode. To calculate the final TEER values
(Ohms-cm?), the background measurement of a Matrigel-coated insert without cells was subtracted from
the reading and the value multiplied by the growth surface area.

For triple-culture experiments, pericytes were seeded on the day of plating onto the gelatin-coated
bottom of the Transwell filter (Costar, 0.4 um), and 3 h later, CD34*-EC were seeded on the Matrigel-
coated top part of the filter. Coculture was allowed for 6 days, and Pe was tested via the LY protocol. The
following day, human primary astrocytes were plated on poly-L-lysine-coated 12-well plates, and filters
were transferred according to published protocol (35). In this set up, there is no contact between the
different cell types. Infection with ZIKV was concomitantly performed.

Leukocyte adhesion assays. T cells and monocytes were purified according to established protocols
and maintained for 7 days with the cytokine IL-2 (T cells CD4*) or used 12 to 18 h postisolation
(monocytes). Buffy coats from healthy donors were obtained from the Etablissement Francais du Sang
(EFS, Montpellier, France). After Ficoll gradient on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), mono-
cytes were isolated using CD14 MicroBeads (Miltenyi Biotec); purity was >95% CD14*. Adhesion assays
were conducted as previously published (27). Briefly, immune cells (LyT or monocytes) were labeled
using the CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) probe according to the manufacturer’s instruc-
tions (Life Technology) and incubated for 30 min on hBLECs in ECM. Blocking experiments were
performed by incubating with a cocktail of neutralizing antibodies against ICAM-1, VCAM-1, and
E-selectin (10, 20, and 25 pug/ml, respectively; R&D systems [see above]) for 1 h prior to the adhesion
assay. Cells were then gently rinsed with PBS, filters were fixed with 4% paraformaldehyde (PFA) for
15 min at room temperature (RT), and indirect immunofluorescence assessment was then performed.
The “spread” phenotype was determined when the general cell shape was not circular and some cell
ruffles or filopodium-like structures were observed. This descriptive method was further confirmed by
analyzing the cell diameter.

Mouse experiments and ethics statement. Pathogen-free Ifnar—/— mice (86) kindly provided by
Giles Uzé were bred in the animal facilities at CECEMA (Centre d’Elevage et de Conditionnement
Expérimental des Modéles Animaux). Groups of 6- to 8-week-old I/fnar—/~ mice were infected with
ZIKVPF13 or ZIKVArB41644, as described previously (32). Briefly, groups of 6- to 8-week-old mice were
inoculated via an intraperitoneal route with 10* TCID,,/ml of ZIKV AS or ZIKV AF. At 7 dpi, mock- and
ZIKV-infected mice were intravenously (i.v.) injected with 0.5% Evans blue solution (EB; 200 wl per mouse)
and euthanized after PBS intracardiac perfusion following a lethal dose of pentobarbital (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany). Brains were either fixed in 4% PFA and cut using a microtome (3-um sections) at
the RHEM facilities (Montpellier) or snap-frozen. Mice were bred and maintained according to the French
Ministry of Agriculture and European institutional guidelines (appendix A STE no. 123). Experiments were
performed according to national regulations, and this study was specifically approved (approval no.
6773-201609161356607) by the regional ethics committee of Languedoc-Roussillon (Comité Régional
d’Ethique sur I'Expérimentation Animale- Languedoc-Roussillon), France.

Human samples (CARBO cohort). CARBO (Cohort Arbovirosis) is a descriptive and prognostic study
of arbovirosis in France, based on a hospital cohort of children and adults with suspected arbovirosis. The
main objective of the study was to define the predictive factors of severe arbovirosis. This study is
registered at clinicaltrials.gov (NCT01099852). Ethical clearance was obtained from the French National
Agency for the Safety of Medicines and Health Products (ANSM) (no. IDRCB 2010-A00282-37) and by the
committee for the protection of individuals. Written and signed informed consent of all subjects was
obtained. For this study, patient inclusion was conducted from December 2015 to December 2016.
Inclusion criteria were suspicion of ZIKV infection, ability to sign informed consent, blood or urine sample
positive for ZIKV RNA by reverse transcription-PCR (RealStar Zika Virus RT-PCR kit 1.0; Altona Diagnostics,
Hamburg, Germany), and onset of symptoms of =21 days. Data were collected at the initial visit and, if
possible, at day 3 after the onset of symptoms, between days 5 and 7, between days 8 and 10, at day
21, and at weeks 6 and 12, including sociodemographic data, comorbidities, and clinical characteristics.
Neurologic manifestations were classified as either involving the peripheral nervous system (PNS) only,
CNS only, or involving both PNS and CNS (mixed disorders). A diagnosis of Guillain-Barré syndrome was
made using international Brighton criteria. Patients with encephalitis or acute myelitis were diagnosed
according to consensus criteria.
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Statistics. For all quantitative analyses, a minimum of three independent experiments were per-
formed. Unpaired t tests (i.e., Wilcoxon-Mann-Whitney) were performed to analyze unpaired data.
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b. Conclusion

Nous avons décrit ici, pour le ZIKV, un mécanisme d’accés au SNC et ses effets
sur ’homéostasie de la BHE. Nos observations suggerent que I'infection des cellules
endothéliales par le ZIKV permet une réplication virale au sein des cellules et une
libération des particules virales dans le compartiment cérébral. La modulation des
protéines de surface telles que les CAM, des modulateurs d’acteurs de jonctions ainsi
que la sécrétion de certaines chimiokines et molécules inflammatoires, pourraient
aider a recruter les leucocytes (figure 41). Cet environnement favoriserait
'engagement des leucocytes dans I'étape de diapédése, leur permettant d’infiltrer
davantage le SNC, favorisant ainsi la neuroinflammation. Pour finir, les péricytes et les
astrocytes, connus comme médiateurs de la neuroinflammation, pourraient eux aussi

étre infectés et soutenir cet état inflammatoire dans des zones locales de la BHE.
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Figure 41. Schéma récapitulatif de nos résultats obtenus avec le virus Zika.
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2. Article Il

Study of Usutu virus neuropathogenicity in mice and human cellular

models

a. But de I’étude

Bien que principalement asymptomatique ou responsable de signes cliniques
légers, 'USUV a récemment été décrit comme étant associé a des troubles
neurologiques chez ’'Homme tels que des encéphalites et des méningo-encéphalites,
ce qui met en évidence la menace potentielle que représente ce virus. Malgré cela, la
pathogenese d’'USUV reste largement inexplorée.

Cette étude avait pour but de mieux caractériser la neuropathogénese d’'USUV
a I'aide de modeles murins et de modeles cellulaires humains. Chez les souris adultes
ifnar’ et chez les souris swiss agées d'une semaine, nous avons observé que
l'infection d’USUV entraine une perte de poids, des troubles moteurs et une mortalité.
L’'USUV infecte efficacement le SNC (cerveau, moelle épiniére et ceil) des modéles
murins en association avec une infiltration massive des cellules immunitaires et une
forte induction de cytokines pro-inflammatoires. Dans le modéle in vitro de BHE, nous
avons observé qu’'USUV peut infecter les cellules endothéliales, que celles-ci peuvent
libérer des cytokines et chimokines inflammatoires sans altérer l'intégrité de la BHE.
Suite a linfection d’'USUV chez les souris, nous avons observé des problemes
oculaires drastiques associés a une forte réponse inflammatoire. Pour ces raisons,
nous nous sommes ensuite intéressés a un modeéle in vitro d’épithélium pigmentaire
rétinien (RPE) humain. Nous avons utilisé un RPE dérivé de cellules souches
pluripotentes induites humaines (iPSC) morphologiquement et fonctionnellement
caractéristiqgue du RPE in vivo °. La monocouche de RPE dérivée des iPSC est un
pavé pigmenté polarisé qui exprime des marqueurs RPE spécifiques et des protéines
de jonctions serrées (par exemple, ZO-1) et qui est pleinement fonctionnel en terme
de phagocytose et de transport du liquide apicobasal. |l représente donc un modéle
puissant pour I'étude de la physiopathologie du RPE. Dans ce modele, nous avons
observé qu’USUV infectait, répliquait et induisait des cytokines inflammatoires mais ne

perturbait pas I'intégrité de cet épithélium.
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Abstract

Usutu virus (USUV), an African mosquito-borne flavivirus closely related to West Nile virus,
was first isolated in South Africa in 1959. USUV emerged in Europe two decades ago, caus-
ing notably massive mortality in Eurasian blackbirds. USUV is attracting increasing attention
due to its potential for emergence and its rapid spread in Europe in recent years. Although
mainly asymptomatic or responsible for mild clinical signs, USUV was recently described as
being associated with neurological disorders in humans such as encephalitis and meningo-
encephalitis, highlighting the potential health threat posed by the virus. Despite this, USUV
pathogenesis remains largely unexplored. The aim of this study was to evaluate USUV neu-
ropathogenicity using in vivo and in vitro approaches. Our results indicate that USUV effi-
ciently replicates in the murine central nervous system. Replication in the spinal cord and
brain is associated with recruitment of inflammatory cells and the release of inflammatory
molecules as well as induction of antiviral-responses without major modulation of blood-
brain barrier integrity. Endothelial cells integrity is also maintained in a human model of the
blood-brain barrier despite USUV replication and release of pro-inflammatory cytokines.
Furthermore, USUV-inoculated mice developed major ocular defects associated with
inflammation. Moreover, USUV efficiently replicates in human retinal pigment epithelium.
Our results will help to better characterize the physiopathology related to USUV infection in
order to anticipate the potential threat of USUV emergence.

Author summary

Number of emerging arboviruses involved in human infections has increased consider-
ably in the past years. Among them, Usutu virus (USUV) is an African mosquito-borne
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virus first isolated in South Africa that recently emerged. USUV infection in humans is
considered to be most often asymptomatic or to cause mild clinical signs. Nonetheless,
increased cases of neurological complications such as encephalitis or meningoencephalitis
have been reported in Europe but the mechanisms behind this neuropathogenesis remain
largely unclear. In this study we showed that USUV can infect efficiently several organs
and cells of the central nervous system associated with a drastic inflammation and various
deleterious effects. Our results contribute to the characterization of the neurotropism
related to USUV infection.

Introduction

Among emerging viruses, Usutu virus (USUV) has recently attracted the attention of the scien-
tific community due to its extensive spread in Europe, which has grown in recent years. USUV
is an African mosquito-borne virus that was first identified in 1959 in South Africa [1]. Like
West Nile virus (WNV), with which it shares many common features, it belongs to the Japa-
nese encephalitis (JEV) serocomplex in the Flavivirus genus (Flaviviridae family) [2,3]. USUV
is an enveloped virus of approximately 40-60 nm in diameter. Its genome is a single-stranded
RNA of positive polarity comprised of 11,064 nucleotides harboring a 5> N7-methylguanosine-
triphosphate cap but lacking a polyA tail at the 3’ end [4]. The genome has a single open read-
ing frame coding for a polyprotein of 3,434 amino acids that, after cleavage, gives rise to three
structural proteins (capsid C, premembrane prM, and envelope E) and eight non-structural
proteins (NS1/NS1’, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, 2K, NS4b, and NS5) [2]. Phylogenetic studies
have shown that USUV strains can be divided into 8 lineages: 3 African and 5 European [5].
The originally isolated USUV strain SAAR 1776 belongs to African 2 lineage that has been
known to be circulating in Europe for several years and was recently identified in a clinical
case of a frigore facial paralysis in France [6,7]. Phylogenetic analyses suggest that at least three
USUV introductions have occurred in Europe along the bird migratory routes from Africa [6].
The natural life cycle of USUV is very similar to that of WNV. The virus is maintained through
an enzootic cycle involving mainly birds of the orders Passeriformes and Strigiformes as
amplifying hosts and ornithophilic mosquitoes, like the common Culex pipens which is wide-
spread in Europe, as vectors [8]. Major central nervous system (CNS) disorders such as pros-
tration, disorientation, and ataxia have been reported in USUV-infected birds, leading to
death. Necrotic areas and inflammatory infiltrates composed of lymphoid and histiocytic cells
also have been reported in the brain of infected birds [9]. Mammals, including wild boars,
were described as accidental or dead-end hosts [10-12]. USUV has also been detected in bats
and in different rodents and shrew species, suggesting the possibility of the existence of non-
avian reservoirs [13,14]. Up to 2015, USUYV infection has been reported in mosquitoes, birds,
and horses in a dozen of European countries. During the summer of 2016, major USUV epizo-
otics affecting avifauna were evidenced in Northern Europe, and in 2018, USUV spread rap-
idly in Western Europe, associated with a large WNV epidemic [8,15-18].

In humans, USUV infection was first described in Africa (Central African Republic and
Burkina Faso in 1981 and 2004, respectively), with mild clinical signs such as fever and skin
rash reported [12]. In Europe, the recent epizootics were also accompanied by several descrip-
tions of human neurological disorders, including facial paralysis, encephalitis, meningitis and
meningoencephalitis, in immunocompromised and immunocompetent patients, representing
to date around 30 cases [7,18-25]. Moreover, molecular and serologic evidence of USUV
infection in Italian, German, Austrian and Dutch blood donors indicates that the virus is also
circulating silently among asymptomatic humans in Europe and could potentially be a concern
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for blood transfusions [26-29]. Very little is known about USUV pathogenicity. USUV, like many
flaviviruses, is neurotropic. It can infect murine and human neuronal cells in vitro, leading to apo-
ptosis or proliferation arrest [30]. Adult wild mice do not appear susceptible to USUV infection
[10]. In contrast, mice lacking the interferon type 1 receptor (Ifnarl”") were highly sensitive to
USUV neuroinvasive infection, as has been described for other flaviviruses [31]. Experimental
infections of one-week-old immunocompetent-Swiss and Ifnarl”” mice by intraperitoneal injec-
tion reproduced neurological signs such as depression, paraplegia, paralysis and coma [10,32].

In this study, we attempted to better characterize USUV neuropathogenicity using mice
and human cellular models. We demonstrated that USUV efficiently replicates in the spinal
cord and brain of mice associated with infiltration of immune cells and strong induction of
pro-inflammatory cytokines. We also showed that USUV can infect a human model of the
blood-brain barrier (BBB) without altering its integrity. Moreover, USUV-inoculated mice
developed drastic ocular defects. To study the ability of USUV to replicate in the human retina,
we infected confluent induced pluripotent stem cell (iPSC)-derived retinal pigment epithelium
(RPE) cultured on transwell filters [33]. We observed USUV replication and cytokine induc-
tion that was not associated with a loss of epithelium integrity.

Results
USUYV induces weight loss, motor impairment and mortality in mice

To better characterize USUV neuroinvasiveness, we first assessed the susceptibility of mice to
USUV infection. Many Flaviviruses, such as dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV),
classically do not effectively infect immunocompetent mice, likely due to an absence of spe-
cies-specific immune evasion mechanisms [34,35]. For example, NS5 protein from ZIKV
antagonizes human but not mouse STAT2, which transmits signals downstream of IFNARI, a
component of the type I IFN receptor [36]. To overcome this limitation, it is necessary to use
either mice deficient in the interferon receptor (Ifnar ") gene or immunocompetent neonatal
mice [34]. Previous reports of USUV-associated neuropathology in mice have shown that
these animal models are pertinent to study USUV neuropathogenicity [31,32]. Ifnar’” mice
(12 weeks old) and suckling immunocompetent Swiss mice (6 days old) were intraperitoneally
(i.p.) inoculated and weight loss and motor defects were monitored until the end of the experi-
ment. Infected animals progressively lost weight or failed to gain weight in both mice models
(Fig 1A). In infected mice, the first signs (lethargy and inactivity) appeared 4 days post infec-
tion (dpi) and mean time to death was 8 dpi (Fig 1B-1D). All infected Ifnar'/ " mice died 6 dpi
whereas suckling mice had 60% mortality at 14 dpi in accordance with a previous study (Fig
1B) [10]. We subsequently decided to focus primarily on studying the effect of USUV in
immunocompetent suckling mice. Motor functions were examined at 6 dpi in neonatal mice
using basic established motoric tests. Footprint assays, used to determined gait ataxia, showed
characteristics of gait abnormalities in infected mice, such as a reduced stride length and
increased hindlimb foot angle (Fig 1C). Endurance strength, measured through an inverted
screen test, was significantly impaired in symptomatic USUV mice (around 60%), which
exhibited significantly shorter latency to fall (Fig 1C). These results show that drastic motor
dysfunction in USUV-infected mice appears quickly after infection.

USUYV replicates in multiple organs and tissues of the infected neonates but
mainly in the nervous system

To better characterize USUV tropism, mice were dissected following euthanasia to isolate sev-
eral organs and tissues. RT-qPCR targeting the NS5 gene of USUV was performed to quantify
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Fig 1. Pathogenic manifestations of USUV infection in suckling immunocompetent and Ifnar ™~ mice. (A) Weight tracking and (B) survival rates
of neonatal Swiss mice (6 days old) and Ifnar™"~ mice (80 days old) intraperitoneally inoculated with 10* TCID50/mouse of USUV. CT = control mice.
Infection by USUV is lethal at 60% for suckling Swiss mice and at 100% for Ifnar™~ mice. Infected mice lose weight over time. (C) Left panel. Footprint
assay of gait abnormalities in control and USUV-infected suckling mice. The stride length and hindlimb foot angle were measured using hind paws
marked with blue ink. USUV-inoculated animals have a greater foot angle and a reduced stride length compared to non-infected mice, indicating
motor defects. Right panel. Endurance measured by the inverted screen test shows that infected mice exhibited significantly shorter latency to fall. (D)
Signs, morbidity rate, and onset date of USUV-infected suckling mice. Lethargy appears around 4 dpi and mice die on average at 8 days. Mice were
monitored daily until clinical signs of disease were displayed and then were euthanized. n = 20 for each group. * p < 0.05, ** p <0.01.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9001

viral genome of USUV-infected mice as compared with the PBS-treated mice [37]. First, viral
load was determined in blood and urine. Interestingly, viral RNA appears earlier in blood (3
dpi) than in urine (6 dpi) but also disappears earlier as described for several other flavivirus
(Fig 2A). The late presentation of the viral RNA in the urine, which is predominantly detected
at 12 dpi, suggests that urination could be a route for the excretion of the virus. Viral genome
was then identified by RT-qPCR at 6 dpi in all other tested tissues: liver, spleen, hindlimb mus-
cle, kidney, and bladder (Fig 2B). Interestingly, the highest amounts of viral genome were
detected in nervous tissues such as eyes (including optic nerve), brain, spinal cord and sciatic
nerves (Fig 2B, black bars).

Therefore, our results suggest that USUV infects and replicates in various tissues and
organs, with a greater tropism for the central and peripheral nervous system.

USUYV induces massive brain inflammation

As suggested by previous studies, as well as our RT-qPCR results (Fig 2B) and the signs
observed in mice (such as limb weakness and hind-limb paralysis), USUV replicates and dam-
ages CNS tissues to cause functional abnormalities [10,32]. To better characterize the profile of
brain infection, we performed immunofluorescence and immunohistochemistry (IHC) assay
in different areas of the CNS in 12-day-old mice (6 dpi). First, brain sections were stained by
HES (hematoxylin eosin saffron) to analyze the general histomorphology. We observed mas-
sive infiltrating cells (corresponding to 28% of total cells), cell shrinkage and some cells (6,2%)
with nuclear condensation associated with caspase 3 staining, suggesting a limited apoptotic
process (Fig 3A and 3B). Massive inflammatory infiltrates in multiple areas of the brain,
mainly in striatum and thalamus, were highlighted by CD45 staining which recognize all lym-
phoid cells (Fig 3C and 3D). USUV-staining showed direct infection of the brain that is not
correlated with the distribution of inflammatory cells (Fig 3E). Among these inflammatory
cells, we detected infiltration of T cells (CD3 staining), macrophage infiltration (F4/F80 stain-
ing), but no significant B cell infiltration (PAX 5 staining) (Fig 4A, S1 Fig). Activated microglia
are a major source of cytokines/chemokines induction within the inflamed brain. To deter-
mine if USUV replication and cell death induction correlated with microglia cell recruitment/
activation, we stained brain sections for Ibal (Ionized calcium binding adapter molecule 1),
which is upregulated in activated microglia cells. We observed an increase in Ibal staining in
the brains of diseased mice as compared to control mice (Fig 4B). To determine whether this
recruitment of inflammatory cells is correlated with overexpression of inflammatory cytokines
and induction of anti-viral responses, we used a PCR array to analyze inflammatory cytokines
and receptors (Fig 4C) [38]. The gene expression of some key cytokines and chemokines
appeared to be strongly increased in USUV-infected brains. Notably, we observed upregulated
mRNA expression levels of components of interferon (IFN) signaling such as IFNS, but also
interferon regulatory transcription factor (IRF) family such as IRF5 and IRF7, IFIH] (inter-
feron induced with helicase C domain 1) and several interferon-stimulated genes (ISGs):
OAS2 (2’-5’-oligoadenylate synthetase 2), MX1 (MX dynamin-like GTPase 1) and ISG15
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Fig 2. USUV infects multiple organs of neonatal mice but target mainly the CNS. 6-day-old Swiss mice were infected intraperitoneally with USUV at 10* TCID50/
mouse. Viral burden was measured by RT-qPCR assay and indicated by TCID50 equivalent per gram. (A) Viral burden in blood and urine at several times post injection.
Viral RNA appears earlier in blood (3 dpi) than in urine (6 dpi) and disappears earlier. (B) Viral burden in several organs including CNS at 6 dpi. Viral genome was
detected in liver, spleen, hindlimb muscle, kidney, and bladder. The higher amount of viral genome was identified in nervous tissues (black bars). Lower limit of
detection is of 50 TCID50 equivalent per gram or per ml.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9002

(Interferon stimulated gene 15). It is notable that the main components of inflammasome,
such as NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3), IL-18 (interleukine 1
beta), AIM2 (Absent In Melanoma 2), CASPI (caspase 1), CASP8 (caspase 8) and PYCARD,
are also overexpressed in USUV-infected mice. This suggests that this complex, involved in
innate immunity, is activated following USUV infection as has been previously shown for
other flaviviruses like WNV [39,40]. Several chemokines, such as CXCL10, CXCL9 and CCL5,
were also found highly upregulated in the brain of USUV-infected mice (Fig 4C). These cyto-
kines are known to be increased within the CNS during arboviral encephalitis and are highly
induced during JEV, WNV, TBEV (Tick borne encephalitis virus), SFV (Semliki Forest virus),
and SINV (Sindbis virus) infection [41]. CXCL10 has been reported to induce neuron apopto-
sis or direct damage in neuronal cells [42]. In our experiment, CXCL10 mRNA is upregulated
up to 1000 times the normal level in the brains of USUV-diseased mice (Fig 4C) and CXCL10
protein level appears also up-regulated in infected mice (Fig 4D). Interestingly, CCL5 protein
was also found to be up-regulated in the blood of Swiss and Ifnar”’  USUV-infected mice (S2
Fig). Moreover, we observed the upregulation of one of the main inflammatory cytokines, IL6,
and increased expression of RIG-I (DDX58), LGP2 (DHX58) and TLR3, pattern-recognition
receptors (PRRs) activated by viral dsRNA during viral replication (Fig 4C, S3 Fig) [43].

Numerous studies have shown that flaviviruses can reach the CNS by crossing the BBB,
with or without barrier breakdown, using several pathways, including direct infection of brain
microvascular endothelial cells, transcytosis or through infected-immune cells (Trojan-horse
mechanism) [44]. To determine if USUV infection is associated with loss of BBB integrity, we
infected adult mice (Ifnar”") that have fully formed BBB. After infection, animals were sub-
jected to Evans blue (EB, a colorant used to monitor BBB integrity) by intraperitoneal-injec-
tion at 3 dpi (as we did not detect viral RNA in brain until 3 dpi) and 6 dpi. There was no blue
labelling in brain suggesting no major BBB disturbance after USUV infection while other
organs, like the liver, were blue (Fig 4E).

Altogether our observations suggest that USUV induces a strong antiviral-response in the
CNS, which is associated with inflammation and highlighted by the recruitment of inflamma-
tory cells and the mRNA upregulation of pro-inflammatory cytokines and chemokines as well
as of inflammasome components.

USUYV replicates in brain-like endothelial cells of an in vitro human BBB
model and upregulates inflammatory cytokines and chemokines

Our in vivo results suggest that USUV can cross the BBB without major barrier breakdown
and may lead by this mechanism to encephalitis and/or meningoencephalitis via inflammatory
response. Moreover, we previously shown that USUV, like for other flaviviruses, can infect
human neuronal precursors and astrocytes, leading to death by apoptosis or arrest of prolifera-
tion, respectively [45]. As arbovirus infection in mice might be species-specific, we determined
whether our observations had relevance to human tissues. To address this issue, we sought to
determine whether USUV could directly infect the human BBB and perturb its integrity. We
used an innovative human in vitro BBB model that recapitulates the main characteristics of the
endothelial barrier observed in vivo. Briefly, CD34" cord blood-derived hematopoietic stem
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Fig 3. USUYV induces apoptosis and cellular infiltration in the mouse brain. (A) Transverse sections of the brain (thalamus) of USUV-infected
and control (mock, PBS injected) mice at 6 dpi stained with haematoxylin/eosin/saffron. We observe cellular infiltration and cell shrinkage.

CT = control mice. (B) Some cells present nuclear condensation and caspase 3 staining after immunohistochemistry, suggesting apoptotic process
in USUV-infected mice. Right panel: zoom on apoptotic cell. Arrows indicate apoptotic cells. (C) Immunohistochemical CD45 staining
(associated with luxol blue) showing massive inflammatory infiltrates in multiple areas of the infected brain. (D) Quantification of CD45 positive
cells in different brain area. Cor: Cortex, Cer: Cerebellum, Hyp: Hypothalamus, Hip: Hippocampus, Str: Striatum, Tha: Thalamus. (E)
Immunohistochemical staining of viral antigen and CD45. The majority of infected cells are not inflammatory cells.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9003

cells were allowed to differentiate on culture inserts in contact with pericytes for 6-7 days to
acquire BBB characteristics (Fig 5A) [46]. These brain-like endothelial cells (hBLECs) express
tight junctions and transporters typically observed in brain endothelium [46] and allow to
study drugs or cells passage across the BBB [47,48]. hBLECs were infected by USUV on the
apical side at the multiplicity of infection (MOI) of 0.1. At 4, 7 and 10 dpi supernatants were
collected in the apical and basolateral sides and cells were fixed to analyze endothelium integ-
rity. Viral replication was determined by tissue culture infective dose 50% (TCID50). Fig 5B
shows viral titers in apical sides (corresponding to blood vessel lumens) at 4 dpi and to a lesser
extent at 7 dpi (corresponding to the production between 4 to 7 days, as medium need to be
changed at 4 dpi), whereas no efficient production was detected at late time (7 to 10 dpi pro-
duction). Weak viral production was detected later (at 7 dpi) in the basolateral sides (which
would correspond to the parenchyma side) and increased at 10 dpi. We used the clearance of
the small paracellular integrity marker, Lucifer Yellow, to evaluate the endothelial permeability
coefficient [46]. Endothelium integrity did not appear significantly altered at the studied times
(until 10 dpi) as the control and infected endothelium displayed a permeability coefficient of
~0.5x10% cm/min, consistent with “tight” BBB endothelia (inferior to 1.5). This result was con-
firmed by B-catenin and actin immunofluorescence at 10 dpi to assess endothelium architec-
ture (Fig 5C and 5D). No significant cytopathic effects (CPE) were observed despite infection
of endothelium cells (Fig 5E).

Using ELISA assays, we next measured the concentrations in apical and basolateral sides of
CXCL10, CCL5, and IL6, chemokines and cytokines that we previously showed as upregulated
in USUV-infected mouse brains. Following USUV infection, we showed secretion of CXCL10,
CCLS5, and IL6 in apical compartments from 4 to 10 dpi, but the secretion level decreased with
time. CXCL10 and CCL5 were also secreted at the basolateral side (Fig 5F).

Altogether, our results suggest that USUV may directly infect the BBB from the luminal
side. USUV infectious particles are released from apical and basolateral compartments of the
endothelium and could therefore reach the CNS via this route. Moreover, productive infection
does not significantly alter the BBB integrity as the endothelium remains impermeable and no
architectural disturbance was observed. Otherwise, chemokines such as CXCL10 or CCL5 are
secreted from both sides in infected hBLEC:s, potentially leading to the recruitment of inflam-
matory cells to promote the massive inflammation observed in vivo.

USUYV induces spinal cord inflammation

As shown in Fig 2B, a high viral RNA amount was found in the spinal cord of infected mice.
We also observed infected cells by immunofluorescence (Fig 6A). This is why we decided to
explore the inflammation profile in the spinal cord and to compare it with the one observed
for infected brains. First, CD45 staining indicated recruitment of uninfected inflammatory
cells in USUV spinal cords (Fig 6B and 6C). We also detected apoptosis (10.1%) in the spinal
cord of infected-animals (Fig 6D). Interestingly, the inflammation profile studied by PCR-
array was very similar in the spinal cords and brains of USUV-infected mice. We detected in
particular overexpression of the same chemokines (CXCL10, CXCL9, CCL5), as well as of
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Fig 4. USUV induces massive brain inflammation. Histological sections of neonatal brain mice infected by USUV (6 dpi). (A) Immunohistochemical
staining of B-cells (PAX 5), T-cells (CD3) and macrophages (F4/F80) showing T-cells and macrophages infiltration. (B) Immunofluorescence staining
(Ibal in pink, nucleus in green) shows microglia recruitment/activation in USUV-infected brain contrary to control mice (CT). (C) RT-qPCR analysis
using a specific inflammatory cytokines and receptors PCR array of mRNA collected at 6 dpi from brain of control and infected mice. Fold regulation
of statistically significant genes normalized to CT are indicated for 3 mice of each group. p <0.05 (p value in S3A Fig). Scale bar = 50pum. (D) CXCL10
protein level in control and infected mice. (E) Representative picture of dissected brain from EB-injected mock- and USUV- infected mice at 3 and 6
dpi showing no blue labelling. Liver is used as positive control of EB staining.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9004

spinal cord-specifically upregulated CCL3 and CCL4 chemokines. Antiviral response was also
overexpressed (IFNf, OAS2, MX1, ISG15, IRF5, IRF7, . ..) as well as inflammasome compo-
nents (NLRP3, CASP8), and we found the same PRRs overexpressed in the spinal cord as in
the brain (RIG-I, LGP2 and TLR3) (Fig 6E, S4 Fig).

USUYV induces inflammatory responses in the eye and efficiently replicates
in human retinal pigment epithelium

As an extension of the CNS, the eye displays similarities to the brain and spinal cord in terms
of anatomy, functionality, response to injury, and inflammation [49]. Although eyes are
sequestered from the systemic circulation, numerous viruses, among them arboviruses can still
reach this organ and cause inflammation and pathologies [50]. Several flaviviruses, including
DENV, ZIKV and WNV, have been described as triggering ophthalmic damage, including ret-
inopathy [51]. Using a RT-qPCR approach, we observed that USUV could replicate in the eyes
of neonatal mice (4x10* TCID50 eq per g, Fig 2B) and Ifnar”" infected mice (10°> TCID50 eq
per ). This replication was associated with some ocular defects, including severe conjunctivitis
in Ifnar”” mice with extraocular exudate, as shown in Fig 7A. Similarly, USUV-infected neona-
tal mice frequently presented closed eyes. Histological analyses by HES staining showed dis-
ruption of both inner and outer retinal structure and a loss of photoreceptors layer (Fig 7B and
7C). Histological analysis revealed otherwise no apoptotic cells after staining with caspase 3
antibody (S5 Fig), whereas CD45 staining revealed infiltration of inflammatory cells in all lay-
ers of the posterior compartments, mainly in retinal ganglion cell layer and the inner retina,
but also in the optic nerve and in the iris of the anterior eye, suggesting neuroretinitis and uve-
itis (Fig 7C). As microglial cells are the major population of immune cells in quiescent retina,
and are important for the maintenance of retinal homeostasis, we checked for their presence
in infected eyes [52]. We observed strong infiltration of microglial cells in USUV-infected
eyes, mainly in close proximity to the RPE (Fig 7D). To see if inflammatory cell infiltration in
eyes is associated or not with chemokine/cytokine overexpression, we measured mRNA
expression of CXCL10, CCL 5 and IL6, among the strongest inflammatory mediators overex-
pressed in previous tested organs (i.e., brain and spinal cord). All of these chemokines/cyto-
kines were overexpressed after USUV infection whereas IFNf and TNFa (tumor necrosis
factor) levels remained unchanged (Fig 7E).

The RPE, the supporting tissue of the retina, consists of a monolayer of epithelial cells that
contributes to the retinal-blood barrier and regulation of the immune response in the eye
[53,54]. In these cells, viral replication could be associated with anti-viral responses and cyto-
kine secretion, which could potentiate local inflammation. Human induced pluripotent stem
cell (iPSC)-derived retinal pigment epithelium is morphologically and functionally character-
istic of the RPE in vivo and thus represents a powerful model for studying pathophysiology of
the RPE and its role during arboviral infection [55,56]. We infected human RPE, grown on
transwell filters in compartmentalized chambers, with USUV at a MOI of 0.2. We observed
viral production in apical and basolateral chambers over a period of 7 days by the TCID50
method (Fig 7F). Epithelium integrity was maintained upon infection and measures of the
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Fig 5. USUV replicates in a human model of the Blood-Brain Barrier without alteration of endothelium integrity. (A) Human in vitro BBB model that consists
in CD34+ blood cord-derived endothelial cells (CD34+-EC) that have been further differentiated and cultured in transwell filters placed on top of bovine pericytes.
(B) BBB model was infected with USUV at MOI 0.1. Viral titers from inoculum, apical and basolateral compartments are indicated at 4 dpi, 7 dpi and 10 dpi.
(*p<0.05, **p<0.01). (C) Permeability (Pe) of the Lucifer Yellow (LY) paracellular marker was measured in mock (control, CT)- or USUV-infected BBB models at
2 dpi, 4 dpi, 7 dpi and 10 dpi. Positive control of the opening of BBB: endothelial cells were incubated with 10% dimethylsulfoxide (DMSO) one hour before
permeability experiment. Results are expressed as mean + SEM of 3 independent experiments. (D) Immunofluorescence of actin and B-catenin staining showing no
major perturbation of endothelium architecture at 10 dpi. Scale bar = 10um. (E) Immunofluorescence of actin and pan-flavivirus staining showing infection of
endothelium cells. (F) ELISA analyses of IL6, CXCL10 and CCL5 concentrations in the supernatants from apical (api) and basolateral (baso) compartments of
mock- or USUV-infected BBB model at 4 dpi, 7 dpi and 10 dpi.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9005

transepithelial resistance (TEER) of confluent RPE monolayers showed no significant variation
after infection (S6 Fig). We performed RT-qPCR analysis targeting mainly genes involved in
interferon response. This analysis disclosed upregulation of type 1 IFN (IFNa and IFNf) and
Interferon-Responsive Genes showing notably upregulation of many IFI (Interferon-inducible
protein) (Fig 7G). Interestingly, CXCL10, CCL5 and IL6 were also found upregulated in
human RPE infected by USUV, as was observed in the murine eyes as well as the brain and spi-
nal cord.

Taken together, these data suggest that USUV replication in mouse eyes induces inflamma-
tion as in the CNS. Moreover, USUV infects human RPE and elicits a strong anti-viral
response, potentially leading to immune-mediated responses.

Discussion

The immune system initially is mobilized to defend the CNS from the invading pathogens, but
sometimes can participate in devastating pathological reactions. Even with the great diversity
of viruses that invade the CNS, many infections induce common pathogenic cascades such as
the release of potentially detrimental immune mediators that can cause neurotoxicity. There-
fore, despite the immune-privileged status of the CNS, inflammation can appear and induce
neuronal damage in humans and animals. This inflammation can take place in several anatom-
ical regions such as the meninges (meningitis), parenchyma (encephalitis), or spinal cord
(myelitis), but also in multiple regions (meningoencephalitis, encephalomyelitis). Antiviral
immune responses can also under certain conditions be an active contributor to these neuro-
logical disorders [57]. The symptoms and severity of the disorders thus depend on several fac-
tors, such as cell tropism, viral cytopathogenicity and the host immune response. One of our
striking results is the massive inflammatory response in the brain and spinal cord of USUV-
infected mice. Interestingly, the inflammatory signature is very similar in both organs. As part
of this inflammatory signature, the chemokine CXCL10 plays a pivotal role in the attraction of
leukocytes into the CNS, and was previously described to be upregulated after flavivirus infec-
tion like for WNV, which is closely related to USUV [41]. Notably this C-X-C chemokine was
shown to be induced in several models of WNV brain and spinal cord infection as well as in
WNV-infected blood donors [58-61]. CXCL10 can be secreted by numerous cell types, includ-
ing leukocytes, monocytes, endothelial and epithelial cells, and is produced through the activa-
tion of IFN signaling or the lymphotoxin- receptor LTBR via NF-xB [62]. This chemokine
binds to the seven trans-membrane-spanning G protein-coupled receptor CXCR3, which reg-
ulates both chemotaxis and apoptosis of several immune cell types, and so can be either benefi-
cial or detrimental to viral infection [42,63]. In response to USUV infection, this inflammatory
context is associated with strong antiviral-response induction, as shown by up regulation of
IENp and ISGs in the brain and spinal cord. These observations confirm previous studies
showing induction of anti-viral response despite USUV replication, supporting the hypothesis
that USUV does not possess mechanisms that interfere efficiently with IFN induction [45,64].
Mechanisms used by USUV to overcome this IFN response, while establishing a productive
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Fig 6. USUV induces spinal cord inflammation. (A) Immunofluoresence of control (CT) and USUV-infected spinal cords of Swiss mice at 6 dpi. The
virus is labeled using a pan-flavivirus antibody (green) and nuclei by DAPI (blue). Scale bar = 20 um. (B) Immunofluoresence CD45 staining showing
inflammatory infiltrates in infected-spinal cord (C) not associated with USUV staining (adjacent sections). Scale bar = 15 ym in panel B and 50 ym in
panel C. (D) Immunofluoresence caspase 3 staining showing apoptosis in infected-spinal cord. Arrows indicate apoptotic cells. Scale bar = 20 um. (E)
RT-qPCR analysis using a specific inflammatory cytokines and receptors PCR array of mRNA collected at 6 dpi from the spinal cord of control and
infected mice. Fold regulation of statistically significant genes normalized to CT are indicated for 3 mice in each group. p <0.05 (p value in S3B Fig).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9006

infection remains to be determined but the absence of efficient protective effect of type 1 IFN
has been demonstrated for numerous other neurotropic flaviviruses [65-68]. In USUV-
infected brains and spinal cords, we observed an increased expression of RIG-I, LGP2 (a posi-
tive regulator of RIG-I) and TLR3, PRRs known to be activated by viral dsRNA during viral
replication [43]. Moreover, our results suggest an activation of the NLRP3 and AIM?2 inflam-
masomes after USUV infection, as we detected overexpression of major components of these
structures (i.e., NLRP3, IL-18, AIM2, CASP1, CASP8 and PYCARD) [40]. Inflammasome is a
multiprotein complex organized in inflammasome sensor molecules like NLR, AIM2 or RIG-
I connect to caspase 1 via ASC, which is an adaptor protein encoded by PYCARD that is com-
mon to all inflammasomes [69]. It plays an important role in the innate immune pathway and
regulates at least two responses of the host: secretion of proinflammatory cytokines (IL-1B and
IL-18) and induction of pyroptosis, a highly inflammatory form of programmed cell death that
depends on the activation of at least one of the inflammatory caspases such as caspase-1 [69].
Several studies have demonstrated that some viruses have the ability to activate diverse inflam-
masomes, such as the NLRP3, AIM2, and RIG-I inflammasomes, which in turn contributes to
mediate the host response to viral infection [40]. Moreover, inflammasome activation has
been shown to be important for immune response and inflammation induced by several flavi-
viruses like DENV, ZIKV and WNV [70-72].

Studies of BBB infection are especially complicated due to a lack of pertinent models. Using
an innovative human in vitro BBB model, recapitulating the main characteristics of the endo-
thelial barrier, we showed that the human BBB is permissive to USUV replication. Despite the
presence of proinflammatory cells and viral RNA in the brain, a significant decrease in barrier
integrity was not observed at the time points assessed in this study contrary to what has been
observed for WNV [73]. These results suggest that USUV directly infects vascular endothelial
cells, which allow direct passage across the BBB into the CNS without compromising the BBB
integrity. It is generally believed that BBB disruption is a determinant event preceding viral
invasion; however, several studies suggest that neurotropic flaviviruses can reach the CNS by
crossing the BBB without barrier breakdown, allowing free virus to spread in the CNS. Some
viruses can directly infect brain endothelial cells, which allow direct passage across the BBB.
Moreover, the CNS exhibits areas (such as the choroid plexus and circumventricular organs)
that are not completely protected by the BBB and serve as entry points for viruses. Several neu-
rotropic viruses can also reach the CNS as cell-associated particles through a mechanism called
the “Trojan horse”, in which peripheral-infected leukocytes transmigrate through the endothe-
lial cell layer and release the virus within the CNS parenchyma. Finally, some viruses infect
and migrate through peripheral nerves by axonal transport [44]. Viruses can then infect resi-
dent cells in the brain such as neurons, microglia, astrocytes and pericytes. We previously
showed that astrocytes and neurons are permissive to USUV infection and we display here in
vivo and in vitro infection and recruitment/activation of microglia after USUV infection [30].
We detected enhanced secretion of chemokines by endothelial cells that is classically required
to attract leukocytes to the brain. Among them, infected-leukocytes also could be recruited
and release the virus within the CNS through the “Trojan horse” mechanism, as suggested for
WNV [74]. Thus, global upregulation of inflammatory cytokines and chemokines in the brain
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Fig 7. USUV induces strong inflammatory responses in mouse eyes and efficiently replicates in human retinal pigment epithelium. (A)
Representative photograph demonstrating ocular pathology and exudate in Ifnar '~ mice inoculated intraperitoneally with USUV at 10* TCID50/
mouse. (B) Histological sections of uninfected (CT) or USUV-infected (6 dpi) neonatal mouse eye stained with haematoxylin/eosin/saffron and (C)
immunohistochemical CD45 staining showing inflammatory infiltrates in neonatal eyes. Disruption of both inner and outer retinal structure and loss
of photoreceptors layer were observed. INL: inner nuclear layer. ONL: outer nuclear layer. PL: photoreceptors layer. (D) Immunofluorescence staining
shows microglia recruitment/activation in eyes of infected mice (Ibal: purple, nuclei: false colored green). Scale bar = 50um. (E) qRT-PCR analysis of
CXCL10, CCL5, IL6, IFNo and TNFo. mRNA collected at 6 dpi from eyes of control and infected mice. *p <0 .05. (F) IPSC-derived-RPE were infected
with USUV at MOI 0.2. Viral titers from apical and basolateral compartments of RPE grown on cell culture inserts were measured at 4 dpi and 7 dpi.
Results are expressed as mean + SEM of 3 independent experiments. (G) Fold regulation of statistically significant genes modulated at 2 dpi
normalized to CT in USUV-infected RPE by qRT-PCR analysis using a specific interferons and receptors PCR array. Results are expressed as means of
the fold regulation for 3 independent experiments and analyzed using a Mann-Whitney test, p <0.05 (p value in S4 Fig).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0008223.9007

could be responsible for leukocyte recruitment and participate in general immune cell CNS
infiltration and inflammation-associated pathology.

Numerous infectious pathogens are known to directly affect the spinal cord or trigger auto-
immune reactions, which may result in inflammation and permanent damage associated nota-
bly to acute flaccid paralysis or transverse myelitis [75]. Acute flaccid paralysis is characterized
by lesions in the anterior horn cells of the spinal cord, with abnormalities noted on magnetic
resonance imaging (MRI) predominantly found in the gray matter. Transverse myelitis is
caused by inflammation of the spinal cord that may result from viral infections, abnormal
immune reactions, or insufficient blood flow through the blood vessels. Inflammation can
damage or destroy myelin and so interrupt communication between the nerves in the spinal
cord and the rest of the body [75]. This can cause particularly muscle weakness, paralysis or
sensory problems. Our results clearly showed that USUV targets the spinal cord, which is con-
sistent with the motor defects that we observed. We also described an inflammation signature
in the spinal cord with a cytokine profile that is very similar to what we observed in the brain.

Another striking effect of USUV infection is its capacity to infect mouse eyes and a human
iPSC-derived RPE model. This last model is morphologically and functionally characteristic of
the RPE in vivo presenting polarized pigmented cobblestone expressing characteristic RPE
markers and tight junction proteins [42]. It thus represents a powerful tool to study the patho-
physiology of the RPE. Anatomically and developmentally, the eyes are known as an extension
of the CNS and are proposed to act as a reservoir of viral replication; moreover RPE are
known to be targeted by numerous pathogens including arboviruses, such as DENV, ZIKV
and WNV, leading to major ophthalmological damage [50,51,56,76]. Numerous studies have
shown the critical role of immune cells in retinal disease, and neuroinflammation is an impor-
tant aspect of many diseases of the eye. Like the brain the eye is also surrounded by an array of
blood-ocular barriers that share structures and mechanisms with the CNS gating system. Our
results showed disruption of both inner and outer retinal structure and a loss of photorecep-
tors layer in mouse eyes whereas USUV-infection does not seem to affect the integrity of the
human ocular epithelium in vitro, but replication is associated with activation of inflammation
through an immune-mediated reaction. The inflammatory signature in USUV-infected eyes
is, at least partially, similar to that of the CNS. Interestingly, among the cytokines overex-
pressed in our ocular models, CXCL10 has already been shown to be implicated in various
ocular disorders involving retinal degeneration and has been shown to be up-regulated in
human RPE and in the eyes of mice infected systemically with ZIKV [56,63,77-79].

In conclusion, we showed that USUV infects multiple organs and cells of the CNS associ-
ated with drastic inflammation and various deleterious effects such as motor and ocular
defects. Despite the fact that several neurological complications such as encephalitis or menin-
goencephalitis have been recently reported for USUV, this emergent virus has been much less
studied than other related flaviviruses. Its recent spread in Europe, concomitant with that of
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the closely related WNV, must lead us to be vigilant and to better characterize the epidemio-
logical and biological characteristics of USUV infection.

Materials and methods
USUYV strains, production and cellular infection

Africa 2 strain of USUV (Rhone 2705/France/2015-KX601692), was provided by Anses
(agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail) and
was propagated three times on Vero cells (ATCC CCL-81). Viral stocks were prepared by
infecting sub confluent Vero cells at a multiplicity of infection (MOI) of 0.01 in D-MEM
medium (Thermoscientific) supplemented by 2% heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma).
Cell supernatant was collected 6 dpi and viral stock harvested after centrifugation at 300 g to
remove cellular debris. Viral titers were determined by TCID50, which was calculated using
the Spearman-Kéirber method and were expressed as TCID50 per mL [80].

Cells at 60-70% confluence were rinsed once with phosphate-buffered saline (PBS), and
USUV diluted to the required MOI were added to the cells in a low medium volume. Cells
were incubated for 2 h at 37°C with permanent gentle agitation and then culture medium was
added to each well, and cells were incubated at 37°C and 5% CQO,. As a control, cells were incu-
bated with the culture supernatant from Vero cells (mock condition).

Mouse experiments

Pathogen-free Ifnar™”~ mice [81] kindly provided by Dr. Gilles Uzé were backcrossed onto a
C57BL/6 background. Swiss mice were purchased from Janvier Laboratories (Saint-Berthevin
Cedex, France). Mice were infected at E.C.E. (Etablissement Confiné d’Expérimentation), a
level 3 animal facility of the University of Montpellier.

Groups of 8 to 12-week-old males for Ifnar '~ mice and of 6 days for studies in neonatal
Swiss animals were inoculated intraperitoneally with 10* TCID50/mouse of USUV. USUV-
infected mice and control mice were euthanized by cervical dislocation or with a lethal dose of
pentobarbital (Sigma-Aldrich Darmstadt, Germany) at indicated dpi depending on the experi-
mental design. At 3 and 6 dpi three mock- and USUV-infected mice were i.p. injected with
0.5% Evans blue solution (200 uL per mouse) for 6 hours and euthanized after PBS intra-car-
diac perfusion. Organs and tissues (urine, blood, liver, spleen, kidney, muscle, bladder, eye,
brain, spinal cord, sciatic nerve) were snap frozen with liquid nitrogen for viral burden and
Elisa analysis or collected after PBS intra-cardiac perfusion, fixed in 4% paraformaldehyde
(PFA) and cut using a microtome (3 um sections) at the RHEM facilities (Montpellier). Ani-
mals were sacrificed if they present deterioration of body condition score and drastic weight
loss (more than 20%).

Ethics statement

Mice were bred and maintained according to the French Ministry of Agriculture and Euro-
pean institutional guidelines (appendix A STE n°123). Experiments were performed according
to national regulations and approved by the regional ethics committee of Languedoc-Roussil-
lon (Comité Régional d’Ethique sur 'Expérimentation Animale- Languedoc-Roussillon),
France (approval N* 6773-201609161356607).

For human BBB model all adult subjects provided written informed consent, and a parent
or guardian of any child participant provided informed consent on the child’s behalf, in com-
pliance with the French legislation. The protocol was approved by the French Ministry of
Higher Education and Research (CODECOH Number DC2011-1321).
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Motor tests

Footprint analysis. Mouse hindpaws were dipped in nontoxic water-based paints. Mice
were then allowed to walk down an enclosed runway lined with white paper. Three trials were
performed for each mouse. Two to four steps from the middle portion of each run were mea-
sured for hind-stride length. Hindlimb foot angle is used to determine gait abnormalities. It is
measured by drawing a line from the mid-heel through the middle (longest) digit. At least nine
steps were measured for each mouse. Mean values were used for statistical analysis.

Inverted screen. The subject was placed on a grid screen. The grid was waved lightly in
the air, then inverted 60 cm over a cage with soft bedding material. Mice were tested only one
time with a 60-s maximum cutoff, and the latency to fall was recorded.

Histology and immunostainings. Samples were collected and fixed 24h in neutral buff-
ered formalin 10%. Brain and eyes were dehydrated and embedded in paraffin for brain and
eyes. Spinal cords were removed, post-fixed and embedded in Tissue-Tek OCT Compound
(Zoeterwoude, the Netherlands); sections (12 pm) of lumbar region were stained with CD45
(Bioscience, 14-0451, 1:500) and then mounted in Eukitt. Paraffin-embedded tissue was cut
into 3-um-thick sections, mounted on slides, then dried at 37°C overnight. Tissue sections
were stained with HES with HMS 740 autostainer (MM France) for preliminary analyses.
Immunohistochemical staining was performed on the Discovery Ultra Automated IHC stain-
ing system using the Ventana DAB Map detection kit. Following deparaffination with Discov-
ery EZ Prep solution at 75°C for 24 minutes, antigen retrieval was performed at 95-100°C for
24 or 32 minutes using Discovery CC1 buffer for PAX5 and CD3e stainings respectively for 15
minutes using Discovery RiboCC buffer for CD45 staining, and 24 minutes using Discovery
CC2 buffer for Cleaved caspase 3 staining. Endogenous peroxidase was blocked with Discovery
Inhibitor CM for 8 minutes at 37°C. The slides were incubated after rinsing at 37°C for 60
minutes with a goat anti-PAX5 antibody (Santa cruz, sc1974, 1:125), a goat anti-CD3e anti-
body (Santa cruz, sc1127, 1:2000), a rabbit anti-Cleaved caspase 3 antibody (Cell signaling,
9671, 1:4000) or a rat anti-CD45 antibody (Bioscience, 14-0451, 1:500). Signal enhancement
was performed using the Discovery DAB Goat OmniMap Kit for CD3e and PAX5 stainings,
Discovery DAB Rabbit OmniMap Kit for Cleaved Caspase 3 staining and rabbit anti-rat IgG
(H+L) as the secondary antibody (Thermo Scientific, 31219) and the Discovery DAB Rabbit
OmniMap Kit for CD45 staining. For viral antigen immunostaining, antigen retrieval was per-
formed for 4 minutes at 37°C with Protease 1 solution from Ventana which is an endopepti-
dase (alkaline protease) of the serine protease family. Endogenous peroxidase was blocked
with Discovery Inhibitor CM for 8 minutes at 37°C. The slides were incubated after rinsing at
37°C for 32 minutes with a mouse anti-flavivirus group antigen monoclonal antibody (Milli-
pore, MAB10216, 1:800 in Dako antibody diluent with background reducing components).
Signal enhancement was performed using Rabbit monoclonal to mouse IgG1 + IgG2a + IgG3
as the secondary antibody (Abcam, ab133469, 1/8000) and the Discovery DAB Rabbit HQ Kit.
Slides were then counterstained for 8 minutes and manually dehydrated before coverslips
were added. Slides were treated with a Hamamatsu NanoZoomer 2.0-HT scanner by MRI plat-
form and images were visualized with the NDP.view 1.2.47 software. Positive cells were count-
ing using QuPath bioimage analysis software.

Immunofluorescence assays

For indirect immunofluorescence, cells were fixed with 4% PFA and permeabilized with 0.1%
Triton X-100/PBS for 5 min at room temperature (RT), followed by a blocking step with 2%
bovine serum albumin (BSA) and 10% horse serum for 30 min to 1h at RT. Primary and sec-
ondary antibodies were diluted in blocking solution and incubated sequentially for 1h at RT.
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Samples were then mounted with fluorescent mounting medium (Prolongold, Thermofischer)
with Hoescht (Sigma) and imaged by confocal microscopy using the Zeiss SP85 confocal
microscope, with 40x or 63x 1.4 NA Plan Apochromat oil-immersion objectives.

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

ELISA assays for human CXCLI10, IL6, CCL5 were performed in mock- and USUV-infected
supernatants from hBLECs at various dpi according to the manufacturer’s instructions (R&D
systems). Reading were done on spectrophotometer (ThermoFischer Scientifics) and data
were analysed using the xPONENT program. Mean concentrations (pg/mL) of cytokines were
all superior to the detection limits, defined as the mean background value plus standard devia-
tions (stddev).

Measurement of viral burden in vivo

Organs were weighed and homogenized with zirconia beads in a Fastprep 24 apparatus (MP
Biomedicals) in 250 or 500 uL PBS and stored at —80°C. RNA was extracted using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen). Blood and urine RNAs were extracted at 4, 6, 9, 12 and 16 dpi from 100 uL
of samples, with the EZ1 apparatus running the EZ1 DSP virus kit (Qiagen). Viral RNA levels
were measured by a one-step quantitative reverse transcriptase PCR assay (RT-qPCR) on the
Light Cycler 480 (Roche) with primers, probe and cycling conditions previously described [37].
Viral burden was expressed on a log10 scale as TCID50 equivalents per gram after comparison
with a standard curve produced using serial 10-fold dilutions of USUV with known viral titers.

RT-qPCR assays

USUV-or mock-infected cells (RPE cultured in 24-well plates) or mouse organs homogenized
(brain and spinal cord) were harvested in RLT buffer (Qiagen) and total RNA was extracted
using RNeasy mini-kit (Qiagen). Complementary DNA was synthesized using Omniscript
reverse transcriptase (Life Technologies). RT> Profiler PCR Array Human Interferons & Recep-
tors (RPE, # PAHS 064Z, 96 well format, Qiagen, 84 genes analyzed) or for Mouse Inflamma-
tory Cytokines & Receptors RT (#PAMM-011Z, 96 well format, Qiagen, 84 genes analyzed) as
well as single transcript levels analysis were performed using the LC480 real time PCR instru-
ment (Roche) and the Light Cycler 480 SYBR Green I master Mix (Roche). Volumes of mix,
cDNA, RNAse-free water, and cycling conditions were determined according to the manufac-
turer’s instructions. Gene expression was normalized to that of the housekeeping gene HPRT.
Genes without interpretable amplification curves were excluded from the analysis.

Immunoblotting

Samples were lysed by boiling in SDS sample buffer, sonicated, and complemented with
dithiothreitol (DTT). Protein concentrations were measured by a bicinchoninic acid (BCA)
protein assay kit (Pierce, MA, USA). Equal amounts of protein from total cell lysates (10 ug)
were loaded on SDS-PAGE gels and transferred onto nitrocellulose membranes. The mem-
branes were blocked and incubated overnight at 4°C with primary antibodies and then incu-
bated with horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies (Amersham) for 1
h, bands were visualized by ChemiDoc XRS plus (Biorad Laboratories Hercules, CA).

In vitro human BBB model

The in vitro human BBB model consists in CD34" blood cord-derived endothelial cells
(CD34*-EC) that have been further differentiated and cultured in transwell filters (Costar) on
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top of bovine pericytes in 12-well plates as previously described [46]. Briefly, once plated,
CD34"-EC and pericytes were cultured for 5-6 days with medium change (Endothelium Cell
Medium (ECM) supplemented with 5% Fetal Calf Serum (ECM-5)) every 2 days. Then, endo-
thelial permeability (Pe) was tested by measuring Lucifer Yellow (LY, 20 uM; Life Technolo-
gies) transendothelial crossing using established protocols [46,82]. Pe was measured after 1
hour of LY transport by calculating the concentration-independent parameter as previously
published [82]. The fluorescence detection was performed using a Tecan apparatus with exci-
tation/emission wavelength (nm) settings of 432/538. Infection experiments were carried
when the barrier was impermeable (i.e. with a Pe < to 1,5x10 cm/min). USUV was added at
the MOI of 0,1 in 200 uL of ECM-5 for 2h on an orbital shaker. 300 uL of ECM-5 were then
added and the inoculum removed. Infections were then carried for 4, 7 or 10 days with
medium change at the same time. For each experiment, triplicates were used.

iPSC-derived RPE generation and culture

Human iPSCs were generated from wild type BJ fibroblasts (ATCC CRL2522) as previously
described [83]. iPSCs were cultured in Knockout DMEM medium (ThermoFischer Scientific)
supplemented with 20% KO serum replacement (ThermoFischer Scientific), 1% GlutaMAX
(ThermoFischer Scientific), 1% non-essential amino acids (ThermoFischer Scientific), 0.1% -
mercaptoethanol (ThermoFischer Scientific) and 1% penicillin-streptomycin (ThermoFischer
Scientific). Six weeks later, pigmented foci were manually dissected, pooled, dissociated with
0.25% trypsin, filtered through a 40-um filter and seeded at a density of ~3x10" cells per 0.32
cm” on a 1/30 dilution Corning Matrigel HESC-qualified matrix (Dominique Dutscher).
Experiments were performed on iPSC-derived RPE at P3. USUV was added at the MOI of 0,2
in 200 uL of medium for 2h on an orbital shaker. 300 puL of new medium were then added and
the inoculum removed.

Transepithelial resistance (TEER) measurements

The iPSC-derived RPE was cultured on Matrigel-coated, clear BD Falcon cell culture inserts
with high density 0.4 pM pores (Dominique Dutscher) in 24-well plates at P3. The TEER was
measured using the Epithelial Volt/Ohm Meter EVOM2 (World Precision Instruments, Hert-
fordshire, U.K.) according to the manufacturer’s instructions as previously described [56].
Electrodes were sterilized in 70% ethanol for 5 min, rinsed and equilibrated in media, then
placed in the chambers with the longer electrode vertically touching the bottom of the dish in
the lower chamber and the shorter electrode in the upper chamber without touching the cell
layer. To calculate the final TEER values (Ohms.cm?), the background measurement of a
Matrigel-coated insert without cells was subtracted from the reading and the value multiplied
by the growth surface area.

Material

Antibodies used in this study are: mouse anti-pan-flavivirus (clone 4G2, MAB10216 Milli-
pore), rabbit anti-B-catenin, (clone E247, Abcam), goat anti-PAX5 antibody (Santa cruz,
sc1974), goat anti-CD3e antibody (Santa cruz, sc1127), rabbit anti-Cleaved caspase 3 antibody
(Cell signaling, 9671), rat anti-CD45 antibody (Bioscience, 14-0451), rabbit monoclonal anti-
ibal (Abcam, ab 178847), actinGreen (R37110, ThermoFischer scientific), rabbit polyclonal
anti-CXCL10 (Abcam, ab 9938), mouse monoclonal anti-GAPDH (Abcam, ab 8245).
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Statistical analyses

For quantitative analyses, a minimum of three independent experiments were performed. Stu-
dent’s t-test and the Mann-Whitney test were performed to analyze unpaired data (* p < 0.05,
**p <0.01). Data were analyzed with GraphPad Prism software.

Supporting information

S1 Fig. Histological sections of neonatal brain control mice. Immunohistochemical staining
of B-cells (PAX 5), T-cells (CD3) and macrophages (F4/F80).
(TIF)

S2 Fig. ELISA analyses of CXCL10, IL6 and CCL5 concentrations in the blood of control-
or USUV-infected mice at 6 dpi for Swiss mice and at 3 dpi for IFNAR mice.
(TIF)

S3 Fig. p-values of RT-qPCR analyses from PCR array. p-values of RT-qPCR analyses of the
specific inflammatory cytokines and receptors PCR array from USUV-infected neonatal versus
control brain (A) and (B) spinal cord at 6 dpi.

(TIF)

S4 Fig. p-values of RT-qPCR analyses from PCR array. p-values of RT-qPCR analyses of the
specific interferons and receptors PCR array from USUV-infected RPE versus control (mock)
RPE at 2 dpi.

(TIF)

S5 Fig. Immunofluorescence caspase 3 staining showing no apoptosis in USUV-infected
eyes.
(TIF)

S6 Fig. (A) iPSC-derived RPE were grown to confluence at passage 3 and showed classical pig-
mented cobblestone structure by light microscopy in control and infected cells at day 7. (B)
Measures of RPE transepithelial resistance (TER) were performed using an epithelial volt-ohm
meter before and after USUV infection at a MOI of 0.1. No significant variation was found in
USUV-infected RPE versus control cells. Results are expressed as mean + SEM, n = 3 indepen-
dent experiments.

(TIF)
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