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Résumés

Titre : ROle des protéines APOL1 et APOLS3 lors de I'infection par le virus Zika

Résumé : Lors d’une infection virale, la réponse immunitaire innée est rapidement induite. La reconnaissance
des génomes viraux va déclencher des cascades de signalisation aboutissant a I'expression d’interféron de type
I (IFN-1). Ainsi, plusieurs centaines de génes stimulés par l'interféron (ISG) seront induits. L’approfondissement
des connaissances sur le role des ISG lors d’infections virales est indispensable pour mieux comprendre la
réponse immunitaire innée induite dans ce contexte et comment cette réponse peut étre régulée ou contournée.
Afin d’identifier des génes impliqués dans la réponse immunitaire innée lors de I'infection par le virus Zika (ZIKV),
nous avons réalisé un crible a haut débit a partir d’'une banque d’ARN interférents (ARNi) permettant de cibler
386 genes. Nous avons ainsi mis en évidence 21 genes capables de moduler la réplication de ZIKV. Nous avons
par la suite validé le r6le de 10 candidats par des méthodes de cytométrie en flux, de PCR quantitative et titration
par plages de lyse.

A la suite de ces analyses, la protéine APOL3 est apparue comme favorisant I'infection et nous avons choisi de
nous focaliser sur la caractérisation des mécanismes sous-jacents a cet effet. Nous avons également inclus dans
la suite de notre étude une protéine de la méme famille, APOL1, qui semble avoir le méme impact sur I'infection
virale. Nous avons mis en évidence que le role de ces protéines sur l'infection par ZIKV n’est pas lié a leur réle
cellulaire dans la production de PI4P. Nous avons également observé que ces protéines ne favorisent pas
uniquement la réplication de ZIKV mais celles d’autres flavivirus et de virus non apparentés, tel que le virus de la
stomatite vésiculaire (VSV). Ces résultats laissent supposer un role large de ces candidats et non un effet virus-
spécifique. Nous émettons I'hypothése que les protéines APOL1 et APOL3 pourraient étre des régulateurs
négatifs de la voie Jak/STAT agissant directement ou indirectement sur la production d’ISGs. Bien que leurs
fonctions restent a approfondir, notre étude a permi d’identifier des génes de I'immunité ayant la capacité de
moduler la réplication du virus ZIKV.

Mots clés : Virus Zika, crible haut débit, réponse interféron, genes stimulés par I'interféron, APOL1, APOL3

Title: Role of APOL1 and APOL3 during Zika virus infection

Abstract: During a viral infection, the innate immune response is rapidly induced. Recognition of viral genomes
by cellular sensors triggers signaling cascades that lead to the expression of type | interferon (IFN). Thus, several
hundred of interferon-stimulated genes (ISG) will be induced. A deeper knowledge on the role of ISGs in viral
infections is essential to better understand the innate immune response induced in this context and how this
response can be regulated or bypassed.

In order to identify genes involved in the innate immune response during infection with Zika virus (ZIKV), we
performed a high-throughput screen using a library of RNA (siRNA) targeting 386 genes. This analysis identified
21 genes able of modulating the replication of ZIKV. We validated the role of 10 candidates by flow cytometry,
guantitative PCR and titration by plaque assays.

We selected one of the hits with proviral activity, APOL3, for in-depth analysis. We included in our analysis a
protein from the same family, APOL1, which seems to have the same impact during viral infection. We have
shown that the role of these proteins on ZIKV infection is not linked to their cellular role in the production of
PI4P. We also observed that these proteins do not only promote the replication of ZIKV but those of other
flaviviruses and unrelated viruses, such as vesicular stomatitis virus (VSV). These results suggest a broad proviral
role for these proteins and not a virus-specific effect. We hypothesize that the proteins APOL1 and APOL3 could
be negative regulators of the Jak / STAT pathway acting directly or indirectly on the production of ISGs.

Keywords: Zika Virus, high-throughput screen, interferon response, interferon stimulated genes, APOL1, APOL3
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Introduction

I. Levirus Zika, une arbovirose majeure

1. Distribution du virus Zika et autres arbovirus dans le monde

a. Les Arboviroses dans le monde

Les arbovirus (arthropod-borne viruses) sont des virus qui se transmettent obligatoirement par un
vecteur arthropode et sont parfois a I'origine d’une pathologie chez I’'homme, appelée arbovirose. Les
vecteurs sont principalement des moustiques, des tiques et des moucherons et transmettent le virus
lors d’un repas sanguin. Dans une forte proportion des cas, le mammifére développera une pathologie.
Les arbovirus appartiennent a une grande variété de familles virales. A ce jour, plus de 500 virus ont
été caractérisés comme étant rattachés a ce groupe (CDC, 2020). Toutefois, seulement une
cinquantaine est décrite comme pathogéne pour certains animaux (dont I’homme)(Hubalek et al.,
2014). Le tableau 1 regroupe les arbovirus les plus pathogenes pour 'homme ou les animaux

domestiques.

Les arbovirus sont actuellement a 'origine d’un probléme de santé publique majeur. De nombreuses
arboviroses ont émergé ou ré-émergé ces dix dernieres années, touchant particulierement
I’'hémisphere sud (Leta et al., 2018) (Figure 1). Les virus responsables des arboviroses les plus virulentes
a I’heure actuelle sont les virus de la fievre jaune (YFV), de la dengue (DENV), le virus Chikungunya
(CHIKV) ainsi que le virus Zika (ZIKV) (Figure 1). Tous ces virus sont transmis principalement par les
moustiques du genre Aedes. Ci-dessous sont détaillées les caractéristiques principales de ces

arboviroses. Faisant I'objet de cette étude, le virus Zika sera détaillé dans la suite de I'introduction.

Introduction | 1
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Principaux Virus

Principaux hotes

Principaux vecteurs

Sangliers et cochons Tiques du genre:
Asfaviridae Asfivirus ADNdb oui ASFV domestiques ou Ornithodoros
sauvages
Bunyavirus Virus Bunyamwera Ruminant Mousti q )
Bunyaviridae Nairovirus ARN sb (-) oui CCFV “m”:‘u“bséiz i‘:"ages °“2J2‘)‘(ezt jz g::res'
Phlebovirus RVFV !
Moustiques des genres:
ZIKV, YEV, Primates (dont Haem agf\g;'; Culex et
Flaviviridae Flavivirus ARN sb (+) oui DENV 1-4, WNV, homme), oiseaux et .
Tiques du genre : Ixodes
JEV, TBEV cochons .
Hemaphysalis et
Dermacentor
Tiques des genres:
Orthomyxoviridae Thogotovirus ARN sb(-) oui Virus Thogoto Bétail, chameaux Rhipicephalus, Hyalomma
et Boophilus
.. .. Ruminants sauvages Moucherons du genre:
Reoviridae Orbivirus ARN db non BTV . L
ou bétail Culicoides
CHIK, RRV, SFV, Rongeurs sauvages, Moustiques des genres:
Togaviridae Alphavirus ARN sb (+) oui ONNV, VEEV, chevaux, cochons et Culex, Mansonia,
Mayao homme Anopheles et Aedes

Tableau 1. Principaux arbovirus pathogénes pour 'homme et les animaux domestiques. Abréviations utilisées : ASFV, African swine fever virus ou virus de la peste
porcine africaine ; CCFV, virus de la fievre hémorragique de Crimée-Congo ; RVFV, virus de la fievre de la vallée du Rift ; ZIKV, virus Zika ; YFV, virus de la fievre jaune ;
DENV 1-4, virus de la dengue (4 sérotypes) ; WNV, virus du Nil occidental ; JEV, virus de I’encéphalite japonaise ; TBEV, virus de I'encéphalite a tique ; BTV, Bluetongue
virus ou virus de la fievre catarrhale ovine ; VSV, virus de la stomatite vésiculeuse ; CHIKV, virus chikungunya ; RRV, virus de la Riviere Ross ; SFV, virus de la forét Semliki
; ONNV, virus O’Nyong-Nyong ; VEEV, virus de I'encéphalite équine vénézuélienne (Hubalek et al., 2014).

Introduction | 2
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Le virus de la fieévre jaune a été le premier arbovirus décrit comme pouvant étre transmis a 'homme
par le biais du vecteur Aedes aegypti (Reed, 1902). Pour ce virus, nous disposons d’un vaccin efficace
chez I’lhomme. Il est important de noter qu’il existe également des vaccins contre d’autres Flavivirus
que sont le virus de I'encéphalite japonaise (JEV) et le virus de I'encéphalite a tique (TBEV) (Ishikawa
et al., 2014). Pour le virus de la fieévre jaune, s’agit d’un vaccin vivant atténué issu de la souche Asibi
qui a pu étre obtenu aprés passages successifs sur des macaques, puis sur des tissus embryonnaires
de souris et enfin sur embryons de poulet, utilisés dans un premier temps, dans leur intégralité puis
décérébrés (Barrett, 2017). La phase d’infection se caractérise par des symptémes grippaux et peut
évoluer dans 20 % des cas vers une jaunisse ou une insuffisance rénale ou hépatique. Dans les cas
symptomatiques, le taux de mortalité peut atteindre 50 % (Chen and Wilson, 2020). A I'heure actuelle,
34 pays d’Afrique et 13 pays d’Amérique du Sud sont considérés comme régions endémiques. L'OMS
estimait en 2013 que le virus était a I'origine de 200 000 cas de fiévre jaune par an et 30 000 déces
avec une majorité des cas concentrés en Afrique (90 %) (WHO 2020a). Depuis 2015, une réémergence
a pu étre observée, avec notamment une épidémie en Angola s’étendant a la République
Démocratique du Congo et un nombre de cas en trés forte augmentation au Nigéria ces dernieres
années (Kraemer et al., 2017 ; WHO 2019). L'Amérique du Sud a aussi été touchée, avec de nombreux
cas au Brésil dls a une faible couverture vaccinale. Cependant I'absence de I'établissement du cycle

de transmission urbain a pu prévenir une épidémie de plus grande ampleur (Faria et al., 2018 ; Silva et

al., 2020).
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Figure 1. Distribution des arboviroses majeures dans le monde. En couleur sont représentés les pays pour
lesquels ont été recensés des cas pour les différents arbovirus, qu’il s’agisse de cas avec transmission par un
vecteur autochtone ou de cas importés par mouvements de population humaine. (Leta et al., 2018)
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Le virus de la dengue est responsable de |'arbovirose la plus répandue dans le monde avec une
estimation par I'OMS en 2018 de 390 millions d’infections par an. Sur le total d’individus infectés,
500 000 ont besoin d’hospitalisation et 20 000 personnes meurent chaque année. Il touche
principalement I’Asie et I’Amérique du Sud (WHO 2018). Il existe 4 sérotypes différents pour le virus
de la Dengue. Pour la majorité des malades, les symptomes sont comparables a un syndrome grippal.
Dans certains cas, I'individu va développer une forme sévere de la maladie dite hémorragique qui peut
étre favorisée s'il a été précédemment infecté par un autre sérotype du virus. Cependant I'infection

par un sérotype donné va conférer une immunité spécifique contre ce sérotype (Izmirly et al., 2020).

Le virus Chikungunya, contrairement aux deux virus décrits précédemment, n’est pas un Flavivirus
mais un Alphavirus. Ce virus est a I'origine de douleurs articulaires modérées a séveres. Par ailleurs,
les douleurs peuvent devenir chroniques et entrainer une importante invalidité (van Aalst et al., 2017).
La premiere épidémie rapportée a eu lieu en Tanzanie entre 1953 et 1954 (Robinson, 1955). Entre 2004
et 2007, le virus a réémergé au Kenya et s’est propagé a différentes fles de I'océan Indien (Kariuki
Njenga et al., 2008). Cette épidémie a touché en 2005 I'fle de la Réunion, infectant environ 34 % de la
population. Durant cette épidémie, une mutation est apparue dans I'une des protéines d’enveloppe
du virus, ce qui lui a permis d’étre transmis par le moustique Aedes albopictus. Cette capacité a joué
un réle indéniable pour favoriser la dissémination de CHIKV (Tsetsarkin et al., 2007 ; Stapleford et al.,

2014).

b. Ladécouverte du virus Zika

Le virus Zika (ZIKV) a été isolé pour la premiére fois en 1947, dans la forét Zika en Ouganda, chez un
singe Rhésus. Quelques mois plus tard, il est retrouvé chez un moustique Aedes africanus, mettant en
évidence sa transmission vectorielle (Dick et al., 1952). Les premiéres caractérisations de la maladie
dle a ZIKV ont été faites en 1954. Le virus a été directement isolé a partir d’un patient infecté pour la
premiere fois au Nigeria (MacNamara, 1954). Ce n’est qu’en 1966 que ZIKV est détecté sur le continent
asiatique, en Malaisie, chez un moustique Aedes aegypti, montrant dans le méme temps que le virus
peut étre transmis par ce vecteur, présent en zone rurale comme en zone urbaine (Marchette et al.,
1969). Toutefois, a cette période, aucun cas de maladie lié a la circulation de ZIKV n’a été recensé en

Asie.

c. Role du vecteur dans la dissémination

Les vecteurs arthropodes femelles vont transmettre les arbovirus a un hote vertébré lors d’un repas

sanguin qui leur est indispensable pour permettre la maturation de leurs ceufs. Ils vont jouer un réle
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décisif pour la dissémination des virus. Les seuls arthropodes non insectes sont les tiques qui
appartiennent a la classe des arachnides et a la sous-classe des acariens. Le vecteur qui est a I’origine
de la transmission du nombre le plus important de virus est le moustique. Néanmoins, parmi les plus
de 3500 especes décrites, moins de 100 permettent la transmission de pathogénes dangereux pour
I'homme. Malgré cette équation, le moustique reste I'animal responsable de la plus grande mortalité

indirecte chez I’'homme (Harbach and Besansky, 2014).

Selon les virus, le cycle de transmission sera plus ou moins complexe et impliquera plus ou moins
d’hotes intermédiaires. Pour le virus Zika, le cycle de transmission peut étre détaillé en trois
composantes différentes (Young, 2018 ; Vasilakis and Weaver, 2017). La figure 2 représente ces
différentes étapes. Le cycle sylvatique dit enzootique, se déroule dans la forét tropicale et a surtout
été décrit en Afrique. Il maintient le virus entre le vecteur et les animaux sauvages. Dans le cas de ZIKV,
les moustiques du genre Aedes vont transmettre le virus a des primates non-humains notamment a
des macaques, babouins ou singes mangabey. Au total, ZIKV a été détecté chez une vingtaine d’espéces

de primate (Valentine et al., 2019).
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Figure 2. Cycle de transmission de ZIKV. Trois types de cycles sont impliqués dans la transmission du virus
Zika. Sont indiquées les espéces de moustiques et de primates nécessaires au maintien de ces cycles. Spp
signifie plusieurs especes. (Richard et al. 2016 ; Ledermann et al. 2014 ; Valentine et al. 2019)
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Ce cycle peut évoluer vers un cycle épizootique, ou cycle rural, si le vecteur se nourrit et transmet le
virus a un animal domestique ou un étre humain présent en zone d’émergence située en bordure de
forét. Vient ensuite le cycle urbain, durant lequel une personne ou un animal domestique infecté se
rend en zone urbaine ou il va jouer le role d’héte amplificateur et permettre, par I'intermédiaire du
vecteur urbain, la transmission du virus a une autre personne. Lors de ce cycle, le moustique
anthropophile Aedes aegypti semble étre le principal vecteur responsable de |la transmission du virus
Zika (Guerbois et al., 2016). Cependant, il a été suggéré que d’autres moustiques du genre Aedes
pourraient jouer ce rble (Richard et al., 2016 ; Ledermann et al., 2014). Il est important de noter que
le virus Zika peut également se maintenir dans la population vectorielle par transmission verticale de

la femelle a sa progéniture (Costa et al., 2018).

Transmission inter-humaine. Une fois introduit dans la population humaine, ZIKV, contrairement a
d’autre Flavivirus, peut étre transmis d’homme a homme. Le premier cas de transmission sexuelle a
été rapporté en 2011 (Foy et al.). Ce mode de transmission pourrait etre responsable de 3 % des cas
(Gao et al., 2016). Il apparait également qu’il y a eu transmission suite a des transfusions sanguines

réalisées lors de I'épidémie au Brésil en 2016 (Motta et al., 2016).

La transmission du virus de la mére a I'enfant est également possible. On distingue deux cas. Tout
d’abord, une transmission trans-placentaire a été mise en évidence chez de nombreuses femmes
enceintes (Grischott et al., 2016). Le virus a été détecté dans le liquide amniotique, le placenta, le
cerveau du foetus et le cordon ombilical (Calvet et al., 2016 ; Martines, 2016 ; Driggers et al., 2016).
Pour finir, la transmission via I'allaitement maternel a aussi été démontrée. En effet, plusieurs études
montrent que le virus peut étre présent dans le lait maternel et peut se retrouver au niveau des glandes
mammaires (Dupont-Rouzeyrol et al., 2016 ; Sotelo et al. 2017 ; Hubert et al., 2019). Cependant,
malgré sa présence dans le lait, la transmission du virus via cette route reste trés questionnée. L'ONU
préconise tout de méme que les méres susceptibles d’étre infectées continuent I’allaitement car les
avantages de celui-ci serait supérieur au risque de transmission de ZIKV (Mann et al.,, 2018;

Hemachudha et al., 2019).

d. Distribution de ZIKV dans le monde et récentes épidémies

Depuis sa découverte en 1947, les cas de maladie dis a ZIKV n’étaient que sporadiques. C’'est en 2007
que la premiére épidémie a été recensée sur I'fle de Yap, dans les états fédérés de Micronésie, pendant
laquelle il a été estimé que 73 % de la population avait été infectée (Duffy et al., 2009). La seconde
épidémie de grande ampleur a touché la Polynésie Frangaise 6 ans plus tard, en 2013. Jusqu’en 2014,

I’épidémie s’est étendue dans I'océan pacifique touchant la Nouvelle Calédonie, les iles Cook et les Tles
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Salomon (Musso et al., 2015 ; Derraik and Slaney, 2015). Puis, en début d’année 2015, I'épidémie a
touché le Brésil (Zanluca et al., 2015). Avant la fin 2016, plus de 200 000 cas brésiliens avaient été
recensés (Lowe et al., 2018). Enfin, le virus s’est propagé sur le continent Américain dans 25 pays

(PAHO, 2016) (Figure 3).
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Figure 3. Distribution de ZIKV dans le monde et épidémies majeures. En bleu foncé sont représentés les
pays pour lesquels des cas de transmission du virus Zika par un vecteur autochtone ont été recensés. En bleu
clair figurent les cas importés liés a des voyages. Le point noir permet de localiser la premiere isolation du
virus et les points rouges les lieux des épidémies de grande ampleur.

e. Evolution génétique de ZIKV

Un seul sérotype est décrit pour le virus Zika. Cependant, depuis sa découverte en Quganda, le virus a
évolué et I'on retrouve a I’heure actuelle deux lignages différents (Figure 4). Le lignage Africain est le
plus ancien, il contient notamment la souche MR766 issue de la premiere isolation. Il apparait que les
différentes souches du lignage asiatique, y compris les virus isolés en Amérique du sud et Amérique
centrale, dérivent toutes d’'une méme souche isolée en 1966 en Malaisie (Ye et al., 2016). Cependant,
certains auteurs considerent qu’il existe un lignage américain ou sous-lignage, dérivant du lignage

asiatique (Gubler et al., 2017).

Tous les virus ayant provoqué I’établissement d’une épidémie proviennent du lignage asiatique. Les

deux lignages principaux divergent sur plusieurs points pouvant expliquer leurs différences
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phénotypiques. En effet, bien que les deux lignages permettent tous deux la mise en place d’une

réponse immunitaire innée, les souches asiatiques semblent induire plus fortement la production

d’interféron que les souches africaines. (Osterlund et al., 2019).
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Figure 4. Evolution génétique de ZIKV. Arbre phylogénétique construit sur 93 séquences codantes entiéres
d’apres la méthode du maximum de vraisemblance. En bleu est représenté les souches issues du lignage
africain (encadrée figure la premiére souche isolée), en orange les souches du lignage asiatique (encadrée
figure les souches isolées durant les épidémies de Micronésie et Polynésie Francgaise), en rouge les souches

du sous-lignage américain. Adapté de Gubler et al. 2017
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Par ailleurs, une étude a montré que les séquences codantes des lignages asiatique et africain
divergent de 75 a 100 acides aminés, alors que celles des souches issues du lignage asiatique et du
sous-lignage américain ne varient que de 10 a 30 acides aminés, suggérant qu’un faible nombre de
mutations peuvent avoir un réel impact phénotypique (Smith et al., 2018). Il a aussi été mis en évidence
gu’une seule substitution dans la polyprotéine au niveau de la région prM était suffisante pour
favoriser la neurovirulence du virus Zika chez la souris. Cela aurait eu pour conséquence une
importante augmentation du nombre de cas de microcéphalies et autres malformations congénitales
lors de I'épidémie qui a récemment touché le continent Américain (Yuan et al., 2017a). Pour finir, une
mutation de la protéine NS1 a été identifiée chez une souche épidémique du lignage asiatique. Cette
mutation permet a NS1 de se lier a TBK1, protéine impliquée dans la voie de signalisation de
I'interféron, et ainsi contrecarrer la réponse antivirale. Cette mutation est suffisante pour augmenter

la neurovirulence d’une souche non épidémique de ZIKV chez la souris (Xia et al., 2018a).

2. Biologie moléculaire du virus Zika

a. Structure de ZIKV

Le virus Zika appartient a la famille des Flaviviridae et au genre Flavivirus. Le virus Zika posséde la
méme organisation structurale que les autres Flavivirus comme le virus du Nil Occidental ou le virus
de la dengue (Kostyuchenko et al., 2016 ; Sirohi et al., 2016). Les virions produits sont sphériques, de
diametre d’environ 50 a 60 nm. lls sont enveloppés et possedent 180 glycoprotéines d’enveloppe (E)
associées a 180 protéines de membrane (M) enchéassées au niveau de leur domaine transmembranaire
sur la bicouche lipidique de la membrane de la particule. Les protéines E et M sont organisées de telle
facon que le virion possede une structure icosaédrique et est composé de 30 « rafts », eux-mémes
formés par trois diméres de protéines E (Figure 5). Une étude récente a montré que les virions des
Flavivirus pouvaient présenter une morphologie variée. En effet, a haute température, des virions de
DENV-3 présentent une structure non sphérique, appelée « club-shaped particules », composée d’une

queue cylindrique et d’une téte en forme de disque (Morrone et al., 2020).
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Le virus Zika possede un génome simple brin a ARN de polarité positive de 10,8 kilobases. Il contient
un seul cadre ouvert de lecture flanqué a ses deux extrémités de régions non traduites : 5’UTR et 3’
UTR, respectivement de 106 et 428 pb. A I'extrémité 5’ du génome, une coiffe de type | (m7Gpppa) est
présente. Cette structure est nécessaire pour l'initiation de la traduction de la polyprotéine ainsi que
pour protéger le génome de la dégradation (Zhou et al., 2007 ; Coutard et al., 2017). L’extrémité 3’ du
génome des Flavivirus ne possede pas de queue polyA mais une séquence tres riche en structures
secondaires (Brinton et al., 1986). La polyprotéine synthétisée lors de la traduction du génome va étre
clivée par des protéases cellulaires et virales pour permettre la production de 10 protéines virales.
Ainsi, on retrouve 3 protéines structurales qui permettront la formation de la particule virale et 7

protéines non-structurales qui seront indispensables a la réplication (Figure 6).

La protéine de capside (C) est une des protéines structurales (Tableau 2). Elle est présente en
homodimeére et possede, d’'une part, un domaine d’interaction avec I’ARN viral et, d’autre part, un
domaine lui permettant d’interagir avec la membrane lipidique de la particule (Shang et al., 2018). La
protéine précurseur de membrane, prM, est enchassée sur cette membrane lipidique et sera clivée
aprés l'assemblage du nouveau virion pour permettre la formation d’une particule mature. La
troisieme protéine dite structurale est la protéine d’enveloppe (E) qui est associée a prM. Elle est

majoritairement impliquée dans I'attachement du virion et la fusion membranaire nécessaire a
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I’entrée du virus dans la cellule. Par ailleurs, des anticorps dirigés contre la protéine E peuvent, in vitro

et in vivo, neutraliser le virus (Dai et al., 2016).
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Figure 6. Structure génomique de ZIKV. (A) Structure du génome codant pour la polyprotéine virale. (B) Sites
de clivage de la polyprotéine par la protéase NS3 ou par des protéases cellulaires. (C) Arrangement des
protéines virales sur la membrane du RE et sites de clivage par les protéases. Adapté de Viralzone
(https://viralzone.expasy.org)

La séquence codant pour les 7 protéines non structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5)
est localisée en 3’ du génome viral. Ces protéines jouent toutes un réle indispensable lors de I'infection
virale (Tableau 2). La protéine NS1 est la seule a étre secrétée. Elle est importante pour la réplication
virale mais aussi la traduction et la production de la particule (sous sa forme de dimeére) (Rastogi et al.,
2016). Les protéines NS1, NS2B/3, NS4 et NS5 sont impliquées, quant a elles, dans le contrdle de la
réponse immunitaire innée (Nelson et al., 2019). Ces mécanismes d’évasion seront détaillés dans le
paragraphe Ill.2.b. La protéine NS3, qui a pour co-facteur la protéine NS2B, est une protéase qui
permettra en partie le clivage de la polyprotéine. Pour finir, NS5 est une méthyl-transférase qui sera
nécessaire pour la mise en place de la coiffe en 5’ du génome mais également une polymérase ARN -

ARN dépendante qui permettra la réplication du génome viral (Zhao et al., 2017).

Introduction | 11



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

Structurale 122 Cytoplasme Non Formation de la nucléocapside Non décrit pour ZIKV, role décrit pour WNV et DENV
Structurale 178 Cytoplasme Non Formation de I'enveloppe de la Non décrit pour ZIKV, role décrit pour WNV et DENV
particule, réle dans la fusion
Structurale 500 Cytoplasme Non Formation de I'enveloppe de la Non décrit
particule, réle dans I'attachement, la
fusion et I'entrée
Non - 384 Cytoplasme Non Role dans le bourgeonnement et la Inhibition du complément et de la voie de
Structurale Secrétée réplication, nécessaire pour la virulence, signalisation RLR via interaction avec TBK1
réarrangement des membranes du RE
Non - 226 Cytoplasme Non Role dans la transcription et Non décrit pour ZIKV, role décrit pour WNV et DENV
Structurale I’'assemblage, réarrangement des
membranes du RE
Non - 130 Cytoplasme Non Co-facteur de NS3 Avec NS3, inhibition de la détection de I’ADN
Structurale cytoplasmique via le clivage de STRING
Non - 617 Cytoplasme Oui Role d’hélicase nécessaire a la Avec NS2B, inhibition de la détection de I’ADN
Structurale réplication, protéase nécessaire au cytoplasmique via le clivage de STRING
clivage de la polyprotéine
Non - 127 Cytoplasme Non Constituant du complexe de réplication, Inhibition de la voie RLR via attachement a MAVS
Structurale réarrangement des membranes du RE
Non - 252 Cytoplasme Non Constituant du complexe de réplication, Non décrit pour ZIKV, role décrit pour YFV, WNV et
Structurale réarrangement des membranes du RE DENV
Non - 902 Cytoplasme Oui Réplication du génome virale, synthese  Inhibition de la production d’interféron via la
Structurale Noyau de la coiffe dégradation de STAT2, inhibition de la voie RLR via

attachement a TBK1

Tableau 2. Les protéines virales et leurs roles. Présentation des différentes protéines virales et de leurs fonctions durant le cycle de réplication ainsi que dans le contréle
de la réponse immunitaire par le ZIKV. RE : réticulum endoplasmique. (Neufeldt et al., 2018 ; Javed et al., 2018 ; Xia et al., 2018 ; Conde et al., 2016 ; Ding et al., 2018 ;
Ma et al., 2018 ; Chatel-Chaix et al., 2016 ; Grant et al., 2016 ; Lin et al., 2019)
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b. Cycle de réplication

Chez les Flavivirus quelques différences lors du cycle de réplication existent, notamment en ce qui
concerne l'entrée. Cependant, ils partagent une stratégie de réplication similaire. Les observations
faites pour I'un sont souvent extrapolées aux autres. Les étapes de réplication des Flavivirus dans les

cellules de mammifére sont détaillées dans les paragraphes ci-dessous et dans la figure 7.

Attachement et entrée. L'entrée des Flavivirus dans la cellule héte se fait, dans un premier temps, par
la reconnaissance des glycoprotéines d’enveloppe par des facteurs d’attachement présent a la surface
cellulaire. Leur réle est de concentrer les virions a la surface des cellules pour faciliter leur
internalisation par le récepteur. Plusieurs facteurs ont été décrits comme jouant un réle pour
I'attachement du virus de la Dengue. Les héparanes sulfates semblent important, ainsi que DC-SIGN
qui lui, joue un role lors de I'infection des cellules dendritiques (Chen et al., 1997 ; Tassaneetrithep et
al., 2003). Pour le virus Zika, le r6le des héparanes sulfates dans I'attachement est discuté (Gao et al.,
2019). Cependant, les protéines de la famille TIM et TAM (TYRO3 et AXL), qui régulent la suppression
des cellules apoptotiques, apparaissent étre des récepteurs spécifiques pour ces deux virus. Elles
permettent la reconnaissance des phosphatidylsérines exposées a la surface des virions et vont
permettre leur internalisation (Meertens et al., 2012 ; Hamel et al., 2015). Par ailleurs, AXL joue
également un role dans le contréle de la réponse antivirale lors de I'infection des cellules microgliales.
En effet, AXL possede une activité de kinase qui sera activée lors de son interaction avec ZIKV. Cette
activité est nécessaire a I'inhibition de la synthése de cytokines pro-inflammatoires (Bhattacharyya et
al., 2013 ; Meertens et al., 2017). La présence des facteurs d’attachement et de récepteurs d’entrée
va déterminer le tropisme du virus. Le récepteur AXL est exprimé a la surface des cellules microgliales
et astrocytaires, ce qui explique le neurotropisme de ZIKV (Meertens et al., 2017). Ce neurotropisme a
également été validé sur un modéle murin (Li et al., 2016). De plus, il a été mis en évidence que ZIKV
infecte et induit I'apoptose des progéniteurs neuronaux. Il infecte cependant, dans une moindre
mesure, les neurones matures (Dang et al., 2016 ; Tang et al., 2016). Le virus est également détectable
au niveau de I'appareil reproducteur de la femme comme de ’homme (Murray et al., 2017 ; Barzon et
al., 2016). ZIKV peut aussi étre observé au niveau d’autres tissus comme les yeux et le placenta (Miner

and Diamond, 2017).
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Figure 7. Cycle de réplication de ZIKV. (1) Attachement a la surface cellulaire via des facteurs spécifiques.
(2) Endocytose médiée par la clathrine. (3) Fusion de la membrane de la particule a la membrane de
I’endosome tardif dans un contexte d’acidification du pH et décapsidation. (4) Traduction de la polyprotéine
a la surface du RE. (5) Réplication du génome viral au niveau d’invagination présente sur la membrane du
RE. (6) Assemblage, encapsidation et bourgeonnement de la particule a la membrane du RE. (7) Maturation
du virion dans I'appareil de Golgi et clivage du domaine pr de prM. (8) Sortie du virion par exocytose et
relargage du domaine pr de prM. Adapté de Fields, sixth edition, 2013

Endocytose, fusion et décapsidation. Apres I'attachement, les particules virales vont entrer dans la
cellule via leur récepteur. Pour le virus Zika, I'entrée se fait par endocytose dépendante de la clathrine
(Persaud et al., 2018 ; Rinkenberger and Schoggins, 2019). La maturation de I'endosome précoce en
endosome tardif est accompagnée d’une acidification du pH a l'intérieur de la vésicule. La protéine E
des Flavivirus est une glycoprotéine de classe Il. Une fois au contact du pH acide de I'endosome tardif,
les dimeres de protéines E vont se dissocier et exposer a la surface de la particule la boucle de fusion.
L'exposition de ce domaine va permettre la fusion de la membrane du virion a la membrane de
I’endosome (Kaufmann and Rossmann, 2011). Ce mécanisme permet la libération de la capside dans
le cytoplasme. Vient alors I'étape de décapsidation pour permettre le relargage du génome, cependant

cette étape est encore trés mal décrite a I’'heure actuelle.
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Traduction. Le génome des Flavivirus étant composé d’une molécule d’ARN de polarité positive, la
traduction se fait dés la décapsidation. Au niveau de la coiffe, en 5, des facteurs cellulaires vont étre
recrutés et vont permettre l'initiation de la traduction avec le recrutement des ribosomes. Cette
initiation coiffe dépendante ne semble pas étre I'unique stratégie adoptée par les Flavivirus. En effet,
certaines études ont montré, pour le virus de la dengue et le virus Zika, que la traduction pouvait avoir
lieu indépendamment de la coiffe. L’ARN viral ne posséde pas d’IRES (internal ribosome entry site),
cependant I'extrémité 5’ semble jouer un réle similaire (Edgil et al., 2006 ; Song et al., 2019). L'unique
cadre de lecture est traduit par la machinerie cellulaire en une polyprotéine de 3419 acides aminés.
Un peptide signal, présent a I'extrémité N-ter, va permettre I'adressage a la surface du réticulum
endoplasmique (RE). La polyprotéine enchassée sur la membrane du RE va alors étre clivée en 10
protéines virales par la protéase/hélicase NS3, qui agit du c6té cytoplasmique, et par la peptidase

signal qui agit, elle, au niveau de la lumiére du RE (Figure 6C).

Réplication du génome. Apres traduction des protéines, des réarrangements et invaginations au
niveau du RE sont observés, provoquant une augmentation de la surface membranaire. De facon
dépendante du type cellulaire, les invaginations, ou vésicules de réplication, observées lors de
I'infection par ZIKV vont varier d’'un diametre de 60 a 80 nm (Figure 8) (Rossignol et al., 2017 ; Cortese
et al., 2017). Ces vésicules vont permettre de concentrer les facteurs cellulaires et viraux
indispensables a la réplication mais également de protéger les différents composants viraux de la
détection par le systéme immunitaire. Les protéines NS3 et NS5 sont au cceur du mécanisme de
réplication du génome viral. Tout d’abord, NS5, la polymérase ARN - ARN dépendante va synthétiser
un brin d’ARN négatif, utilisant le génome positif comme matrice et formant ainsi un intermédiaire
double brin. NS5 va reconnaitre la structure secondaire SLA présente en 5’"UTR du génome qui agira
comme promoteur (Lodeiro et al., 2009). Par ailleurs, les séquences 3’ et 5’UTR possedent des identités
de séquence qui vont permettre la formation temporaire d’'un génome circulaire (circularisation) qui
sera nécessaire a la NS5 pour interagir avec I'extrémité 3’UTR et ainsi initier la synthése du brin négatif
(Ng et al., 2017). L'ARN db formé sera alors déroulé par I'activité hélicase de NS3 pour permettre la
génération d’un brin positif d’'une part et d’'un brin négatif d’autre part. Le brin négatif servira alors de
matrice pour une production importante de nouveaux génomes viraux (Xu et al., 2019). Des coiffes
vont étre synthétisées a I'extrémité 5’ des génomes néosynthétisés grace a I'activité triphosphatase
de la protéine NS3 et aux activité méthyl-transférase et guanylyl-transferase de NS5 (Zhou et al., 2007 ;
Saeedi and Geiss, 2013). Ce mécanisme de réplication est asymétrique et induit la synthese d’une plus
forte proportion d’ARN sb (+), ce qui permet une production de génomes a encapsider dans les

nouvelles particules mais également de nombreuses matrices pour la synthése des protéines virales.
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Figure 8. Invaginations du réticulum endoplasmique induites par ZIKV. (A) Progéniteurs neuronaux
humains infectés par ZIKV, fixés 24h post-infection, inclus dans de la résine époxy et analysés par
tomographie électronique. L’encadré jaune montre une zone de réarrangements du RE. (B) Hépatocytes
Huh7 infectés par ZIKV, fixés 24h post-infection, inclus dans de la résine époxy et analysés par tomographie
électronique. (C) Reconstitution 3D des structures observées en (B). Ve : vésicules formées par ZIKV dans
le RE ; Vi : virion ZIKV ; fleche bleue/zER : zippered Endoplasmic reticulum (réarrangement du RE
fréguemment observé lors de I'infection par ZIKV) ; Barre d’échelle 100nm. Adapté de Cortese et al. 2017

Encapsidation. L'encapsidation des génomes des Flavivirus est encore mal connue a ce jour, cependant
certaines études nous permettent de penser qu’elle aurait lieu de fagon concomitante a la réplication
au niveau des invaginations du RE (Khromykh et al., 2001). L’interaction de la protéine de capside avec

I’ARN viral permet sGrement de favoriser cette étape (Shang et al., 2018).

Assemblage. L’assemblage du nouveau virion a lieu au niveau du RE. La nucléocapside (protéine C
associée au génome viral) va bourgeonner dans la lumiére du RE et ainsi acquérir son enveloppe
composée d’'une membrane lipidique recouverte des protéines E et prM ainsi que de
phosphatidylsérines qui jouent un réle clé dans I'entrée virale. L’assemblage est, |la encore, tres peu
décrit. Il semblerait qu’il puisse faire également intervenir des facteurs cellulaires (Xu and Hobman,
2012) . Le virion ainsi formé est une particule immature dont la structure a été résolue, pour le virus
Zika, en 2017 (Prasad et al.,, 2017). Cette particule est composée d'un assemblage de triplets
d’hétérodimeres de protéine E et prM de facon a ce que la boucle de fusion de E soit protégée, évitant

ainsi une fusion prématurée due a un éventuel changement de pH.

Maturation et exocytose. Une fois formée, la particule immature va transiter par I'appareil de Golgi
ou elle sera maturée grace a deux phénomeénes. Tout d’abord un changement de pH qui va induire un
réarrangement des glycoprotéines. Ce changement va permettre I'exposition du site de clivage présent

sur prM, ce qui aboutit a la seconde étape de maturation qui est le clivage par la furine du domaine pr
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de prM. Ce domaine sera libéré dans le milieu extracellulaire lors de I'exocytose des virions (Yu et al.,
2008). La sortie des virions se faisant par exocytose, elle n’est pas lytique dans la plupart des types

cellulaires.

c. Maladie et symptomes

La premiere description des symptdmes induits par le virus Zika a été faite en 1954 sur un jeune
homme s’étant porté volontaire pour étre infecté (Bearcroft, 1956). Il est important de noter que
I'infection est asymptomatique dans environ 80 % des cas. L'infection symptomatique par le virus est,
quant a elle, a l'origine d’'un syndrome grippal associé a |'apparition de rougeurs mais aussi
d’arthralgie, de myalgie et peut également provoquer des conjonctivites (Duffy et al., 2009). La période

d’incubation est de 3 a 11 jours (Foy et al. 2020).

Durant les récentes épidémies, il a été mis en évidence que le virus Zika pouvait également étre a
I'origine de troubles neurologiques séveres. Le plus alarmant est |'association de I'infection avec
I'apparition de malformations congénitales et de microcéphalies chez les nouveau-nés. La
microcéphalie est définie chez un nouveau-né par une circonférence cranienne inferieure a la normale.
Elle peut impliquer des troubles neurologiques séveres comme |'épilepsie, des infirmités motrices,
cérébrales, des troubles de I'apprentissage, de I'audition ou de la vue. Pour certains des enfants, le
développement sera entierement normal (WHO, 2020b). Une étude rétrospective de I'épidémie de
Polynésie Francaise a permis d’estimer le risque de microcéphalie a 95 pour 10 000 femmes infectées
lors du premier trimestre de grossesse (Cauchemez et al., 2016). Pour I'épidémie ayant touchée le
Brésil, de nombreuses études montrent une trés forte augmentation de la prévalence des
microcéphalies (plus de 4700 cas diagnostiqués en 2015 contre 200 cas par an avant cette année).
Toutefois nous devons nuancer ces chiffres qui semblent en partie surestimés, méme s’il est indéniable

que l'incidence de microcéphalies a au moins doublé sur cette période au Brésil (Victora et al., 2016).

Le syndrome de Guillain-Barré, autre trouble neurologique, a été décrit comme associé a l'infection
par ZIKV. Ce syndrome est une maladie auto-immune qui affecte le systéme nerveux périphérique en
induisant la démyélinisation des nerfs périphériques et qui peut étre a I'origine de la paralysie des bras,
jambes ou muscles du visage chez le patient malade. Dans 20 a 30 % des cas, les muscles thoraciques
peuvent étre atteints et étre la cause de difficultés respiratoires. Pour finir, dans 2 a 3 % des cas, le
syndrome de Guillain-Barré peut entrainer la mort (WHO, 2020c). Le premier cas associé a l'infection
par le virus Zika a été décrit en 2013 lors de I'épidémie ayant touché la Polynésie Francaise. La
fréquence d’apparition du syndrome de Guillain-Barrée était alors 20 fois supérieure a la normale

(Musso et al., 2014 ; Oehler et al., 2014b). L’augmentation des cas de Guillain-Barré a également été
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observée dans sept pays d’Amérique du Sud et d’Amérique Centrale lorsque le virus Zika circulait entre
2015 et 2016 (dos Santos et al., 2016). Cette corrélation a également été observée au Brésil durant

I’épidémie de 2015-2016 (Araujo et al., 2016).

d. Moyen de lutte contre ZIKV

A I'heure actuelle aucun traitement prophylactique n’a été mis au point. Cependant, les études se
multiplient et, en 2018, il y avait déja une quinzaine de candidats vaccins en essai clinique. Différentes
pistes sont explorées notamment celles des vaccins ADN, inactivés, atténués ou sous-unitaires (Garg
et al., 2018). En ce qui concerne les antiviraux, des anti-protéases dirigés contre NS2B-NS3 ont été tres
privilégiée est NS5. Certaines équipes se focalisent sur le développement de traitements ciblant des

facteurs cellulaires nécessaires a la réplication virale (Baz and Boivin, 2019).

Enfin, la lutte anti-vectorielle est elle aussi considérée sérieusement avec différentes stratégies mises
en place dans les régions endémiques. Les moyens les plus simples mis en ceuvre sont I'élimination
des gites larvaires ou le développement de protections personnelles pour éviter les contacts avec les
moustiques. L'utilisation d’insecticides est elle aussi trés répandue avec le dichlorodiphényl-
trichloroéthane (DDT). Toutefois, cette stratégie connait des limites avec un impact avéré sur la santé
et I'environnement et I'apparition d’insectes résistants (Marcombe et al., 2012). Plus récemment
I'arrivée de nouvelles technologies (notamment CRISPR-Cas 9) a permis la mise en place de nouvelles
stratégies, comme celle du « forgage génétique » pour permettre la propagation d’'une mutation ou

suppression d’un gene dans une population de moustiques (Kistler et al., 2015 ; Liu et al., 2019).

Introduction | 18



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

II. Mise en place de la réponse immunitaire innée face au
virus Zika

Le systeme immunitaire a su s’adapter pour faire face a différents types de pathogenes. La premiére
ligne de défense est la réponse immunitaire innée. Elle implique différents acteurs cellulaires
indispensables a sa mise en place rapide, que sont les macrophages, les cellules dendritiques, les
cellules « natural killer », les mastocytes ou encore les neutrophiles. Elle implique également un
nombre important d’acteurs moléculaires, dont les cytokines pro-inflammatoires. Les paragraphes qui
suivent décrivent la mise en place de cette réponse par la détection de I'infection par ZIKV, puis les
mécanismes déployés par I'organisme pour contrdler cette infection et conduire a la mise en place

d’un état antiviral de la cellule infectée.

1. La reconnaissance des génomes viraux

La reconnaissance cellulaire des pathogeénes est médiée par les récepteurs de reconnaissance de
motifs moléculaires ou « pattern recognition receptors » (PRRs). Ces PRRs, vont permettre la détection
de motifs moléculaires associés aux pathogenes ou « pathogen-associated molecular patterns »
(PAMPs). Nous pouvons identifier 4 classes différentes parmi ces PRRs. Les récepteurs de type Toll (ou
Toll-like receptor, TLR), ceux de type Retinoic acid-inducible gene | (ou RIG-like receptor, RLR), ceux de
types nucleotide-binding oligomerization domain (ou NOD-like receptor, NLR) et ceux de type lectine C
(CLR). Plus récemment, I'enzyme cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) a été identifiée comme un PRR
pouvant détecter I’ADN cytosolique (Sun et al., 2013). Le tableau 3 regroupe les principaux PRRs, les
stimuli qu’ils reconnaissent ainsi que les virus qu’ils permettent de détecter. En ce qui concerne la
reconnaissance des Flavivirus, les TLRs, RLRs et cGAS semblent jouer un réle important dans I'induction

de la réponse antivirale ; nous nous focaliserons donc sur ceux-ci dans la suite de cette partie.

a. Controle de I'infection par les TLRs

Les TLRs sont au nombre de 10 chez I'homme. Ils permettent la détection d’un panel trés varié de
PAMPs présents dans le milieu extracellulaire ou dans les endosomes. Les TLRs 3 et 7 ont la capacité
de détecter respectivement les ARNs double brin et simple brin et sont les seuls a avoir été décrits
comme pouvant contréler I'infection par des Flavivirus. Tout d’abord, le TLR3 semble reconnaitre
I'intermédiaire ARN double brin formé lors de la réplication virale. Sa surexpression est corrélée a une
inhibition de I'infection par DENV dans les fibroblastes HEK-293 (Tsai et al., 2009). Dans le méme sens,

I'inhibition de son expression induit, pour ZIKV, une augmentation de la réplication virale dans les

Introduction | 19



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

fibroblastes HFF-1 (Hamel et al., 2015). Le TLR7 est également capable de détecter les acides
nucléiques de DENV et ZIKV dans les cellules dendritiques plasmacytoides et des monocytes humains
(Wang et al., 2006 ; Vanwalscappel et al., 2018). Ces deux TLRs sont insérés dans la membrane des
endosomes, avec leur domaine de reconnaissance de I’ARN situé dans le lumen des endosomes. Sil'on
inhibe la fusion endosomale lors de I'infection, I'induction d’interféron de type | (IFN-1) médiée par la
reconnaissance par le TLR7 est diminuée dans les cellules dendritiques plasmacytoides, ce qui prouve
gue cette étape est cruciale pour la détection (Wang et al., 2006). Peu de travaux font état de
I'implication des autres TLRs dans la reconnaissance des Flavivirus. Les TLR2, 4 et 6 pourraient étre
importants pour la détection de la protéine NS1 de DENV. Ces études ne sont cependant pas

consensuelles en ce qui concerne I'implication des TLR2 et 6 (Modhiran et al., 2017 ; Chen et al., 2015).

b. Controle de I'infection par les RLRs

Les RLRs représentent une famille protéique plus restreinte composée de 3 protéines, retinoic acid-
inducible gene | (RIG-1), melanoma differenciation-asssociated gene 5 (MDAS) et la protéine laboratory
of genetics and physiology 2 (LGP2). Tandis que les TRLs peuvent détecter les PAMPs a la surface
cellulaire ou a l'intérieur des endosomes, les RLRs ont, quant a eux, évolué pour permettre la
reconnaissance des PAMPs au niveau cytosolique. LGP2 est connu pour étre un régulateur négatif de
RIG-I et, a I'inverse, un régulateur positif de MDA5 (Yoneyama et al., 2005 ; Saito et al., 2007 ; Sanchez
David et al., 2019). RIG-I et MDAS possédent une organisation trés similaire, avec la présence de 2
domaines d’activation et de recrutement de caspase (CARD) a I'extrémité N terminale (Figure 9)
(Streicher and Jouvenet, 2019). Ces domaines seront nécessaires pour |'interaction avec la protéine
MAVS, qui est impliquée dans I’activation de la voie de signalisation découlant de la détection des ARN
viraux (détaillé dans la partie 11.2). Le domaine central comprend un domaine DECH box / ATPase et, a
I’'extrémité C terminale, un domaine de régulation. RIG-1 et MDAS ne possedent pas de motif de liaison
a I’ARN classique, il est possible que ce soit le domaine C-terminal qui joue ce réle (Cui et al., 2008).
Les différents RLRs ont des spécificités quant a la reconnaissance des ARN viraux. Les ARN simple brin
possédant une extrémité 5’ triphosphate sont préférentiellement reconnus par RIG-I (Pichlmair et al.,
2006 ; Hornung et al., 2006). Les ARN 5’ triphosphate de I’h6te ne sont pas reconnus par ce mécanisme,
car avant translocation dans le cytoplasme, les phosphates font étre clivés ou une coiffe sera
synthétisée pour protéger I'extrémité. De plus, une étude a également montré que la taille des ARN
joue un réle, avec une reconnaissance des ARN double brin courts par RIG-I et des ARN double brin de
longueur plus importante par MDAS (Kato et al., 2008). Il est clair a I’heure actuelle que les Flavivirus,
notamment DENV et ZIKV, sont pour leur part détectés par ces deux RLRs mais préférentiellement par

RIG-I. En effet, lors de I'infection par le virus de I'encéphalite japonaise (JEV), des souris n’exprimant
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pas RIG-I sont beaucoup plus sensible a l'infection que des souris n’exprimant pas MDAS. Cela
s’explique par une forte inhibition de la production d’interféron dans les souris RIG-I -/- (Kato et al.,
2006). Une autre étude a également montré I'importance de RIG-I dans la détection de ZIKV. Suite a
I'infection de cellules dendritiques humaines, un traitement par un agoniste de RIG-I est suffisant pour
induire une tres forte inhibition de I'infection (Bowen et al., 2017). Pour finir, une étude récemment
menée au laboratoire a permis de mettre en évidence le réle préférentiel de RIG-I par rapport a MDAS
dans la détection des génomes des Flavivirus. L'inhibition de I’expression de RIG-1 dans les cellules HEK-
293T révele son importance pour I'induction de la réponse antivirale lors de I'infection par DENV-2 et
DENV-4. Linhibition de ce RLR, lors de l'infection, induit une forte diminution de la production
d’interféron de type | et par conséquent une baisse de I'activation des génes antiviraux stimulés par
I'interféron. Par ailleurs, dans cette étude il apparait que la région 5’ du génome viral (de 1 a 2000
nucléotides environ) est la région reconnue par RIG-l et est indispensable a la mise en place de la
réponse immunitaire innée. Il apparait également que MDAS5 joue un rdle trées mineur dans cette
détection. Au contraire de RIG-I, aucun ARN viral immuno-stimulateur n’est retrouvé associé a MDA5

(Chazal et al., 2018).

DECH Box / ATPase Figure 9. Structure des RLRs. En jaune

CARD1 CARD2 | 1 DCT apparaissent les domaines  CARD
RIG-I m-:' nécessaires a l'interaction entre les RLRs et
1 925 MAVS pour activer la cascade de

MDAS m signalisation, en bleu le domaine DECH box
/ ATPase, et en rouge le domaine C
terminal (DCT). En vert est représentée

LGP2 ’—‘I [ une région intermédiaire, le pincer, reliant

le DCT au domaine DECH Box / ATPase.
(Streicher and Jouvenet, 2019)

c. Controle de l'infection par cGas

La protéine cGAS permet donc, comme précisé plus haut, la détection d’ADN double brin cytosolique
qui est reconnu par la cellule comme un danger. En temps normal, 'ADN cellulaire est strictement
contenu dans le noyau ou au niveau de la mitochondrie. Certains facteurs cellulaires vont étre
importants pour permettre une activation efficace de cGAS, comme TRIM56 ou G3BP1. Une fois activé,
CGAS interagit avec la protéine STING indispensable a I'activation de la cascade de signalisation (Seo
et al., 2018 ; Liu et al., 2019). Dans ce contexte, le role de cGAS dans I'induction de la réponse anti-
virale est majoritairement décrit pour les virus possédant un génome ADN (Li et al., 2013b). Cependant,

les virus ayant un génome ARN vont pouvoir également induire une réponse via ce senseur. En effet,
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lors de l'infection de cellules A549 et HEK-293T par DENV, il a été mis en évidence que le stress
cellulaire induit était la cause du relargage d’ADN mitochondrial dans le cytoplasme. Cet ADN peut
alors étre détecté par cGAS qui permet I'activation d’une voie de signalisation aboutissant a un état
antiviral de la cellule (Sun et al., 2017 ; Aguirre et al., 2017). Pour le virus Zika, le relargage de I’ADN
mitochondrial dans le cytoplasme n’a pas été mis en évidence. Néanmoins, dans des monocytes THP-
1, pour lesquels I'expression de cGAS est éteinte, on observe une augmentation de la réplication virale
ainsi qu’une diminution de la synthése d’interféron béta (IFNB), ce qui démontre clairement le réle de
cGAS dans la mise en place de la réponse immunitaire innée (Zheng et al., 2018). Par ailleurs, une étude
a montré que ZIKV est capable de contrecarrer la réponse médiée par cGAS dans des fibroblastes
humains mais pas dans des fibroblastes murins (Ding et al., 2018). Cette différence pourrait contribuer

a la trés faible infection de la souris par ce virus (Ding et al., 2018).

TLR3 Membrane ARN db HSV1, MCMYV, !—'Iawwrus,
endosomale Enterovirus
Membrane coxsackie virus,
TLR TLR7 endosomale ARN sb VV, MV, RSV, Retrovirus
TLR9 Membrane ADN sb DENV, HBV, Herpesvirus
endosomale
EBOV, MV, RSV, VSV, HCV,
5’ ppp-ARN db, VV, HSV1, Rotavirus,
RIG-I .. .
. ARN db court Flavivirus, Hantavirus,
RLR Cytosolique .
Adenovirus
MDAS ARN db long pollowrusf coxasac‘kl‘e virus,
Rotavirus, Flavivirus
cGAS cGAS Cytosolique ADN db Herpesvirus, I;'Iawwrus,
Retrovirus
AlM2 ADN db MCMV, VWV
NLR Cyt li :
NOD2 yrosolique ARN RSV, IAV, HCMV

Tableau 3. PRRs dont I'activité antivirale est bien décrite. Les PRRs sont regroupés en quatre familles et
sont tous situés sur la membrane de I'endosome ou au niveau cytosolique. Abréviations utilisées : HSV1,
Herpeés simplex virus 1 ; MCMV, cytomégalovirus murin ; VV, virus de la vaccine ; MV, (measles virus) virus
de larougeole ; RSV, virus respiratoire syncytial ; DENV, virus de la dengue ; HBV, virus de I'hépatite B ; EBOV,
virus Ebola ; VSV, virus de la stomatite vésiculaire ; HCV, virus de I'hépatite C ; IAV, virus influenza A ; HCMV,
cytomégalovirus humain. (Chen et al., 2017 ; Shahrakyvahed et al., 2014 ; Luecke and Paludan, 2015 ; Lai et
al.,, 2018 ; Ma et al., 2015 ; Gao et al., 2013 ; Rathinam et al., 2010)
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d. Controle de la détection des ARN viraux par ZIKV

Face aux mécanismes cellulaires mis en place lors de l'infection, les virus ont évolué vers des
mécanismes moléculaires pour contrecarrer cette réponse. Tous les virus ont développé des stratégies
plus ou moins efficaces pour contréler la réponse immunitaire innée. Les Flavivirus ne font pas
exception a la régle. Nous allons aborder ici les mécanismes mis en ceuvre par ZIKV pour échapper ala

reconnaissance des senseurs précédemment décrits.

Tout d’abord, comme décrit dans la partie 1.2.b, la réplication du génome a lieu au niveau
d’invagination du RE, et cette particularité est déja, en soit, une protection contre la détection par les
senseurs cytosoliques (Chatel-Chaix et al., 2016). Le fait de synthétiser une coiffe a I'extrémité 5’ du
génome est également un autre mécanisme protecteur. Le virus Zika a également mis en place des
moyens d’action plus directs. La protéine NS3 interagit avec les protéines cellulaires 14-3-3¢ et 14-3-
3n, qui sont des protéines indispensables a la translocation de RIG-I et MDAS5 du cytosol a la
mitochondrie, dans des lignées astrocytaires (SVG-A) (Riedl et al., 2019). Cette étape de translocation
des RLRs est nécessaire a la réponse antivirale (Riedl et al., 2019). D’autre part, la protéine NS4A va,
par compétition de liaisons avec le domaine CARD de MAVS, réduire les interactions entre RIG-I ou
MDAS et MAVS dans des cellules HEK-293T, étape la aussi essentielle a la mise en place de la réponse
(Ma et al., 2018). Des stratégies similaires sont retrouvées pour contourner la détection par cGAS avec,
notamment, le clivage par NS2B/NS3 de STING dans des fibroblastes HEK-239T (Ding et al., 2018).
Enfin, il a été montré que la protéine NS1 de ZIKV permet I'activation de I'inflammasome qui prévient
alors la dégradation de la caspase 1 qui va pouvoir cliver cGAS (Zheng et al., 2018). Il y n’a pas encore

de mécanisme d’échappement de la reconnaissance des TLRs décrit pour le virus Zika.

2. Voies de signalisation impliquées dans la réponse immunitaire
innée

Les différents PRRs évoqués vont, apres détection de l'infection et donc activation, induire des
cascades de signalisation aboutissant a la mise en place d’une réponse antivirale de la cellule infectée
et des cellules environnantes (Figure 10). Leur activation va permettre la phosphorylation spécifique
de différents facteurs de transcription que sont IRF3, IRF7 et NFkB. La phosphorylation de ces protéines
entraine leur translocation nucléaire qui permettra I'activation transcriptomique de nombreux génes
permettant de réguler notamment I'apoptose, la croissance ou la différenciation cellulaire. Ce qui va
nous intéresser particulierement pour la mise en place de la réponse immunitaire innée est I'induction
de genes aboutissant a la synthése de cytokines pro-inflammatoires, dont les interférons de type | (IFN-

1) et de types lI (IFN-III).
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a. Voie de signalisation TLR

Les TLRs sont présents a la surface cellulaire ou au niveau de I'endosome. Une fois les PAMPs détectés
par leur domaine extra-cellulaire ou intra-endosomal, une voie de signalisation va étre activée. Le
domaine TIR, présent sur tous les TLRs va jouer un réle important et permettre I'interaction avec
différentes protéines adaptatrices contenant elles aussi un domaine TIR. Tous les TLRs, a I'exception
du TLR3, vont interagir soit directement, soit indirectement avec MyD88, protéine adaptatrice
indispensable a cette voie de signalisation. MyD88 va alors former un complexe avec des kinases de la
famille IRAK qui vont induire une cascade de phosphorylation et activer la protéine TRAF6 (Lin et al.,
2010). TRAF6, a son tour, va former un complexe avec des ubiquitines ligases, qui permettront
I'activation d’un complexe comprenant TAK1. Enfin, TAK1 va permettre I'activation de la voie NFkB via

dégradation de I'inhibiteur IkB (Jiang et al., 2002 ; Kawasaki and Kawai, 2014) (Figure 10).

Pour le TLR3, I'activation de la voie de signalisation est légérement différente. En effet, ce TLR va
interagir avec la protéine TRIF et ne passera pas par |'activation de MyD88. TRIF va alors directement
recruter TRAF6 ce qui ménera, finalement, a I'activation des mémes voies de signalisation. Cependant,
il est important de noter que via l'activation de TRAF3, I'activation du TLR3 va permettre la
phosphorylation du facteur de transcription IRF3 et aboutir a la production d’IFN-I et IFN-III (Kawasaki

and Kawai, 2014) (Figure 10).

b. Voie de signalisation RLR

Apres détection du génome des Flavivirus par RIG-I et MDAS, une étape d’oligomérisation va étre
nécessaire. Celle-ci va avoir lieu grace a l'ubiquitination des domaines CARD des extrémités N-
terminales qui va permettre une tetramérisation du RLR activé (Jiang et al., 2012). La protéine MAVS,
présente au niveau de la membrane de la mitochondrie, sera ainsi activée. Suite a cette activation,
MAVS va recruter le complexe TBK1/IKKe par I'intermédiaire des protéines TRAFs (Fang et al., 2017).
L’activation de ces kinases va permettre la phosphorylation du facteur IRF3 et IRF7 d’une part et
I’activation de la voie NFkB, d’autre part. Cette cascade va alors aboutir a la production de cytokines

pro-inflammatoires et particulierement d’IFN-I et IFN-I1I (Figure 10).

c. Voie de signalisation cGAS

CGAS posséde un domaine de liaison a I’ADN qui va lui permettre de détecter I’ADN cytosolique. Lors
de son attachement a I’ADN, cGAS va subir un changement de conformation qui va lui permettre de

former un homodimére, devenir active et induire la synthése de cGAMP (Zhang et al., 2014). Ce
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messager nouvellement synthétisé va interagir avec la protéine STING présente au niveau du réticulum
endoplasmique (Wu et al., 2013 ; Zhang et al., 2013). La protéine STING ainsi activée transite du RE
vers |'appareil de Golgi. Ce faisant, elle recrute et active la kinase TBK1 qui, comme pour la signalisation
via les TLR, induira la phosphorylation du facteur de transcription IRF3. La encore, il y aura production
d’IFN-I et IFN-III (Tanaka and Chen, 2012 ; Sun et al., 2013 ; Dansako et al., 2018). |l a aussi été observé
une activation de la voie NFkB par STING (Ishikawa and Barber, 2008) (Figure 10).

ADN mitochondrial ARN viral
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Figure 10. Détection de génomes viraux par les PRRs et controle par ZIKV. Le génome viral est détecté par
différents PRRs, ce qui permettra la mise en place de cascades de signalisation. Ces cascades aboutiront
d’une part, a la phosphorylation de I'inhibiteur du facteur NFkB permettant ainsi la translocation du facteur
de transcription dans le noyau. D’autre part, 'activation de certaines kinases va mener a l'activation par
phosphorylation des facteurs IRF3 et IRF9 qui permettra également leur translocation dans le noyau. Cette
réponse induit ainsi la production de cytokines pro-inflammatoires, dont les IFN-I et lll. Les protéines de ZIKV
vont interagir a différents niveaux pour contrecarrer cette réponse, elles sont indiquées en rouge sur la
figure. Les fleches rouges représentent des interactions menant a la dégradation ou linhibition de
phosphorylation de la protéine cible, les fleches vertes, des activations par phosphorylation. Les fleches
bleues représentent les translocations dans le noyau des différents facteurs de transcription.
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d. Controle des voies de signalisation par le virus Zika

Le virus Zika a évolué pour favoriser des mécanismes de contréle des différentes cascades de
signalisation antivirales. Les facteurs impliqués dans ces cascades sont trés nombreux et sont autant
de cibles potentielles que le virus peut contréler (Figure 10). La protéine NS1 de ZIKV se lie a la protéine
TBK1 et ainsi réduit son activité de kinase dans des cellules HEK-293T. Une mutation dans le domaine
de NS1 nécessaire a cette interaction montre, dans le modele murin A129, une augmentation de la
production d’IFNB (Xia et al., 2018b). Cette interaction résulte d’une induction trés altérée d’IFNB et
donc d’une réplication virale amplifiée. Par ailleurs, une autre étude a montré que la surexpression des
protéines NS1 et NS4B réduisait également la phosphorylation de TBK1 dans des cellules HEK-293T
(Wu et al., 2017). La polymérase virale NS5 contréle elle aussi les voies de signalisation menant a la
production de cytokines pro-inflammatoires. En effet, une surexpression de cette protéine méne, la
encore, a une diminution de la phosphorylation de IRF3 par TBK1 (Lin et al., 2019). De plus, NS5 peut
se lier, via son domaine méthyl-transférase, directement au facteur de transcription IRF3 suggérant un
role inhibiteur (Xia et al., 2018b). Ainsi, différentes protéines non structurales de ZIKV peuvent inhiber
les différentes voies de signalisation induites par la détection de I'infection, en ciblant généralement

les facteurs cellulaires communs a ces voies, comme IRF3.

3. Les cytokines, des facteurs antiviraux

Comme expliqué précédemment, I'activation des voies de signalisation aprés détection de I'infection,
va aboutir a la production de cytokines pro-inflammatoires. Les cytokines sont des acteurs
moléculaires de la réponse immunitaire innée et vont permettre notamment I'activation de cellules
immunitaires comme les macrophages, les cellules dendritiques ou les cellules natural killer. Par
ailleurs, ces cytokines vont jouer un réle important pour la mise en place de la réponse immunitaire

adaptative et la réponse humorale.

Plusieurs études cliniques, réalisées sur des patients symptomatiques, de Singapour, du Brésil ou ayant
voyageés dans des régions épidémiques d’Asie du sud-est, montrent que lors de I'infection par ZIKV, le
taux de certaines cytokines augmente drastiquement dans le sang. Ces études mettent en évidence
I'importance, notamment des cytokines IL-2, IFN-y, IL-4, IL-17A et IL-9, pour la mise en place d’une
réponse immunitaire adaptative efficace (Tappe et al., 2016 ; Lum et al., 2018). Par ailleurs, on peut
aussi noter que les niveaux d’IL-8, IL-1ra et IP-10 sont élevés chez les patients atteints d’une infection
aiglie par ZIKV. Ces cytokines sont nécessaires pour recruter des effecteurs de la réponse immunitaire

au site d’infection (Khan et al., 2000). Cependant, une production trop importante de cytokines pro-
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inflammatoires peut avoir un effet néfaste sur 'organisme. Le terme de tempéte cytokinique fait
référence a ce processus (Maucourant et al., 2019). Les cytokines peuvent étre a I'origine de certains
symptomes observés lors de I'infection par ZIKV. En effet, chez des patients symptomatiques brésiliens
la forte production d’IP-10 et IL-5 serait associée a des exanthémes et des maux de téte et IL-1ra a une
plus forte arthralgie (Barros et al., 2018). La chemokine IP-10 serait également impliquée dans
I"'apoptose des neurones lors de I'infection du feetus et de la mise en place du syndrome de Guillain
Barré chez ’lhomme (Naveca et al., 2018). De plus, une autre étude montre qu’une importante quantité
d’IP-10, IL-8 et IL-2 pourrait étre a I'origine d’anomalies congénitales observées lors d’infection par

ZIKV chez les femmes enceintes (Foo et al., 2018).

Toutefois, la cytokine faisant I'objet de notre étude est I'interféron qui peut étre produite en méme
temps que les autres cytokines pro-inflammatoires mais aussi directement via I’activation de différents
facteurs de transcription. Nous détaillerons donc plus particulierement sa production et son role

antiviral dans la prochaine partie.
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III. Roledel’'interféron etdes genes stimulés parl'interféron
dans la réponse antivirale

1. Les interférons

L'interféron (IFN) est une cytokine pro-inflammatoire au cceur de la réponse immunitaire innée
antivirale. Le terme d’interféron a été utilisé pour la premiére fois en 1957 pour décrire une molécule
a I'origine d’une interférence virale. Chez le poulet, la membrane chorio-allantoide ne pouvaient pas
s’infecter avec le virus influenza A si elle avait subi une autre infection précédemment (Isaacs and
Lindenmann, 1957). Depuis, trois grands types d’interférons ont été décrits et jouent un réle dans la

mise en place de la réponse immunitaire innée (Tableau 4).

Les interférons de type | (IFN-I), qui représentent la plus grande des classes d’interférons chez
I’'homme, est composée de I'IFNa, IFNB, IFNg, IFNk, IFNw. Tous ces IFNs ont la particularité d’activer la
méme voie de signalisation passant par le méme récepteur, un hétérodimere constitué des sous-unités
IFNAR1 et IFNAR2 (Figure 11). Les interférons les plus étudiés sont cependant les IFNa et IFN. Ils sont
produits par la majorité des cellules, contrairement aux autres types d’IFN. Toutefois, lors d’une
réponse antivirale la plus grande partie d’IFNa va étre produite par les cellules dendritiques
plasmacytoides (Siegal et al., 1999). L'IFNa peut étre divisé en 13 sous-types. Il a été montré que les
différents IFN-I pouvaient avoir des roles légérement différents dans la mise en place de la réponse
immunitaire en fonction de la densité de récepteurs présents a la surface des cellules mais aussi de

leur affinité de liaison avec celui-ci (Jaitin et al., 2006 ; Moraga et al., 2009).

Un seul interféron compose la classe des interférons de type Il (IFN-II), 'IFNy. Il possede un récepteur
qui lui est propre : IFNGR. La production d’IFNy est limitée aux cellules immunitaires. Cependant, le
récepteur étant présent sur une majorité de types cellulaires, une trés grande partie des cellules est
capable de répondre a cet IFN (Valente et al., 1992). L'IFN-II est régulé différemment des deux autres

types d’IFN et induira également une régulation génétique différente (Lee and Ashkar, 2018).

Les interférons de type lll regroupent les quatre sous-types d’IFNA1-4. Les trois premiers sous-types
sont aussi connus sous le nom d’IL-29, IL-28A et IL-28B. lls ont été décrits au début des années 2000 et
possedent un récepteur spécifique, composé des sous unités suivantes : IFNLR1 et IL-10R2. (Kotenko
et al., 2003 ; Sheppard et al., 2003 ; Prokunina-Olsson et al., 2013) (Figure 11). Ce récepteur va étre
majoritairement présent sur les cellules composant les muqueuses, les épithéliums et autres barriéres

de surface (Sommereyns et al., 2008 ; Wells and Coyne, 2018). L’activation de ce récepteur va induire
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la méme cascade de signalisation que celle observée pour I'lFN-I et va aboutir aux mémes régulations

transcriptomiques.

Nous nous intéresserons aux IFN de type | et lll qui sont régulés directement par les détections opérées

via les PRRs et qui permettront I'induction d’un certain nombre de genes, ayant notamment des

capacités antivirales.

IFNa (13
sous-types)

IFNB IFNAR1
Typel IFNe IFNAR2

IFNK

IFNw
IFNGR1
Type I IFNy FNGR2
Type IFNLR1
1] IFNA 1-4 IL-10R2

Toutes les cellules
nucléées

Lymphocytes T CD4+
Lymphocytes T CD8+
Cellules NK
Cellules NKT

Cellules épithéliales
Cellules endothéliales
Neutrophiles

- Réponse antivirale et
antibactérienne

- Induction des genes sous controle
de I'élément de réponse ISRE

- Fonction antiproliférative et
apoptotique

- Activation des cellules dendritiques
- Fonctions immuno-modulatrices
(prolifération, survie et
différenciation des Lymphocytes T)
- Potentialise I'effet des IFN-I

- Induction des genes sous contréle
de I'élément de réponse GAS

- Fonction antiproliférative

- Régule positivement |'expression
des CMH-l et Il

- Activation des macrophages

- Contréle de la différenciation des
Lymphocytes T CD4 en effecteur Thl
- Réponse antivirale et
antibactérienne

- Induction des genes sous controle
de I'élément de réponse ISRE

- Fonction antiproliférative et
apoptotique

- Contréle indirect de la
différenciation des Lymphocytes T
CD4 en effecteur Thl

Tableau 4. Les interférons. Ce tableau regroupe les principales caractéristiques de trois types
d’IFN. (Schoenborn and Wilson, 2007 ; Schneider et al., 2014 ; Lazear et al., 2019)
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2. Voie de signalisation des IFN-I/III

a. Voie de signalisation et induction des genes stimulés par I'interféron

Les IFN-I/11l sont produits dans la cellule apres activation de différents facteurs de transcription, dont
les principaux sont IRF3, IRF7 et NFkB, comme décrit précédemment (Figure 10). Les facteurs IRF3 et
IRF 7 vont étre activés par phosphorylation, ce qui va permettre leur dimérisation et leur translocation
dans le noyau. Pour NFkB, I'activation se fait par phosphorylation de I'inhibiteur IkB qui est ensuite
dégradé permettant la translocation dans le noyau de NFkB. Ces facteurs, devenus nucléaires, vont se
fixer sur des régions spécifiques des promoteurs des IFN-I et IFN-IIl (Wathelet et al., 1998 ; Sato et al.,

2000 ; Thomson et al., 2009).

Une fois produits, les IFN-I/IIl vont étre secrétés par la cellule pour permettre une signalisation
autocrine ou paracrine. Cette signalisation est tres bien décrite a I’heure actuelle et la majorité des
acteurs impliqués ont été identifiés (Figure 11). Les IFNs vont se fixer sur leurs récepteurs respectifs.
Chacune des sous-unités de ces récepteurs, est associée a des « Janus kinases » (JAK) : IFNAR1 et
IFNAR2 sont associés avec, respectivement TYK2 et JAK1, tandis qu’IFNLR1 et IL-10R2 interagissent
avec JAK1 avec TYK2. En I'absence de stimulus, les domaines cytoplasmiques des récepteurs sont
associés a un domaine de liaison aux kinases inactives. Lorsque le ligand interagit avec son récepteur,
les sous-unités se rapprochent et subissent des changements structuraux qui permettent aux
domaines catalytiques des deux kinases de se trans-phosphoryler et ainsi de s’activer (Platanias, 2005 ;
Schneider et al., 2014). Une fois activées, les JAK vont phosphoryler les récepteurs. Cette derniere
action induit la relocalisation des protéines STAT-1 et -2 par les interactions de leur domaine SH2 avec
le récepteur. Les protéines STAT seront a leur tour phosphorylées et se décrocheront du récepteur
pour permettre un changement de conformation et leur hétérodimérisation (Heim et al., 1995). Le
changement de conformation permet I'exposition d’un signal de localisation nucléaire qui facilitera la
translocation de ces protéines dans le noyau (Melén et al., 2001). Ce changement de conformation
permet aussi l'interaction avec IRF9 formant ainsi le complexe ISGF3 (Interferon stiulated genes
factor 3). Une fois dans le noyau, le complexe ISGF3 se lie a I'élément de réponse ISRE (IFN-stimulated
response element) présent en amont des génes stimulés par I'interféron (ou IFN-stimulated genes, 1SG)
(Levy et al., 1988). C’'est STAT2 qui contient le domaine d’activation transcriptionnel et IRF9 qui va

permettre au complexe d’interagir avec la séquence d’ADN spécifique (Fink and Grandvaux, 2013).

Les ISGs synthétisés suite a I'activation de cette cascade de signalisation jouent différents réles dans
la réponse antivirale. Certains seront des régulateurs positifs ou négatifs de la voie. D’autres seront

directement impliqués dans I'inhibition de I'infection. Ces réles seront décrits plus loin.
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IFN type | IFN type Il

IFNAR1
Figure 11. Voie de signalisation
de 'IFN. Cascade de
signalisation induite lors de la
détection d’IFN-I ou IFN-III dans
le milieu extra cellulaire via les
récepteurs spécifiques. En rouge
apparaissent les protéines de
ZIKV au niveau des étapes
controlées par le virus (Adapté
de Scheinder et al. 2014).

b. Controle de I'induction d’IFN par ZIKV

Les virus ont également évolué pour contrecarrer la cascade de signalisation induite par I'lFN, et ZIKV
ne fait pas exception a la régle (Figure 11). Tout d’abord, il a été montré que la surexpression de NS2B/3
induit la dégradation, via le protéasome, de la kinase JAK1, réduisant ainsi la transcription de certains
ISGs dans les cellules A549 et HEK-293T (Wu et al., 2017). Par ailleurs, la protéine NS4A de TBEV
controle la phosphorylation et de la dimérisation de STAT1 et STAT2 dans les fibroblastes HEK-293T
(Yang et al., 2020). De plus, la surexpression de la protéine NS4A de ZIKV chez la drosophile induit la
diminution d’un rapporteur de la voie JAK/STAT ainsi qu’une inhibition du développement de I'ceil

médié par I'inhibition de la voie JAK/STAT (Harsh et al., 2020).

Enfin, plusieurs études indépendantes ont montré que NS5 induit la dégradation, via le protéasome
de STAT2 dans de nombreux types cellulaires (Grant et al., 2016 ; Kumar et al., 2016 ; Hertzog et al.,
2018). Elle induit également une inhibition de la phosphorylation de STAT1 dans des cellules HEK-293T
traitées a I'lIFNB (Hertzog et al., 2018).

Introduction | 31



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

3. Les genes stimulés par I'interféron

a. Etude des génes stimulés par l'interféron

Le terme de génes stimulés par 'interféron (ISG) regroupe tous les genes qui seront positivement
régulés par le facteur ISGF3 lors de la réponse a l'interféron. En amont de ces genes, on retrouve
I’élément de réponse stimulé par l'interféron (ISRE), sur lequel va se fixer le facteur ISGF3 pour
permettre I'activation de la transcription. Les ISGs ont été décrits pour la premiére fois dans une étude
de 1979. Dans cette étude, les auteurs ont traité des fibroblastes humains a l'interféron pendant 8 h
et ont mis en évidence la présence de 4 protéines qui n’étaient pas synthétisées sans le traitement.
Déja, a cette époque, le réle antiviral de ces protéines était suspecté. En effet, dans cette méme étude
le traitement inhibait I'infection de fibroblastes humains par le virus de la stomatite vésiculaire (VSV)

(Knight and Korant, 1979).

Depuis une vingtaine d’année, la connaissance sur les ISGs a augmenté de facon exponentielle,
majoritairement grace a I'arrivée de la métaomique (regroupement des techniques permettant les
analyses de données massives notamment la transcriptomique ou la protéomique). Une premiere
étude a été réalisée en 1998 pour identifier des ISGs sur des fibroblastes humains traités ou non avec
différents types d’IFN. Par transcriptomique, les auteurs ont identifié plus de 320 génes stimulés par
I'IFNB apres un traitement de 6 h (Der et al., 1998). Depuis, de nombreuses équipes ont essayé
d’identifier des ISGs en utilisant différentes méthodes et différents stimuli. Toutes ces études ont pour
but d’identifier des acteurs antiviraux de la réponse immunitaire innée et de comprendre in fine les
mécanismes sous-jacents contrélant I'infection virale. Des banques d’ARN interférents (ARNi) ont été
congues suite a des analyses transcriptomiques de cellules cibles aprés traitement IFN. Lorsqu’un ISG,
ciblé par un ARNi, joue un role important dans la réponse spécifique face a un virus, I'infection par ce
virus est alors favorisée. Ce genre d’étude a notamment été menée sur le virus de I’hépatite C (HCV),
sur un nombre cependant limité d’ISGs (Zhao et al., 2012 ; Metz et al., 2012). A I'inverse, des méthodes
de surexpression ont également été utilisées. La surexpression d’ISG ayant un réle antiviral induit alors
une inhibition de I'infection par les différents virus testés. En 2011, cette méthode est la premiéere a
avoir été utilisées a grande échelle pour permettre le crible de plus de 380 I1SGs dans des cellules
humaines infectées par une dizaine de virus (Schoggins et al., 2011). Plus récemment, avec |’arrivée de
la technologie CRISPR-Cas9, des cribles ciblant tout le génome ont été réalisés. Cette technique
consiste a éteindre I'expression de chaque gene un a un et d’identifier lesquels sont impliqués dans la
réponse antivirale. Cette stratégie a été appliquée dans le contexte de I'infection par le virus Zika et a

ainsi permis d’identifier le réle antiviral de I'ISG IFI6 (Richardson et al., 2018 ; Dukhovny et al., 2019).
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Par ailleurs, I'effet combinatoire de certains ISGs a été observé. En effet, I'expression de deux ISGs
dans une méme cellule aboutit alors a une inhibition d’infection plus importante que chaque
surexpression indépendante. Cela a été montré pour différents virus et dans différentes lignées
cellulaires indiquant que ce mécanisme n’est pas propre a I'un d’eux. Par exemple, pour le virus de la
fiere jaune, les ISGs IFI6 et C6orf150 agissent de cette maniere, impliquant donc deux mécanismes
antiviraux indépendants (Schoggins et al., 2011). De plus, certains ISGs peuvent également agir en
synergie avec d’autres protéines cellulaires pouvant ainsi étre a I'origine d’une réponse antivirale plus
forte. Cela a ainsi été montré pour la protéine ZAP (zinc finger antiviral protein) qui posséde des effets
synergiques avec 31 ISG, pour la mise en place d’une réponse antivirale face au virus Sindbis (un
Alphavirus), dans des cellules rénales de hamster (BHK) et des hépatocytes humains (Huh7) (Karki et

al., 2012).

A I'heure actuelle, le nombre exact d’ISGs n’est pas connu, on l'estime entre 300 et 2000 selon les
études (Rusinova et al., 2013). Par ailleurs, il est important de noter que le nombre d’ISGs, mais
également les genes qu’on y associe, varie en fonction du type cellulaire observé. Ce nombre est
également dépendant du type d’IFN utilisé pour traiter la cellule cible ainsi que la durée de ce

traitement.

Beaucoup d’ISGs décrits sont antiviraux et vont favoriser le contréle de I'infection ou I'élimination du
pathogéne. Toutefois, les virus ont su contourner cette réponse et tirer parti de certains de ces génes
préférentiellement exprimés lors d’une infection. Dans certains contextes infectieux, les ISGs peuvent
donc exercer une fonction pro-virale. De nombreux ISGs ne jouent pas de réle direct sur la réplication
des virus mais sont importants pour la régulation de la réponse et exercent un rétrocontréle,

principalement positif, sur la voie interféron.

b. Lerétrocontrole des ISGs

Le principal mécanisme de rétrocontrdle de la voie est un contréle positif. En effet, un grand nombre
des acteurs directs des voies de signalisation impliqués dans la détection de l'infection ou de la
production de I'IFN, sont également des ISGs. Parmi les plus importants on retrouve les RLRs, STAT1 et
STAT2 mais aussi les facteurs de transcription IRF1, 3, 7 et 9. Toutefois, ces différents éléments des
voies de signalisation ont tout de méme besoin d’étre activés avant de pouvoir permettre
I"amplification de la réponse. IRF1 fait exception car il semble permettre la production de certains ISGs
méme dans des cellules STAT17- donc sans activation par la voie classique (Schoggins et al., 2011). De
plus, on observe une amplification de la voie suite a la production de PAMPs supplémentaires par

différents 1SGs. Par exemple, I'oligoadenylate synthétase (OAS), qui est activée par 'ARN viral,
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synthétise du 2’-5’-oligoadenylate, ce qui entraine I'activation de I'endoribonucléase latente (RNaseL).
Une fois activée, la RNasel va cliver le génome viral et ainsi permettre une augmentation du nombre

de PAMPs qui pourront alors étre reconnus par RIG-I (Chakrabarti et al., 2010).

Pour favoriser un retour a I’'homéostasie cellulaire, il existe des mécanismes de régulation négative.
Certains sont indépendant des ISGs, par exemple, I'internalisation du récepteur IFNAR (Teijaro et al.,
2016) ou la déphosphorylation des protéines JAK et STAT par la phosphatase CD45 (Irie-Sasaki et al.,
2001).

Toutefois, plusieurs ISGs permettant la régulation négative de la voie JAK/STAT sont bien caractérisés
a ce jour. Tout d’abord, USP18 se lie a IFNAR2 et inhibe par compétition son interaction avec JAK1
(Malakhova et al., 2006). De par sa liaison spécifique avec ce récepteur, USP18 permet la régulation
spécifique de I'lFN-I. ISG15 a aussi été proposé comme régulateur négatif de la voie par sa conjugaison
(liaison covalente) avec RIG-I. Ce processus est connu sous le nom d’ISGylation (Kim et al., 2008).
Cependant, ce réle a été remis en question par l'utilisation d’'un modéle murin ne possédant pas une
des enzymes nécessaires au processus d’ISGylation. Chez ces souris, on observait au contraire qu’elles
étaient plus sensible a I'infection par le virus influenza B (Lai et al., 2009). De surcroit, I'ISGylation du
facteur IRF3 semble permettre sa stabilisation (Shi et al., 2010). Pour finir, USP18 posséde la capacité
de cliver ISG15, ce qui dans ce contexte pourrait jouer un role dans la régulation négative de la voie
IFN (Malakhov et al., 2002). D’autres études restent a mener pour élucider clairement le réle d’1SG15

dans la régulation de la voie.

SOCS1 et SOCS3 sont des ISGs qui eux aussi permettent la régulation négative de la voie IFN. Il a été
montré dans des cellules HelLa et MCF7 que la surexpression de SOCS1 induit une inhibition de la
phosphorylation et donc de I'activation de STAT1 via son interaction avec la kinase TYK2 (Song and

Shuai, 1998 ; Piganis et al., 2011).

c¢. LesISGs antiviraux ciblant ZIKV

Le role antiviral de certains ISGs est bien décrit a I'heure actuelle. Toutefois, le mécanisme d’action
d’une grande majorité de ces ISG reste inconnu. Les protéines issues de la transcription puis traduction
des ISGs vont cibler pour beaucoup des étapes du cycle viral conservées entre différents virus, et ont
ainsi une gamme de restriction plus large. Par exemple, I'intégrité des acides nucléiques va pouvoir
étre visée par I'action des ISG suivants : OAS/RNAse, ADAR1 et APOBECs (Sheehy et al., 2002 ; Taylor
et al., 2005). Les étapes d’entrée virale, de transcription, de traduction et de bourgeonnement du

virion vont elles aussi étre ciblées par différents I1SGs (Schneider et al., 2014). Ci-dessous nous nous
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intéressons aux ISGs ayant des fonctions antivirales connues face au virus Zika ainsi qu’aux mécanismes

gu’ils font intervenir (Figure 12).

IFITM. La famille protéique des IFITM est composée de 4 membres (IFITM1, 2, 3 et 5). L'action antivirale
des IFITM1, 2 et 3 a été observée pour différents types de virus, les Filovirus, les Flavivirus, le virus
influenza A et le coronavirus SRAS (Brass et al., 2009 ; Huang et al., 2011). Les résultats obtenus sur ces
virus suggerent un impact sur une phase tardive de I'endocytose des virions et donc un effet sur toute
une gamme de virus enveloppés. Pour ZIKV, une étude a été menée en 2016, mettant en évidence le
role d’'IFITM1 et IFITM3 dans le contréle de I'infection par ZIKV par des expériences de gain et de perte
de fonction menées sur des cellules Hela et des fibroblastes embryonnaires de souris. Toutefois,
IFITM3 semble avoir plus d’impact que les autres membres de la famille sur I'infection par le virus
(Savidis et al., 2016a). Cette inhibition a lieu a une étape précoce du cycle viral et la localisation de
IFITM3 dans les endosomes est nécessaire pour une restriction optimale. De plus, il a été montré qu’un
motif constituant une hélice amphipathique de IFITM3 était nécessaire pour la restriction de la fusion

du virus au niveau de I'endosome (Chesarino et al., 2017).

CH25H. La cholesterol-25-hydrxylase (CH25H) est un ISG qui catalyse la formation de 25-
hydroxycholesterol (25-HC) a partir de cholestérol. Son réle antiviral a été décrit pour plusieurs virus
enveloppés. CH25H et 25-HC inhibent la fusion de ces virus a 'endosome indépendamment du type
de glycoprotéines d’enveloppe présentes a la surface du virion (Liu et al., 2013). Cette restriction a lieu,
comme pour IFITM3, a un stade précoce de I'infection. Une étude menée sur ZIKV a observé également
cette restriction lors de l'infection, mais met aussi en évidence I'importance du produit de cette
enzyme, le 25-HC (Li et al., 2017). Dans cette étude, un traitement au 25-HC des cellules Vero suffit
pour bloquer I'internalisation des particules de ZIKV alors qu’il n’affecte en rien la réplication du virus.
De plus, un traitement journalier au 25-HC d’une souris portant des embryons infectés par ZIKV a
montré une propagation du virus altérée dans le cerveau des embryons. Les malformations pouvant

entrainer des microcéphalies était également réduites avec le traitement (Li et al., 2017).

Vipérine. La vipérine, aussi appelée RSAD2, joue également un réle sur une trés large gamme de virus.
Plusieurs études ont observées que la vipérine induisait une inhibition de I'infection par différents
Flavivirus dans de nombreux types cellulaires (Szretter et al., 2011 ; Helbig et al., 2013 ; Upadhyay et
al.,, 2014). Néanmoins, de maniere surprenante, la vipérine utilise des mécanismes différents pour
inhiber I'infection des différents virus qu’elle cible. En effet, pour HCV, c’est la protéine virale NS5A qui
est ciblée ainsi qu’un facteur cellulaire pro-viral VAP-A pour inhiber la réplication (Helbig et al., 2011).
Pour TBEV, comme pour le virus d'immunodéficience humaine (VIH), c’est le domaine SAM de la

vipérine qui inhibe respectivement la réplication du génome et la libération de la particule virale
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(Upadhyay et al., 2014 ; Nasr et al., 2012). Le bourgeonnement de certains virus peut aussi étre
impacté. C’'est le cas du les virus Influenza A, qui est inhibé par la vipérine via son action sur les radeaux
lipidiques nécessaires au bourgeonnement des virions a la membrane plasmique (Wang et al., 2007).
L'effet inhibiteur de la vipérine sur ZIKV est clairment établi (Van der Hoek et al., 2017), bien que le
mécanisme impliqué reste a élucider. Il semblerait que I'extrémité C terminale de la protéine soit
impliquée dans cette restriction, comme cela a pu étre montré pour DENV (Vanwalscappel et al., 2019).
Etant donné la similarité entre ZIKV et DENV il pourrait &tre supposé un rdle similaire, c’est-a-dire dans
I'inhibition de la réplication du génome viral (Helbig et al., 2013). L’hypothese de la dégradation de

NS3 par la vipérin a aussi été avancée pour ZIKV (Panayiotou et al., 2018).

IFI6. IFI6 est un ISG dont le réle antiviral a été démontré dans les infections par les virus ZIKV et HCV.
Des études sur des protéines appartenant a la méme famille, et également induites par I'IFN, ont été
menées chez la souris, mettant en évidence, dans certains types cellulaires, le role de IFI27L2A dans
I'inhibition de I'infection par WNV (Lucas et al., 2016). Toutefois, les mécanismes sous-jacents ne sont
pas clairs. Il est possible qu’ils soient liés aux fonctions de régulation de I'apoptose que possedent ces
protéines. Les résultats des différentes études menées sur IFI6 sont contradictoires dans un contexte
d’infection par HCV. Une premiere étude a montré le réle antiviral de IFI6 lors de I'infection via
I'inhibition de I'EGFR induisant une inhibition de I’entrée du virus dans la lignée hépatocytaire Huh7.5
(Meyer et al., 2015). Toutefois, quelques mois plus tard une étude mettait en évidence que la
surexpression de IFI6 lors de I'infection de Huh7.5 par HCV était pro-virale et permettait méme d’abolir
I'inhibition observée par un traitement a I'lFNa (Chen et al., 2016). L'implication d’IFI6 dans I'infection
par le virus Zika a été mise en évidence plus récemment lors d’un crible a haut débit. IFI6 induit une
diminution des invaginations présentes au RE et nécessaires a la réplication virale, ainsi, cette protéine
ciblerait spécifiguement les virus se répliquant au RE. L’absence d’effet sur lI'infection par HCV,
observée dans cette étude, serait due a la structure des invaginations du RE qui serait différente entre
les deux virus. De facon cohérente, I'effet antiviral est aussi observable pour d’autre Flavivirus (DENV,
YFV ou WNV) dans des cellules Huh7.5 et des fibroblastes NHDF (Richardson et al., 2018 ; Dukhovny et
al., 2019).

PARP-12. La protéine PARP-12 a un effet antiviral décrit uniquement pour ZIKV. Elle est capable
d’induire la dégradation des protéines NS1 et NS3 par la voie du protéasome dans les cellules HEK-

293T (Li et al., 2018).

C190rf66. Comme PARP-12, C190rf66 n’avait pas d’effet antiviral connu jusqu’a récemment. En 2020,
elle a été identifiée comme un nouvel ISG capable lui aussi d’induire la dégradation de NS3 via la voie

du protéasome dans des progéniteurs neuronaux (Wu et al., 2020).
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d. LesISGs ayant une activité favorisant la réplication de ZIKV

Les ISGs ayant un rdle pro-viral, sont des protéines ayant été détournées par le virus de leur fonction
premiere. Peu de cas sont décrits. Peuvent étre classés dans cette catégorie les régulateurs négatifs
de la voie que nous avons évoqués plus haut. En effet, ces régulateurs sont induits par I'lIFN et
permettent une diminution de la production d’ISG donc une diminution de I'état antiviral de la cellule

et finalement ont, indirectement, un effet favorisant la réplication de nombreux virus.

LY6E. LY6E est une protéine impliquée dans les processus cellulaires d’endocytose. Cette protéine est
indispensable pour linternalisation spécifique de cargos de grandes tailles et recouvert de
transferines, dont les Flavivirus. Cet effet a été montré pour différents Flavivirus, ainsi par extinction
de I'expression de LY6E, on induit, dans les cellules épithéliales U20S, une baisse de I'infection de ZIKV
ainsi que de DENV et WNV (Hackett and Cherry, 2018). Cet effet pro-viral a également été observé

pour d’autres virus notamment VIH ou VSV (Yu et al., 2017 ; Mar et al., 2018).

MCOLN2. Le virus détourne cet ISG pour son étape d’entrée. MCOLN2 est un canal a cation qui est
localisé sur la membrane endosomale. Cette protéine va favoriser la transition des endosomes
précoces en endosomes tardifs, favorisant ainsi I'infection. Son réle a été mis en évidence lors de
I'infection par ZIKV mais également par YFV et le virus Influenza A dans des fibroblastes humains

STAT-/- (Rinkenberger and Schoggins, 2018).
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Figure 12. Impact des ISGs sur le cycle viral de ZIKV. En rouge, au niveau des étapes impactées,
sont représentés les ISGs antiviraux. En vert, au niveau des étapes impactées, sont représentés les
ISGs pro-viraux.
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IV. Les Apolipoprotéines L

Chez ’'homme, la famille des apolipoprotéines L (APOLs) est composée de 6 protéines: APOL1-6. Les
génes codants pour ces protéines sont regroupés en cluster sur le chromosome 22 et posséde une
partie C-terminale conservée (Figure 13) (Smith and Malik, 2009). Les APOLs contiennent toutes un
domaine BH3 putatif qui est un domaine retrouvé chez les protéines pro-apoptotiques et qui pourrait
jouer un role dans leur fonction (Vanhollebeke and Pays, 2006). L'implication de ce domaine d’APOL3
a été mis en évidence dans la mort cellulaire programmée des cellules dendritiques lorsque celles-ci
étaient stimulées par du poly(l:C) (Uzureau et al., 2016). Le domaine BH3 semble également impliqué
dans I'activation de I'autophagie (Wan et al., 2008). Toutefois, la fonction cellulaire de chacune de ces
6 protéines reste, a I’'heure actuelle, peu décrite. Certains des génes codant les APOLs, notamment le
1, 2, 3 et 6 sont inductibles par différentes cytokines pro-inflammatoires, y compris I'IFN-I et le facteur
de nécrose des tumeurs (TNFa) dans la lignée hépatocytaire Huh7 et les cellules endothéliales HUVEC
(Monajemi et al., 2002 ; Hayashi et al., 2005 ; Schoggins et al., 2011). Ces résultats laissent penser que
ces protéines jouent un role dans la réponse immunitaire. Elles sont exprimées dans tout I'organisme,
méme si cette expression reste faible dans beaucoup d’organes. Dans la suite de cette partie, nous
détaillerons principalement les caractéristiques des membres APOL1 et APOL3 qui font I'objet de notre

étude.
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Figure 13. Organisation génomique de la famille de génes APOL chez ’'Homme. (A) Organisation génomique
des 6 genes APOL humains. (B) Structure de chaque gene et représentation des différents exons et isoformes.
Adapté de Smith and Malik, 2009
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1. APOL1

APOL1 est la protéine la plus étudiée de la famille des APOLs. La raison premiére est son implication
dans le contréle de I'infection par les parasites de I'espéce Trypanosoma brucei chez I’homme. Son
expression chez les mammiferes est trés restreinte. En effet, elle n’est retrouvée que chez 'lhomme et
le gorille. Le gene apparait chez d’autres primates mais sous forme tronquée ou sous forme de
pseudo-géne (Smith and Malik, 2009). APOL1 est le seul membre de la famille a étre secrété. Elle

posséde un peptide signal nécessaire a son adressage et est retrouvée dans la ciculation sanguine

(Figure 14).
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Figure 14. Organisation des domaines structuraux de la protéine APOL1. Abréviations utilisées : PS, péptide
signal ; PFD, domaine de formation de pore ; BH3, domaine BH3 pro-apoptotique ; MAD, domaine
d’adressage membranaire ; SRID, domaine d’interaction avec la protéine SRA ; SID-1/2, smallest interacting
domains ; HC1/2, cluster hydrophobique 1 et 2 ; LZ1/2, leucine zipper 1 et 2. Les étoiles marquent la position
des mutations retrouvées dans les génotypes G1 ou G2.

a. APOL1, un composant du facteur de lyse du trypanosome

APOL1 a été retrouvée comme étant un composant du facteur de lyse du trypanosome (Vanhamme et
al., 2003). Les trypanosomes sont des parasites unicellulaires qui peuvent infecter différents hotes
vertébrés, notamment les humains et le bétail, et qui sont transmis majoritairement par des vecteurs
hématophages. APOL1 est associée aux protéines HPR et ApoAl au sein de particules lipoprotéiques
de hautes densités pour former ce complexe. La protéine HPR va permettre au complexe, via une
interaction avec son récepteur présent sur le parasite, d’étre endocyté par celui-ci (Vanhollebeke et
al., 2008). Plusieurs mécanismes de lyse ont été proposés, toutefois, APOL1 semble a chaque fois étre
la « toxine trypanolytique ». L'hypothése qui semble la plus retenue est qu’APOL1 permettrait la
perméabilisation de certaines membranes indispensables a I'intégrité du parasite. En effet, APOL1
possede des similarités structurales avec un domaine de formation de pore bactérien. Une des
hypotheses proposées, serait qu’a pH acide, APOL1 subisse un changement de conformation qui
permettra son insertion dans les membranes lipidiques des lysosomes du parasite. APOL1 pourrait
ainsi jouer le réle de canal a chlorure, permettant une entrée massive d’ions dans le lysosome et un

gonflement di au phénoméne d’osmose menant finalement a la lyse du parasite (Pérez-Morga et al.,
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2005). Certains auteurs ont toutefois émis I’"hypothése qu’APOL1 pouvait former un canal a cation non
spécifique (del Pilar Molina-Portela et al., 2005). Une étude plus récente propose qu’un pH acide est
nécessaire a I'enchassement d’APOL1 dans la membrane mais qu’'une augmentation de pH serait
nécessaire pour activer fortement son activité de canal a cations (Thomson and Finkelstein, 2015).
Pour finir, il semblerait que APOL1 soit également a 'origine de la perméabilisation de la membrane
mitochondriale et induise ainsi le relargage d’une endonucléase responsable de la fragmentation de
I’ADN du parasite (Vanwalleghem et al., 2015). De plus, I'activité de lyse du trypanosome est retrouvée
chez I’'homme mais aussi chez le gorille. Cependant, elle n’est pas retrouvée chez le chimpanzé. Cela
est cohérent avec I'absence de la protéine APOL1 chez le chimpanzé et est un élément de plus pour

affirmer le r6le d’APOL1 comme facteur de lyse du trypanosome (Poelvoorde et al., 2004).

De facon intéressante, deux sous-especes de Trypanosoma brucei, T.b.rhodesiense et T.b.gambiense,
peuvent résister a la lyse par APOL1 et sont responsables chez ’'homme de la maladie du sommeil. En
effet, ces deux sous-espéces vont chacune coder pour un variant de glycoprotéine de surface appelé
respectivement SRA (serum resistance-associated) et TgsGP (T.b. gambiense-specific glycoprotein).
SRA est destinée au systeme endo-lysosomal ol elle pourra se lier a APOL1 et ainsi probablement
inhiber son insertion dans les membranes et induire sa dégradation par des protéases du parasite
(Vanhamme et al., 2003 ; Oli et al., 2006 ; Stephens and Hajduk, 2011). Pour TgsGP, le mécanisme n’est
pas tout a fait le méme, il n’y a pas d’interaction direct avec APOL1. TgsGP est localisée au niveau du
systeme endosomal du parasite et va permettre, via une interaction avec les lipides membranaires,
une rigidification des membranes. Cette rigidification serait la cause d’une inhibition de I'insertion
d’APOL1 dans les membranes résultant en une dégradation par les protéases du parasite (Uzureau et

al., 2013).

b. Implication dans les pathologies rénales

Plusieurs variants génétiques d’APOL1 sont retrouvés dans la population mondiale. Le variant le plus
répandu est APOL1 GO. Les deux autres variants, G1 et G2, sont rares et présents en plus grandes
proportions chez les personnes d’origine africaine (Genovese et al., 2010). Ces deux génotypes
consistent en des mutations ou délétion dans le dernier exon d’APOL1 et sont par conséquent a
I'origine d’une altération de la séquence protéique. Genovese et al ont mis en évidence que ces
variants, sous forme homozygotes, étaient associés a une incidence plus forte de maladies rénales
chroniques comme la glomérulosclérose segmentaire et focale ou l'insuffisance rénale liées a
I’hypertension (hypertension-attributed end-stage kidney disease, H-ESKD). Il apparait également que
les néphropathies associées a I'infection par le virus d'immunodéficience humaine sont plus présentes

chez les porteurs de ces génotypes. Avec un risque 29 fois supérieur pour le développement d’une
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néphropathie lorsqu’un de ces génotypes est présent sous forme homozygote (Kopp et al., 2011).
Toutefois, ces variants permettent de résister a l'infection par T.b.rhodesiense. En effet, les mutations
ou délétions présentes sur les génotypes G1 et G2 sont présentes au niveau du domaine d’interaction
avec SRA (Figure 14) (Genovese et al., 2010). Ces parasites étant présent en Afrique, cela a pu étre

déterminant quant a la sélection des génotypes G1 et G2 dans cette population.

c. APOL1 etvirus

La majorité des études menées sur APOL1 se focalisent sur sa fonction anti-trypanolytique. Trés peu
d’auteurs se sont intéressés a un potentiel réle antiviral ou pro-viral. Comme dit précédemment,
APOL1 est une protéine induite par les IFN, notamment de type |, ce qui peut laisser supposer un réle
dans la réponse antivirale (Hayashi et al., 2005 ; Schoggins et al., 2011). Du fait de sa caractéristique
d’ISG, cette protéine est retrouvée dans différents cribles cherchant a identifier des effecteurs de la
réponse innée. Nous détaillerons ci-dessous les résultats obtenus pour APOL1 dans certaines de ces

études.

Schoggins et ses collaborateurs ont réalisé un crible en sur-exprimant individuellement environ 380
ISGs dans différents types cellulaires infectés par les virus a ARN suivants: HCV, YFV, WNV, CHIKV, VIH
ou VEEV (virus de I'encéphalite équine vénézuélienne)(Schoggins et al., 2011). APOL1, APOL2, APOL3
et APOLG6 étaient inclus dans ce crible. Une valeur de z score a été attribuée a chaque candidat en
fonction de son impact sur I'infection par le virus testé. Le seuil utilisé pour affirmer que la variation
observée est significativement différente de celle observée pour la médiane a été fixé a 2, ce qui est
pratique courante. Lors de l'infection de la lignée hépatocytaire Huh7 par YFV, le z score obtenu pour
les cellules sur-exprimant APOL1 était de 3,17. A titre de comparaison, dans les mémes conditions, le
z score obtenu en présence de LY6E, qui est un ISG ayant une fonction pro-flavivirus, était de 2,95. De
méme, le z score d’USP18, régulateur négatif de la voie IFN, était de 2,51. Dans ces conditions, APOL1
apparait donc comme un ISG possédant un rdle pro-viral spécifique a YFV dans certaines conditions
(Schoggins et al., 2011). Un second crible mené par la méme équipe a été réalisé en 2014 sur un plus
grand nombre de virus (virus sinbis AR86 et Girdwood, poliovirus, coxackie virus B, virus de la vaccine,
virus de la rougeole, virus de la maladie de Newcastle, virus bunyamwera, virus respiratoire syncytial,
virus parainfluenza de type 3, virus de I'artrite équine, virus influenza A, métapneumovirus humain,
virus o’nyong-nyong). Aucun des ces virus n’a été identifié comme étant sensible a la surpexression
d’APOL1 (Schoggins et al., 2014), ce qui confirme sa spécificité pour YFV dans un contexte de sur-

expression.
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Une étude de 2019 montre qu’APOL1 est induite également via le facteur de transciption IRF1, qui
permet de réguler I'expression de plusieurs ISGs dans les cellules Huh7.5 (Yamane et al., 2019). Dans
cette étude I'impact sur différents virus d’'une sélection d’ISGs induit par IRF1 a été analysé. Parmi
ceux-ci, APOL1 semble avoir un effet antiviral sur HCV lors de 'infection des cellules Huh7.5. En effet,
son extinction par ARN interférences (ARNi) induit une augmentation de I'infection par un facteur 3 et
sa surexpression permet une inhibition de moitié de I'infection. L'impact sur la réplication de DENV et
ZIKV a aussi été examiné mais la conclusion semble moins évidente. En effet, I'inhibition de I’expression
d’APOL1 par ARNi, toujours dans des cellules Huh7.5, n’induit pas d’augmentation significative de
I'infection par DENV, mais induit une augmentation de linfection par ZIKV. Cependant, une
surexpression d’APOL1 permet de doubler I'infection par DENV, ce qui laisserait supposer un role
positif pour I'infection par ce virus. Toutefois cette hypothése n’est pas discutée dans I'article (Yamane
et al., 2019). D’autres études se penchant sur les roles des ISGs dans I'infection virale via une approche
« perte de fonction » incluent APOL1 dans leurs analyses (Zhao et al., 2012 ; Li et al., 2013). Toutefois,
aucun effet significatif d’APOL1 sur I'infection de cellules Huh7.5 par HCV ou de cellules HelLa par WNV

a été mis en évidence.

Le role d’APOL1 sur la réplication du VIH dans les cellules monocytaire U-937 a également été étudié.
Il semblerait que dans ce contexte, APOL1 joue un rdle restrictif de I'infection. En effet, la surexpression
de la protéine induit une diminution de I'infection. De plus, la surexpression d’APOL1 dans des HEK-
293T conduit a la dégradation de Vif, protéine virale permettant de protéger le virus contre un autre

ISG antiviral, APOBEC3G (Taylor et al., 2014).

Il semble donc qu’APOL1 puisse moduler la réplication de virus non apparentés, en jouant un role
antiviral contre HCV ou VIH (Yamane et al., 2019 ; Taylor et al., 2014) et pro-viral pour YFV (Schoggins

et al., 2011). Néanmoins les mécanimes sous-jacents ne sont pas connus.

Par ailleurs, APOL1 est impliquée dans les mécanismes d’autophagie (Wan et al., 2008). Ce processus
est également décrit comme essentiel pour la réplication des Flavivirus. Pour ZIKV, il a été montré que
chez les souris n’exprimant pas le gene Atgl6l1, géne essentiel a I'autophagie, les dommages causés
au placenta et au feetus étaient réduits (Cao et al., 2017). De plus, dans des cellules Hela et des cellules
souches feetales neurales humaines, la surexpression des protéines NS4A et NS4B de ZIKV induit
I'autophagie par inhibition de la voie Akt-mTOR (Liang et al., 2016). |l semble probable que ZIKV
détourne ces mécanismes cellulaires pour favoriser sa réplication ou permettre les réarrangements
membranaires nécessaires a celle-ci, comme cela a pu étre décrit pour DENV ou HCV (Heaton and
Randall, 2010 ; Sir et al., 2012). Nous pouvons donc émettre I’hypothése qu’APOL1 pourrait avoir un

role pro-viral lors de I'infection par ZIKV.
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2. APOL3

APOL3 est une protéine peu étudiée et son role cellulaire reste donc mal défini. En 2010, un
polymorphisme nucléotidique simple (SNP) sur le gene codant APOL3 a été mis en évidence et serait
un indicateur de risque dans le développement du cancer héréditaire de la prostate (Johanneson et
al., 2010). Le role d’APOL3 dans l'angiogenése a aussi été évoqué. En effet, I'activation par
phosphorylation des protéines ERK1/2 et FAK est inhibée dans des cellules endothéliales n’exprimant
plus APOL3, ce qui suggere une dérégulation de certains génes angiogéniques (Khalil et al., 2018). Un
role d’APOL3 dans le métabolisme lipidique est également proposé. Puisqu’il existe des liens entre le
métabolisme lipidique et les infections virales, cette fonction potentielle d’APOL3 est détaillée ci-

dessous.

a. Role dans le métabolisme lipidique

Une étude tres récente a montré que APOL3 contribuait a a production de phosphatidylinositol-4-
phosphate (PI(4)P). Dans cette étude, un crible double-hybride chez la levure a permis de mettre en
évidence une interaction entre APOL3 et le senseur de calcium neuronal 1 (NCS-1) (Uzureau et al.,
2020). Cette interaction, qui n’a pas été observée pour APOL1, nécessite le domaine SID-2 d’APOL3,
plus particulierement le cluster hydrophobique (HC), et le peptide d’interaction présent sur NCS-1
(Figure 15A). Toutefois, elle semble nécessiter une forte concentration en calcium pour avoir lieu dans
des podocytes (Uzureau et al., 2020). Il est également connu que NCS-1 peut interagir et activer la
kinase PI4KB responsable de la production de PI(4)P (Zhao et al., 2001). APOL3 et APOL1 ont été
localisées au niveau de I'appareil de Golgi, ou elles colocalisaient avec le PI(4)P (Uzureau et al., 2020).
De plus, dans des podocytes n’exprimant pas APOL3, la quantité de PI(4)P est fortement réduite, ce
qui n’est pas observé dans les podocytes n’exprimant pas APOL1. Au contraire, dans cette derniere
condition il semblerait méme que la quantité de PI(4)P soit plus élevée. Le modéle proposé dans cette
étude est le suivant : APOL3 interagirait avec NCS-1 dans un environnement riche en calcium. Cette
interaction induirait I'activation de PI4KB par NCS-1 et donc aboutirait a une production plus
importante de PI(4)P (Figure 15C). Toutefois, il est également montré que I'extrémité C terminale de
APOL1 peut prévenir I'interaction entre NCS-1 et APOL3 et ainsi inhiber la production de PI(4)P méme
en présence d‘une forte concentration en calcium. Cette inhibition est médiée par I'interaction
d’APOL1 avec APOL3 via leur domaine SID. Cette interaction entre en compétition avec I'interaction
APOL3 / NCS-1, ce qui permet I'inhibition de la production de PI(4)P (Figure 15B). Il semblerait que
I'interaction entre APOL1 et APOL3 ait lieu seulement lors que le génotype G1 ou G2 de APOL1 est

présent (Uzureau et al., 2020).
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Il est également connu que NCS-1 est capable d’interagir avec des canaux a cation (Guo et al., 2002 ;
Schlecker et al., 2006). Il semblerait alors plausible qu’APOL3 posséde cette fonction, ce qui a été
vérifié par Uzureau et al. dans des podocytes et dans un environnement riche en calcium. Cependant,
I'inhibition par APOL1 de I'interaction entre NCS-1 et APOL3 peut inhiber I'action de canal a cation du

complexe.
SID-2

(NCs-1.

Figure 15. Implication d’APOL3 dans
le métabolisme des lipides. (A)
Interaction d’APOL3 et NCS-1. (B)
Inhibition par APOL1 de I'interaction
d’APOL3 et NCS-1. Abréviations
utilisées : SID-1/2,  smallest
interacting domains ; HC1/2, cluster
hydrophobique 1 et 2 ; LZ1/2, leucine

ok Zipper 1 et 2. Les étoiles marquent la
[j:] position des mutations retrouvées
C dans les génotypes G1 ou G2. (C) Role

d’APOL3 dans la production de PI(4)P,
la fleche rouge indique une inhibition
d’interaction, la fléeche noire une
activation.

NCS- Production
Inhibition par ~| PlaKB PI(4)P
génotype Glet G2 SO0
fAhh

b. APOL3 etvirus

Aucune étude a I'heure actuelle ne s’est penchée sur le role potentiellement antiviral ou pro-viral
d’APOL3. Comme expliqué plus haut, APOL3 est également induit par différentes cytokines pro-
inflammatoires (Monajemi et al., 2002 ; Khalil et al., 2018). Tout comme APOL1, on peut donc le
retrouver dans certains cribles qui ont pu se concentrer sur le réle des ISGs dans différents contextes
d’infection. Cependant, aucune de ces études, menées sur diverses lignees cellulaires humaines, n’a
révélé un impact significatif de la surexpression d’APOL3 sur les infections virales (Schoggins et al.,

2011 ; Zhao et al., 2012 ; Schoggins et al., 2014).

Toutefois, dans une étude realisée en 2019, la fonction d’APOL3 est analysée dans le contexte
infectieux de la lignée Huh7.5 par ZIKV. Les cellules transfectées avec un ARNi ciblant APOL3 sont plus

permissives au virus que les cellules controles, ce qui suggére un role antiviral pour APOL3. Cependant,
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cette expérience est la seule de I'’étude pouvant mener a cette conclusion et ce réle n’est pas confirmé

pour les autres virus testés, ni en condition de surexpression (Yamane et al., 2019).

Par ailleurs, le role recemment démontré d’APOL3 dans le métabolisme des lipides dans les podocytes
pourrait impacter la réplication de différents virus. En effet, il est établi que le PI(4)P, et donc I'activité
de la PI4KB, sont indispensables pour certaines étapes de la réplication de nombreux virus. Cela est
notamment le cas des Enterovirus, comme le poliovirus ou les coxsackies virus, dans des cellules
musclaires (lignée de rhabdomyosarcome humain, RD) et des cellules HelLa (Hsu et al., 2010 ; Arita et
al., 2011). Le PI(4)P est aussi nécessaire a la formation des plateformes de réplication de HCV dans des
hépatocytes humains (Berger et al., 2011). Il est possible qu’APOL3, de par sa fonction d’activateur de
la PI4KB, joue un réle pro-viral lors de I'infection par HCV et les entérovirus. Toutefois cela n’a jamais

été démontré.

Pour certains Flavivirus, comme WNV et le virus Usutu, le réle des PI(4)P ne semble pas important pour
la réplication (Martin-Acebes et al., 2011). Pour ZIKV aucune étude n’a été menée sur le sujet et le role

d’APOL3 dans I'infection reste donc a déterminer.

¢. Autres APOLs et modulation de la réplication virale

Quelques études se sont également intéressées aux réles des autres membres de la famille APOL lors

des infections virales, nous allons donc les détailler ci-dessous.

APOL2. Une analyse protéomique mitochondriale a montré qu’APOL2 était surexprimée et re-localisée
a la mitochondrie lors de I'infection de cellules A549 par le virus de la grippe porcine (swine influenza
virus). Les auteurs n’ont pas révélé ici de role pro ou antiviral d’APOL2 (Wu et al., 2013b). Cependant,
contrairement aux autres APOLs, une activité anti-apoptotique a été décrite pour APOL2 (Liao et al.,
2011). D’aprés I'analyse des auteurs, la surexpression d’APOL2 lors de I'infection par le virus de la

grippe porcine permettrait d’inhiber I'apoptose et ainsi d’avoir un effet pro-viral.

Par ailleurs, dans les études menées par Schoggins et ces collaborateurs en 2011 et 2014, APOL2
semble avoir un |égé réle antiviral contre I'infection par HCV mais pro-viral dans le contexte d’infection

par le virus influenza A et le virus respiratoire syncytial (Schoggins et al., 2011 ; Schoggins et al., 2014).

APOL9. APOL9 n’est pas présent chez I’homme mais est exprimée chez la souris et le rat. Cette protéine
est également inductible par I'interféron et lors de diverses infections virales in vivo (Kreit et al., 2015).
Par ailleurs, son réle a été analysé dans le contexte infectieux par le virus de I'encéphalite japonaise
(JEV). En effet, lors de linfection de lignée épithéliale murine B16F10 surexprimant APOL9, un

relargage plus important de particules infectieuses est observé, en comparaison des cellules controles,
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indiquant qu’une étape du cycle viral est favorisée par la surexpression de cette protéine (Arvind and
Rangarajan, 2016). Dans cette méme étude, les auteurs montrent qu'APOL9 se lie spécifiguement aux
phosphatidylethanolamines. Or il a été mis en évidence que ces phospholipides étaient important pour
la réplication de certains virus possédant un génome ARN positif (Xu and Nagy, 2015). Il est donc
possible que I'interaction avec ces phospholipides soit importante pour le role pro-viral observé pour
APOL9. Il est également connu que APOL9 joue un réle dans les mécanismes d’autophagie, de méme,
les phosphatidylethanolamines sont aussi impliqués dans ce processus (Thekkinghat et al., 2019 ;
Wilson-Zbinden et al., 2015). Dans ce contexte, nous pouvons émettre I’hypothése que I'autophagie
pourrait ainsi jouer un réle dans les résultats observés pour I'infection par JEV. Le réle clair d’APOL1
dans l'autophagie peut aussi nous laisser supposer que les observations faites pour APOL9 dans un

contexte infectieux pourraient étre transposables (Wan et al., 2008).

Par ailleurs, il a été montré qu’une surexpression d’APOL9 lors de I'infection des fibroblastes murins
L929 par un Picornaviridae murin (Theiler’s virus) est a I'origine d’'une diminution de l'infection.
Cependant, cette activité antivirale est restrinte car, dans le méme contexte, elle ne permet pas la

diminution d’infection par VSV ou I'Herpesvirus murin 4 (MuHV-4) (Kreit et al., 2015).
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Objectifs de la these

Ce projet de recherche a pour objectif de mieux comprendre la réponse immunitaire innée qui est mise
en place lors d’'une infection virale. Nous avons cherché a identifier et caractériser des génes régulés
par différents stimuli, dont les IFN-I, qui seraient capables de moduler la réplication virale. Approfondir
les connaissances sur les effecteurs de la réponse immunitaire innée est indispensable pour
comprendre les interactions virus-cellules mais aussi les mécanismes développés par les virus pour
échapper a cette réponse. Ces connaissances pourront aider a définir des cibles permettant le

développement futur d’antiviraux.

Nous avons choisi ici de nous intéresser plus particulierement a I'identification de ces effecteurs dans
le contexte d’une infection par le virus Zika, en utilisant une souche isolée lors de I'épidémie de

Polynésie Francaise en 2013 (PF13) et une lignée cellulaire microgliale (HMC3).

Dans un premier temps, nous avons cherché a identifier, parmi 386 genes stimulés notamment par
I'interféron et sélectionnés par nos collaborateurs suite a une étude de transcriptomique, lesquels
pourraient moduler I'infection par le virus Zika. Pour ce faire, nous avons congu et réalisé un crible a
haut débit permettant de cibler individuellement ces 386 génes puis nous avons déterminé leur impact
sur l'infection par immunofluorescence. Nous avons validé les résultats du crible par différentes

approches.

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés plus particulierement a un candidat issu du
crible, APOL3. Nous avons élargi notre étude a une protéine de la méme famille, APOL1, puisque celle-
ci avait été préalablement identifiée comme un modulateur potentiel de la réplication du virus de la
fievre jaune. Nous montrons ici qu’APOL1 et APOL3 jouent un réle pro-viral lors de I'infection par le
virus Zika mais également lors de l'infection par d’autres virus (virus de la dengue, virus du Nil

occidental et virus de la stomatite vésiculaire) dans deux types cellulaires différents.

Enfin, nous avons cherché a comprendre les mécanismes cellulaires responsables de la modulation de

la réplication virale par ces 2 protéines.
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Matériels et Méthodes

I. Matériels

1. Cellules

HMC3. La lignée cellulaire HMC3 a été obtenue aupres d’ATCC (CRL-3304). Ce sont des cellules
microgliales générées a partir d’embryon humain et transformées par I'ajout du grand antigene T de
SV40. Les HMC3 sont cultivées en étuve humide a 37°C, 5 % de CO2, en milieu Eagle modifié par
Dubelcco (Gibco DMEM, Life Technologies) supplémenté avec 10 % de sérum de veau feetal (SVF,
Sigma), 100 pg/ml de streptomycine et 100 U/ml de pénicilline (Life Technologies), et 1 % d’acides
aminés non essentiels (Gibco MEM NEAA 100X, Life Technologies).

Podocytes. Les lignées podocytaires nous ont été fournies par I'’équipe d’E. Pays (Université libre de
Bruxelles). La lignée sauvage a été obtenue a partir de cellules glomérulaires humaines et
immortalisées par ajout de I'expression du grand antigene T de SV40 (Saleem et al., 2002). Cinqg lignées
ont été obtenues par CRISPR cas9 et sont utilisées en plus des cellules sauvages (WT): les cellules
n’exprimant pas APOL1 (APOL1KO), celles n’exprimant pas APOL3 (APOL3KO), celles n’exprimant ni
APOL1 ni APOL3 (dKO) et celles n’exprimant pas APOL2 (APOL2KO). Ces lignées ont été séquencées par
nos collaborateurs et sont mutées sur les deux alléles des génes ciblés (Uzureau et al., 2020). Ces
cellules sont cultivées en étuve humide a 33°C, 5 % de CO2, en milieu Roswell Park Memorial Institute
(Gibco RPMI, Life Technologies) supplémenté avec 10 % de SVF, 100ug/ml de streptomycine et
100U/ml de pénicilline, et Insulin-Transferrin-Selenium (ITS 100X, Life Technologies). Les podocytes

sont différenciés 5 a 7 jours a 37°C avant utilisation.

HEK-293T, Sting-37, Vero. La lignée cellulaire de fibroblaste HEK-293T, les cellules STING-37 (cellules
HEK-293 exprimant de fagon stable la luciférase sous le contréle de I'élément de réponse stimulé par
I'interféron (ISRE) (Khiar et al., 2017), ainsi que les cellules de rein de singe (Chlorocebus sabaeus) Vero
sont cultivées en étuve humide a 37°C, 5 % de CO2, en milieu DMEM supplémenté avec 10 % de SVF,

100 pg/ml de streptomycine et 100 U/ml de pénicilline.

C6/36. La lignée cellulaire de moustique C6/36 est utilisée pour produire le virus Zika. Elle est dérivée
d’un broyat de larves de moustiques de I'espece Aedes albopictus. Ces cellules sont cultivées en étuve

humide a 28°C, 0 % de CO2, en milieu Leibovitz (Gibco Leibovitz’s L-15 Medium, Life Technologies),
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supplémenté avec 10 % de SVF, 2 % de tampon tryptose phosphate (Gibco Tryptose Phosphate Broth

1X, Life Technologies), 1 % d’acides aminés non essentiels et 100 pg/ml de streptomycine et 100 U/ml|

de pénicilline.

2. Virus

Les virus utilisés lors de notre étude sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Virus Zika (ZIKV)

Virus de la Dengue
(DENV)

Virus du Nil Occidental
(WNV)

Virus de la stomatite
vésiculaire (VSV)

Virus de la Rougeole
(Mv)

Virus coxsackie B3
(CvB3)

ZIKV PF13

DENV-2 Malaysia SB8553

WNYV [S-98

VSV Indiana

MYV Schwarz-GFP

CVB3-Nancy

Tableau 5. Virus utilisés au cours de I’étude.

Virus isolé chez un patient en 2013
lors de I'épidémie de Polynésie
Francaise

Virus isolé chez un patient en 2002
en Malaysie

Virus isolé chez une cigogne en 1998
en Israél

Donné par I'équipe de Nicolas
Escriou (Institut Pasteur, Paris)
Virus issu de la souche vaccinale
permettant I'expression de la GFP
(Combredet et al., 2003)
Virus isolé chez un patient en 1949
aux Etats-Unis
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3. Anticorps

Les anticorps utilisés lors de notre étude sont présentés dans le tableau ci-dessous.

Enveloppe (pan  Production a partir Cytométrie en flux (1/1000%™¢)

Flavivirus) d’hybridomes Souris Immunofluorescence (1/500°™¢)
NS5 (ZIKV) (Mutso et al., 2017) Lapin Western blot (1/1000%™)
G (VSV) Kerafast, IE9F9 Souris Cytométrie en flux (1/250°™¢)
VPl Agilent, M7064 Souris Cytométrie en flux (1/100°™¢)
(Enterovirus) € ’ ¥
Cell Signaling, . Immunofluorescence
GM130 12480 Souris (1/32000™)
Pl14KB Millipore, 06-578 Lapin Immunofluorescence (1/100°™)
P14P Echelon, Z-P004 Souris Immunofluorescence (1/200°™)
Thermofisher . eme
ISG56 Scientific Lapin Western blot (1/500°™¢)
RIG-I Adipogen, AG-208- Souris Western blot (1/10002™)
0009
IFITM3 Proteintech, 66081 Souris Western blot (1/5000%™)
Actine Sigma, A5316 Souris Western blot (1/10 000%™)

Tableau 6. Anticorps utilisés au cours de I’étude.

Anticorps secondaires. Différents anticorps couplés a différents fluorochromes sont utilisés durant
I’étude. Un anti-IgG souris couplé au fluorochrome Alexa 488 (Life Technologies, A11001) est utilisé
pour la cytométrie et les expériences d’immunofluorescences a une dilution de 1/1000. Des anti-IgG
souris et lapin couplés respectivement aux fluorochromes Alexa 680 (Life Technologies, A21058) et

DyLight 800 (ThermScientific, SA5-35571) sont utilisés pour les western blot, a une dilution de 1/5000.
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II. Méthodes

1. Biologie cellulaire

a. VirusZika

Production virale. La production de ZIKV est faite sur les cellules C6/36. Les cellules sont ensemencées
a 90 % de confluence dans des flasques de 150 cm? et lavée avec le milieu de culture L15 sans SVF.
L'infection est ensuite réalisée dans 12 mL de milieu L15 2 % SVF a MOI 0,1 a 28°C. Aprés une incubation
de 2 h, 18 mL de milieu L15 2 % SVF sont ajoutés. Le surnageant est récolté a 48h post-infection. Ce
surnageant est clarifié par centrifugation a 1500 g pendant 15 min pour éliminer les potentiels débris
cellulaires. Le stock est concentré par précipitation des particules au polyéthylene glycol (PEG 6000,
Sigma, 81255), utilisé a une concentration finale de 7 % (p/v). Le mélange est laissé sous agitation 3h
a 4°C, puis les virus sont récoltés par centrifugation (1h15, 1600 g). Les particules virales sont re-
suspendues dans du TNE froid (20 mM TrisHCI pH 8.0, 150 mM NacCl, 2 mM EDTA). Enfin, le stock viral
est purifié par ultracentrifugation (4°C, 2h, 150000 g) sur gradient discontinu de TNE/sucrose (30 %,

60 %). Le stock viral est conservé a -80°C.

Titrage. Les titrations de stocks viraux ou de surnageants sont faites par la technique de plage de lyse
en milieu semi-liquide. Des cellules Vero sont ensemencées en plaque 24 puits a raison de 10° cellules
par puit. Le lendemain, les cellules lavées avec du DMEM sans SVF. Des dilutions en série au 1/10 du
stock ou du surnageant a doser sont réalisées dans du DMEM 2 %. Le tapis de cellules Vero est ensuite
infecté par 200 uL des différentes dilutions. 2 h post infection, le milieu est remplacé par 800 plL d’un
mélange en proportion 3:1 de DMEM 2 % SVF et de carboxymethylcellulose (CMC), contenant 1,6 %
de CMC (m/v) (VWR, low viscosity 276494) et 4,25 mg/mL de NaCl. Aprés une incubation de 3 jours
des cellules a 37°C, les plaques sont lavées 2 fois par du PBS puis 400 pL d’une solution cristal violet
sont ajoutés pour une incubation d’une quinzaine de minutes. La solution de cristal violet est
composée de 0,025 % (m/v) de cristal violet (Sigma), 4 % de formaldéhyde (Sigma) et de 150 mM de
NaCl. Pour finir, les puits sont rincés a I’eau et séchés. Ainsi les plages de lyse peuvent étre dénombrées
et permettre la détermination du titre viral de I’échantillon en nombre d’unité formant des plages par

millilitre de surnageant ou PFU/mL (plaque forming unit).

Infection. Les cellules sont ensemencées la veille des infections. Les infections sont faites en milieu
classique (supplémenté par 10 % SVF) dans un volume réduit de moitié par rapport a la culture
cellulaire pour favoriser I'attachement des virus aux cellules. Deux heures post inoculation, la
suspension virale est retirée et remplacée par du milieu frais. Pour les cellules ayant préalablement
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été transfectées avec différents ARNi ou différentiées pendant plusieurs jours, le nombre de cellules
par puit est déterminé juste avant I'infection pour prendre en compte les disparités de croissance entre

les conditions.

Test d’attachement et d’entrée. Les tests d’entrée et d’attachement ont été réalisés sur les podocytes.
Ceux-ci sont ensemencé a 5.10* cellules par puits d’'une plaque 12 puits. Aprés différenciation, les
cellules sont infectées avec ZIKV a MOI 1 ou 10. L’infection est réalisée sur glace et avec du milieu froid
pour permettre I'attachement des virions tout en bloquant l'internalisation des particules virales.
Aprés 1 h d’incubation avec le virus, les puits sont rincés 3 fois avec du PBS froid. Une moitié des
échantillons est lysée pour analyse en gPCR pour le test d’attachement. L’autre moitié des échantillons
estincubée 2 ha 37°Cavec un milieu frais. Apres I'incubation, les cellules sont rincées au PBS et traitées
30 min a la trypsine pour permettre I’élimination des particules virales adsorbées mais non
internalisées dans les cellules. Enfin, les échantillons sont lysés a leur tour pour une analyse gPCR qui

permettra la quantification de I’ARN viral présent dans les cellules.

Test de fusion. Ce test est réalisé grace a la méthode BlaM-Vpr et du kit beta-lactamase loading
solution (K1085, Life technologies). Pour ce test, des particules pseudo-virales non infectieuses ou viral
like-particles (VLP) permettant I'expression de la protéine Vpr du VIH sont nécessaires. Ces VLP sont
produites sur cellule HEK-293T et incorporent la protéine d’enveloppe de VSV (VSV-G). Le réactif de
transfection TransIT 293T (Mirus) est utilisé pour transfecter les plasmides p.8.91 (codant pour les
protéines Gag-Pol du VIH), VSV-G et BlaM-Vpr PMM310 dans les proportions 5/1/1,5. Deux jours post
transfection, le surnageant contenant les VLP est récolté et filtré. Pour permettre une concentration
des particules, le surnageant est ultra centrifugé 2 h a 24200 rpm a 4°C. Le culot est re-suspendu en

PBS et stocké a -80°C.

Les différentes lignées de podocytes (WT, KO APOL3, KO APOL1) sont utilisées en suspension dans du
milieu complet supplémenté avec 1 % de polybrene (Sigma, H9268) pour atteindre une concentration
de 100000 cellules dans 50 pL. Différentes quantités de VLP sont ajoutées aux 50 uL de cellules. Pour
favoriser I'infection et synchroniser la fusion, une étape d’inoculation par centrifugation est réalisée
pendant 1 h 30 a 800 g. Les cellules sont incubées 3h en présence des VLP a 37°C et sont ensuite
récoltées et rincées avec du milieu CO2 indépendant (Gibco, Life Technologies). 150 ul de solution
contenant le réactif CCF2 sont incubés 2 h 30 sur les cellules. Enfin, les cellules sont fixées 20 min au

paraformaldéhyde 4% (ChemCruz) et analysées par cytométrie en flux.
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b. Transfection

Transfection des ARNi dans les cellules HMC3. Les cellules HMC3 sont ensemencées a raison de
3,2.10* cellules dans des plaques 24 puits la veille de la transfection. Le réactif de transfection utilisé
pour les ARNi est I'Interferin (Polyplus Transfection). Par puit, 1,5 pL d’Interferin dilué dans 100 pL
d’optiMEM (Life Technologies) permet la transfection de 6 pmol d’ARNi pour une concentration finale
d’ARNi de 10 uM. Pour I’ARNi ciblant APOL1, une concentration finale de 20 uM est utilisée pour un
meilleur résultat d’extinction d’expression. Le mélange ARNi, Interferin, optiMEM est vortexé puis
incubé 15 min a température ambiante avant inoculation sur les cellules. Le milieu est changé 24 h

post-transfection, lors de I'infection des cellules ou d’un éventuel traitement a I'IFN.

Transfection des ARNi dans les podocytes. Les lignées de podocytes sont ensemencées a raison de
5.10% cellules par puit dans des plaques de 12 puits la veille de |a transfection. Le réactif de transfection
utilisé est la Lipofectamine RNAiMax (Life Technologies). Par puit, 4 ul de lipofectamine dilué dans
75 ul d’optiMEM (Life Technologies) permettent la transfection de 11,5 pmol d’ARNi préalablement
dilué dans 75 ul d’optiMEM, pour une concentration finale d’ARNi égale a 10 nM. Le mélange
Lipofectamine, optiMEM et ARNi est vortexé puis incubé 10 min a température ambiante avant
inoculation sur les cellules. Le milieu est changé 24 h post-transfection, lors de I'infection des cellules

ou d’un éventuel traitement a I'IFN.

Transfection du plasmide ISRE-Luc. Les cellules 293T sont ensemencées a raison de 2.10° cellules par
puit dans des plaques 24 puits la veille de la transfection. Le réactif utilisé pour la transfection du
plasmide est le Trans-IT 293T (Mirus). Par puit sont ajoutés : 2L de Trans IT, 50uL d’optiMEM, 100 ng
du plasmide ISRE-Luc, 40 ng du plasmide GFP (qui sert de contrdle de transfection) ainsi que 5 a 15 ng
du plasmide permettant I'expression de APOL3. La solution est homogénéisée par pipetages répétés
puis incubée 15-20 min a température ambiante avant inoculation sur les cellules. Le milieu est changé
24 h post transfection, lors du traitement des cellules avec 500 U/ml d’IFN. Les cellules sont ensuite

lysées et analysées comme détaillé plus bas.

c. Analyses de biologie cellulaire

Cytométrie en flux. Pour I'analyse des échantillons en cytométrie en flux, les cellules sont dissociées
par traitement a la trypsine puis lavées au PBS et enfin fixées et perméabilisées a I'aide du kit BD
Cytofix/cytoperm (BD Bioscience, #554714). Les cellules infectées par ZIKV, DENV ou WNV sont
marquées par |'anticorps primaire anti-enveloppe (pan-Flavivirus) 4G2. L'infection par VSV est

détectée par I'anticorps anti-enveloppe VSV-G. L’anticorps secondaire utilisé est I'anti-lgG souris
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couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488. Les marquages sont réalisés par incubation de 45 min a 4°C
et a I'obscurité. Apres la fixation trois lavages sont fait a I'aide du tampon de lavage du kit et deux
lavages sont réalisés apres chaque marquage (centrifugation 5 min, 300 g pour les cellules vivantes,
400 g pour les cellules fixées). Les cellules positives sont comptabilisées avec le cytometre Attune NxT

(Life Technologies).

Immunofluorescence. Pour chaque analyse en immunofluorescence, les cellules étudiées sont
préalablement ensemencées sur lamelle de verre. Les cellules sont fixées au paraformaldéhyde 4 %
pendant 15 a 20 minutes. Puis les cellules sont lavées au PBS puis perméabilisées a I'aide d’une solution
de PBS 0.5 % Triton X-100 pendant 15 min a température ambiante. Apres lavage au PBS, la saturation
des sites de liaisons aspécifiques est réalisée 30min a température ambiante avec une solution de PBS,
0.05 % tween (Sigma), 5% BSA (Sigma). Les anticorps utilisés pour les immunomarquages sont dilués
dans cette méme solution, et incubés sur les cellules 1 h a température ambiante. Aprés trois lavages
avec la solution de saturation, I'anticorps secondaire couplé a un fluorochrome et ciblant I'anticorps
primaire est incubé sur les cellules de la méme facon. Le marquage nucléaire a lieu dans un second
temps par incubation des cellules avec une solution de PBS/NucBlue (Life Technologies, R37606). Pour
finir, les lamelles sont lavées au PBS et montées sur lame avec le milieu de montage Prolond Gold (Life

Technologies, P36930). Les acquisitions d’'images sont effectuées avec le micrscope LSM 700 (Zeiss).

Test luciférase. Le test luciférase est utilisé pour analyser I'impact d’APOL3 sur la régulation
transcriptomique médié par ISRE (Interferon stimulated response element). Ce test est réalisé sur les
lysats des cellules 293T ayant été préalablement transfectées avec différents plasmides (cf
Transfection plasmide ISRE-Luc). La lyse des cellules est réalisée sur glace par ajout de 100 ul de
tampon de lyse passive de Proméga (E194A) et incubation de 20 min sous agitation. 10 ul de lysat sont
incubés 10 min avec 50 pl du réactif Firefly puis la luminescence est mesurée pour quantification avec

un lecteur de plaque Varioscan Lux (Thermo Fisher Scientific).

2. Biologie moléculaire

a. Analyse de I'expression des genes et de la réplication virale

Extraction des ARN cellulaires et viraux. L’extraction des ARN est réalisée a I'aide du kit d’extraction
NucleoSpin RNA (Machery-Nagel, #740955). Les cellules sont lavées au PBS puis lysées a I'aide du
tampon RA1 supplémenté avec 1% de B-mercaptoéthanol (Sigma). L’élution est faite a I’eau sans

RNase dans un volume de 40 pL. Les ARN sont conservés a -80°C.
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Transcription inverse. Les ARN vont ensuite servir de matrice pour la synthése des ADN
complémentaire (ADNc). Pour cette étape, le kit RevertAid H Minus First strand cDNA Synthesis
(ThermFischer scientific) est utilisé avec des amorces hexameriques randomisées. Une quantité
minimale de 250 ng d’ARN et un maximum de 1 ug est utilisée pour cette réaction. Les ADNc sont
conservés a -20°C. Pour certains échantillons (notamment la quantification de I'induction des ISGs), la
transcription inverse a été réalisée a I'aide du kit SuperScript IV VILO (ThermFischer scientific). Ce kit

permet une quantification plus fine des ARN présents dans les échantillons.

Analyse par PCR quantitative (qQPCR). Pour les analyses de gPCR, nous avons utilisé le kit FastStart
Universal SYBR Green Master (Roche) et la machine QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems). La gPCR
est réalisée sur 5 uL d’ADNCc et en triplicat technique selon le cycle suivant : 1 cycle de 2 min a 50°C,
10 min a 95°C puis 40 cycles de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C. Une courbe de dissociation est également
réalisée avec 1 cycle de 15 s a 95°C, 1 min a 60°C suivis d’une augmentation de la température jusqu’a
95°C selon un gradient de 0,05°C/s. La liste des amorces utilisées est présente en annexe dans le
tableau 10. Pour le calcul de I'expression différentielle des génes nous utilisons la méthode de calcul
du 228 et |e géne cellulaire codant la D-glycéraldéhyde-3-posphate déshydrogénase (GAPDH) est
utilisé comme gene de ménage. Pour la quantification de copie des génomes viraux nous utilisons,
pour chaque expérience, une dilution en série du plasmide pcDNA6.2 ZIKV (contenant le génome
complet de la souche MR766 de ZIKV) (Schwarz et al., 2016). Les résultats de I'analyse de la réplication

virale sont exprimés en génome équivalent par pug d’ARN total.

b. Analyse de I'expression protéique

Les cellules sont lysées dans du tampon RIPA (Sigma, #R0278), complémenté avec un inhibiteur de
protéase (Roche), pendant 20 min a 4°C. Une centrifugation a 20000 g est réalisée pour enlever tous
débris cellulaires et le surnageant est conservé. Les échantillons sont dénaturés pendant 10 min a 70°C
avec un tampon decharge (Thermo Fisher Scientific, Pierce, LDS sample loading buffer 4X), avec ou
sans agent réducteur (Thermo Fisher Scientific, sample reducing agent 10X). L’électrophorese est
réalisée avec le systeme NUPAGE (Life Technologies) sur un gel a gradiant 4-12 % de poltacrylamide.
Le transfert sur membrane de nitrocellulose est réalisé grace au systeme Trans-Blot Turbo (BIO-RAD).
Les sites aspécifiques sont saturés 1 h a température ambiante, dans une solution de PBS contenant
5% (m/v) de lait écrémé (Régilait). Les anticorps utilisés pour les marquages sont dilués dans une
solution de PBS contenant 0.1 % de Tween 20 et 5% de lait écrémé (Régilait). Le marquage avec
I"anticorps primaire est réalisé sur une nuit a 4°C. Le marquage avec I'anticorps secondaire est réalisé
pendant 1 h a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Trois lavages de 10 min dans une solution

de PBS contenant 0.1 % de Tween sont éffectués aprés chaque marquage. La révélation des
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membranes est faite avec le systéme Odyssey CLx (LI-COR). L’expression relative des protéines est

quantifiée avec le logiciel Image Studio Lite v5.2.

3. Analyses statistiques

Les tests statistiques ont été effectués a I'aide du logiciel GraphPad Prism. En fonction des données
analysées, différentes transformations mathématiques ont été appliquées pour permettre aux
données de suivre une distribution Normale. Pour les données de cytométrie la transformation
suivante a été éffectuée : log(x / (1-x)) (x étant la proportion de cellule positive, compris entre 0 et 1).
Pour les donées de RT-gPCR, nous avons éffectué I'opération suivante : log(1+expression en qPCR).
Pour les autres expériences, les analyses statistiques ont été réalisées sur les données brutes. En
fonction du contexte, les donées transformées ont été soumises aux tests suivants : t-test multiples
appariés, test de Dunnett et test de Sidak. Des valeurs de probabilité p inférieures a 0,05 sont

considérées comme significatives.
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III. Crible a haut débit

1. Construction de la banque d’ARN interférents

L'objectif de cette banque est de regrouper des ARNi ciblant différents genes jouant un role dans la
mise en place de I'état antiviral d’une cellule. Cette banque a été congue dans I'équipe de Nicolas
Manel (Institut Curie, Paris) pour permettre l'identification de potentiels facteurs de restriction
présents dans des lymphocytes T CD4+ (LT CD4+) dans le contexte d’une infection par le VIH-1. Des
cellules dendritiques dérivées de monocytes (MDDC) purifiées a partir du sang de huit donneurs
différents ont été stimulées avec 7 stimuli: IFNa, VIH-1, VIH-2, MVA (Modified Vaccina Ankara),
poly(l:C), poly(dG:dC), R848 (un agoniste de TLR7 et TLR8). Ces cellules ont ensuite été co-cultivées
avec des LT CD4+ durant 8 jours. |l a été montré que la co-culture avec des MDDC stimulées avec I'lIFNa,
VIH-2, le MVA, le poly(l :C) et le poly(dG :dC) permettait d’inhiber I'infection subséquente des LT CD4+
par le VIH-1. Ces résultats suggérent une induction de facteurs de restriction au niveau des LT CD4+.
Afin d’identifier ces genes, une étude Affimetrix sur les LT CD4+ a été réalisée pour identifier, dans ces
différentes conditions de stimulation, quels génes possédaient un profil d’expression comparable a
MX1. MX1 a été choisi comme gene de référence car c’est un facteur de restriction bien décrit pour le

VIH-1 et qui est induit, notamment, par I'lFN-I. Ainsi, 386 génes ont été identifiés (Annexes, Tableau 9).

2. Approche utilisée

Ensemencement des cellules HCM3. L’ensemencement est réalisé au matin du jour 0. Les cellules sont
réparties dans quatre plaques de 384 puits a raison de 500 cellules par puits dans 40 pl de milieu.
L’ensemencement est robotisé par I'utilisation d’'un MultiDrop combi liquid dispenser (Thermo Fisher
Scientific). Le comptage des cellules se fait a I’aide d’un compteur de cellule automatique (74 Cellmeter

cell counter, Nexcelom).

Transfection de la banque. La transfection de la banque d’ARNi est réalisée 4 h (+/-1h) post
ensemencement. Un total de 1158 ARNi (silencer select, Ambion) permet de cibler les 386 génes de la
banque (3 ARNi individuels par géne). Une concentration finale de 10 nM d’ARNi par condition a été
choisie et la transfection est faite par ajout de 0,05 ul du réactif de transfection ‘Interferin’ (Polyplus
Transfection) par puit. Cette étape est également robotisée via I'utilisation d’'un Evo 150, MCA384
(Tecan). Les ARNi contréles, NT (non-targeting) et KIF11, sont répartis sur les colonnes 1, 2, 23 et 24
des différentes plaques. L’ARNi KIF11 permet l'inhibition d’une kinase cellulaire indispensable a la

division cellulaire. Si la transfection est efficace, un fort pourcentage de mort cellulaire sera observé.
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Traitement IFN. 24 h post-transfection, les cellules sont traitées avec de I'lFNa2a, a une concentration
finale de 1000 U/mL (Sigma-Aldrich, SRE0013). L'IFNa est dilué dans du milieu de culture et 10 pL sont

ajoutés a chaque puit.

Infection par ZIKV. 24 h post traitement IFNa2a, le surnageant de chaque puit est remplacé par 40 pL
de milieu contenant 7500 particules infectieuses de ZIKV (PF13). Le stock utilisé avait un titre de
6,5 x 108 pfu/mL, mesuré par plage de lyse sur cellules Vero. En prenant en compte la croissance des
cellules entre 'ensemencement et I'infection, une MOI d’environ 3,5 a été utilisée. Les cellules sont

incubées 24 h en présence du virus et avant fixation.

Immunofluorescence et acquisition d’image. Les cellules sont fixées au formaldehyde 4 % (Sigma-
Aldrich) pendant 20 minutes. Les plagues sont ensuite rincées au PBS et traitées 10 minutes au
chlorure d’ammonium (NH4CIl, 50 mM) pour permettre un blocage des aldéhydes libres et une
diminution du bruit de fond lors de I'acquisition des images. Le blocage des sites non spécifiques
d’adsorption des anticorps est fait par incubation pendant 15 min des cellules avec une solution de
PBS, BSA 1 % et saponine 0,02 %. Par la suite, les cellules sont perméabilisées avec une solution de
Triton X-100 0,5 % pendant 5 min. L’anticorps 4G2 est utilisé comme anticorps primaire dilué au 1/500
dans une solution de PBS, BSA 1 %, saponine 0,02 % et ajouté sur les cellules avec une incubation de
1 h a température ambiante. Les cellules sont ensuite lavées deux fois au PBS et incubée dans les
mémes conditions avec I'anticorps secondaire couplé au fluorochrome Alexa Fluor 488 (ThermoFischer
Scientific). Un marqueur nucléaire, Hoechst (Sigma), est ajouté a I’anticorps secondaire a une
concentration finale de 0,2 ug/mL. Pour finir les cellules sont rincées une fois au PBS et les images sont
acquises a l'aide d’un INCell2200 (GE Healthcare). L’acquisition est faite par un objectif Nikon 10X/0,45,

Plan Apo, CFI/60. Trois images par puit sont réalisées.

3. Analyses des résultats du crible

Deux analyses indépendantes ont été réalisées pour étudier les résultats du crible pour permettre

I'identification d’'un maximum de candidats.

a. Analyse 1: segmentation des cellules et quantification du marquage d’enveloppe

Cette premiere analyse consiste en la segmentation de chaque cellule présente sur chaque image
acquise. La segmentation est réalisée a partir du logiciel IN Cell Analyzer 3.7 Workstation (GE
Healthcare) et va permettre d’obtenir le contour de chaque cellule et de les individualiser. Une fois

cette étape opérée, l'intensité du marquage fluorescent de la protéine d’enveloppe de ZIKV est
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quantifiée par cellule. Ainsi, pour une condition donnée, un pourcentage de cellules infectées est
obtenu. Ce pourcentage est moyenné pour les trois images obtenues pour une méme condition. Cette
méthode de quantification de I'intensité du marquage de I’enveloppe virale nous permet également
d’identifier des conditions pour lesquelles le pourcentage d’infection est similaire a celui du contréle
mais ou l'intensité du signal (et donc la production de protéines virales) de chaque cellule est plus
développé ou plus intense que dans les conditions contréles, nous apportant ainsi une information

complémentaire.

Cette analyse prend en compte I’'emplacement de chaque condition dans la plaque de culture. En effet,
lors d’un crible, il est possible d’observer un effet local en fonction des positions des puits dans les
plagues de culture. Pour s’affranchir de cet effet, une opération est réalisée consistant en la
soustraction a chaque condition de la médiane de la ligne de puit, de celle de la colonne et de la
médiane de cette position dans chaque plaque de culture d’'un méme réplicat. Cette opération est
répétée et apres dix itérations, une valeur est obtenue permettant la quantification de I'effet de

position (Malo et al., 2006).

Enfin, pour déterminer si la variation d’infection observée pour une condition donnée est
significativement différente de la variation observée pour I'ensemble des conditions, le Z-Score
robuste (rZ-Score) est calculé. Ce calcul est basé sur I’'hypothése que la majorité des conditions n’aura
pas d’effet sur l'infection virale et ainsi chaque condition est considérée dans la population de
références. De cette population de référence sont cependant exclus les contréles phénotypiques que
sont les conditions ayant recu les ARNi ciblant IFNAR1 et IFNAR2, car nous savons que ces conditions

ont un impact important sur le taux d’infection. Le rZ-Score est calculé de la maniére suivante :

x —med(pop réf)
1.4826 x med(|pop réf —med(pop réf)|)

rZ-Score = Avec - x, pourcentage d’infection dans la condition

- med, la médian

- pop réf, la population de référence, ici,
pourcentage d’infection de toutes conditions
excepté les controéles

b. Analyse 2 : dénombrement des noyaux et des foyers d’'infection

La seconde analyse a été réalisée a I'aide du logiciel CellProfiler. Cette analyse est basée sur le
dénombrement des noyaux présent sur chaque image, ce qui permet de déduire le nombre de cellules.
Dans un second temps, les sites intracellulaires de réplication sont également dénombrés, ainsi, nous

pouvons obtenir un pourcentage d’infection, regroupant la moyenne des trois images, pour une
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condition donnée. Cette stratégie permet de déterminer si une cellule est infectée ou non mais ne
donne pas d’information concernant la taille ou I'intensité du marquage du site de réplication. De la

méme maniere que précédemment, le rZ-Score est déterminé.

Cette analyse n’apporte pas d’informations supplémentaires en comparaison a I'analyse précédente.
Cependant, elle permet une approche légérement différente quant a la quantification des cellules
infectées. Cela permet la validation de certains autres candidats et I’élimination de faux négatifs dans

la premiére analyse.

c. Sélection des candidats

La sélection des candidats est basée sur les deux analyses indépendantes. Sont choisi comme candidats
les génes pour lesquels 2 ARNi sur 3 dans l'une des 2 analyses permettent I'obtention d’un rZScore

inférieur ou égale a -2 ou supérieur ou égale a 2.

Comme expliqué précédemment, I'analyse 1 nous apporte une information concernant I'intensité du
marquage de I'enveloppe virale. Ainsi pour cette analyse sont pris en compte également les candidats
permettant I'obtention de marquages plus ou moins intenses par rapport a la médiane globale

(toujours avec pour valeur seuil du rZScore -2 et 2).

Pour la seconde analyse, beaucoup de candidats possédaient un rZScore inférieur ou égale a -2. Pour
diminuer la présence de faux positifs sur cette analyse nous avons choisi d’ajouter une condition pour
la sélection. Les candidats possédant un rZScore inferieur ou égale a -2 doivent également avoir un

pourcentage d’infection diminué d’au moins 50 % comparé a la médiane.
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Résultats - Partie | :

Un crible a haut débit identifie des genes de la réponse innée
capable de moduler l'infection par le virus Zika

L’objectif de ce travail était de développer une stratégie pour identifier des génes cellulaires impliqués

dans la réponse immunitaire et étant capables de moduler la réplication du virus Zika.

Différentes approches basées sur la perte de fonction ou la surexpression ont permis de découvrir des
ISGs impliqués dans le controle de I'infection par ZIKV comme IFI6, IFITM3 ou la Vipérine (Richardson
et al., 2018 ; Savidis et al., 2016a ; Van der Hoek et al., 2017). Des ISGs favorisant I'infection comme
LY6E et MCOLN2 ont également été mis en évidence (Hackett and Cherry, 2018 ; Rinkenberger and
Schoggins, 2018). Afin d’identifier de nouveaux genes de la réponse immunitaire qui jouent un réle
lors de I'infection par ZIKV, nous avons congu et réalisé un crible a haut débit basé sur une approche

de ‘perte de fonction’.

I. Outils pour la mise en place du crible a haut débit

La banque. La banque d’ARN interférents (ARNi) a été congue pour un autre projet mis en place dans
I’équipe de Nicolas Manel, a l'institut Curie. Sa conception est détaillée dans la partie Matériel et
Méthode. Le projet initial avait pour objectif d’identifier des génes responsables de la résistance de
lymphocytes T CD4+ a l'infection par le VIH-1. Dans ce contexte, des cellules dendritiques dérivées de
monocytes (MDDC) ont été stimulées avec 7 stimuli différents (IFNa, VIH-1, VIH-2, MVA, poly(l:C),
poly(dG:dC), R848). Les MDDC ainsi activées vont permettre la sécrétion de différentes cytokines
pro-inflammatoires (notamment IP-10, TNFa, IFN-I). Ces MDDC ont ensuite été co-cultivées avec des
lymphocytes T CD4+ sur lesquels une analyse transcriptomique a permis d’identifier les génes
possédant le méme profil d’expression que le gene MX1, un ISG bien caractérisé, lors des différentes
co-cultures (Figure 18) (Manel et collaborateurs, en préparation). 386 génes ont été ainsi identifiés et
la banque utilisée regroupe des ARNi ciblant ces génes (Annexes, Tableau 9). Chaque gene est ciblé
par trois ARNi indépendants afin d’écarter des résultats aberrants qui pourraient étre observés si un
ARNi venait a inhiber I'expression d’un autre géne que le gene ciblé (effets off target). La stratégie
utilisée pour la construction de cette banque a permis de mettre en évidence des génes régulés par

différentes cytokines pro-inflammatoires et d’élargir les listes des précédentes études comprenant
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uniquement des ISGs. Ainsi, dans cette banque, 47 % des candidats n’apparaissent pas dans la liste

utilisée par Schoggins et ses collaborateurs pour son étude de 2011 (Schoggins et al., 2011).

Différents ARNi contréles sont présents dans cette banque. Le contrdle technique permet de s’assurer
que la transfection des ARNi a été effectuée avec succes. Nous utilisons pour cela un ARNi ciblant une
protéine cellulaire indispensable a la division cellulaire, KIF11. Dans cette condition, répétée et répartie
sur les différentes plaques du crible, nous pouvons voir que la transfection a bien eu lieu lors du
comptage du nombre de cellules présentes dans chaque puit. Si la transfection est efficace, la mort

cellulaire sera tres élevée dans les puits recevant I’ARNi ciblant KIF11.

Plusieurs controles biologiques sont également présents pour nous permettre d’analyser les résultats
obtenus. Tout d’abord, nous utilisons des ARNi dirigés contre IFNAR1 et IFNAR2 comme contrdles
positifs. En effet, inhiber I’expression des sous-unités du récepteur a I'lFN-I va permettre de bloquer la
cascade de signalisation menant a la production des ISGs. Ainsi, tous les effets des ISGs dls au
traitement IFN seront abolis et linfection par ZIKV sera rétablie. Des ARNi permettant une
augmentation de I'infection comparable a celle des contréles positifs pourra nous permettre d’affirmer
le r6le antiviral du géne cible. Comme contréle négatif, nous utilisons un ARNi ne ciblant aucun géne
(ARNi NT). Cette transfection n’aura pas d’impact sur I'infection et nous pourrons comparer toutes nos
conditions a cette condition contréle.

Exposition a différents stimuli Production daicytokiries

- IFNa pro-inflammatoires

- VIH-1

- VIH-2 Etude transcriptomique des

- MVA LT CD4+

- Poly (I:C) \_/

- Poly (dG:dC) Choix des 386 genes de la

- R848 banque suivant le profil
MDDC Co-culture de 8 jours d’expression de MX1

MDDC &> LT CD4+

Figure 16. Conception de la banque. Des cellules dendritiques dérivées de macrophages (MDDC)
précédemment activées par différents stimuli, sont co-cultivées 8 jours avec des lymphocytes T CD4+ (LT
CD4+). Une étude transcriptomique a ensuite été menée pour identifier les genes dont I’expression variait
de facon similaire a MX1. 386 génes ont été identifiés et 3 ARNi par genes composent la banque.

Choix des cellules. Pour réaliser notre crible a haut débit, nous avons choisi de travailler sur une lignée
cellulaire microgliale, les HMC3. Ce modele nous a paru pertinent dans le contexte d’une infection par
ZIKV. En effet, le neurotropisme de ZIKV n’est plus discuté et l'infection des cellules microgliales

primaires humaines par ZIKV est bien décrite (Lum et al., 2017). Cette infection des cellules microgliales
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induit la forte production de cytokines pro-inflammatoires qui est responsable d’'un phénomeéne de
neuro-inflammation (Lum et al., 2017). Par ailleurs, I'infection de la microglie par ZIKV induit des
changements de morphologie de celle-ci mais également une diminution de la prolifération des
progéniteurs neuronaux et de la neurogenése (Noronha et al.,, 2016 ; Wang et al., 2018). Dans ce
contexte, l'infection de la microglie semble une des causes a 'origine d’apparition de microcéphalie

ou de syndrome de Guillain Barré suite a une infection par ZIKV.
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II. Stratégie et optimisation des conditions du crible

Stratégie du crible. Le crible a été réalisé sur 4 jours (Figure 17). Le format utilisé est la plaque 384
puit. Au jour 0, 'ensemencement des cellules HMC3 est réalisé a raison de 500 cellules par puit, suivi
de la transfection des cellules par les ARNi. Chaque geéne de la banque est ciblé par trois ARNi uniques.
Au jour 1 est effectué le traitement a I'lFNa qui permet I'induction d’un état antiviral de la cellule. Le
jour 2 consiste en l'infection des cellules par 7500 particules virales infectieuses par condition. Pour
finir, 24h post-infection, nous avons quantifié le nombre de cellules infectées par immunofluorescence
a I'aide d’un marquage de la protéine d’enveloppe. Ci-dessous nous détaillons les raisons qui nous ont

menées aux choix des conditions utilisées.

JO J1 J2 J3
ENCEMENSEMENT ~ TRANSFECTION TRAITEMENT INFECTION ANALYSE
INTERFERON
HMC3 m 0 m ZIKV PF13 m Immunofluorescence
. . 7500 particules DAPI
500 cellules/puits 10nM ARNi 1000 U/mL virales ANTIG2

Figure 17. Déroulement du crible.

Optimisation du traitement IFNa et des conditions d’infection. Nous avons choisi de réaliser le crible
dans un environnement antiviral. Ce traitement a I'IFNa instaure un état antiviral en induisant
I’expression des 1SGs. Cet état nous permettra d’observer une amplitude plus importante de
I’expression des genes lors de la transfection des ARNi les ciblant. Autrement dit, I'inhibition d’'un géne
dont I'expression a été précédemment amplifiée sera plus facilement détectable. Cependant, la dose
choisie a d{ étre mise au point pour permettre une induction suffisante des ISGs et une inhibition de
I'infection par ZIKV, tout en étant assez faible pour permettre le rétablissement de I'infection lorsqu’un

géne antiviral était ciblé par I’ARNi (Figurel8).

Le taux d’infection a d{ étre optimisé de fagcon concomitante au traitement IFN. En effet, ce dernier
impacte trés fortement l'infection des cellules HMC3 par ZIKV. Ces mises au point ont été réalisées
avec un ARNi NT (non targeting, ne ciblant aucun géne) comme contréle négatif et un ARNi ciblant
IFNAR comme controle positif. Nous avons également choisi d’ajouter a cette étude préliminaire un
ARNi ciblant IFITM3, un ISG connu pour bloquer la réplication du virus (Savidis et al., 2016a). La
figure 18 représente le pourcentage d’infection des HMC3 dans les différentes conditions testées. On
peut voir que le traitement IFNa a 1000 U/ml permet une meilleure inhibition de I'infection par ZIKV

que le traitement a 500 U/ml. Cette inhibition est levée entierement lorsque les cellules sont

Résultats — Partie | | 66



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

transfectées avec un ARNi ciblant IFNAR1 ou partiellement lors de la transfection par un ARNi ciblant
IFITM3. Par ailleurs la condition d’infection a 7500 particules par puit n’est pas saturante
contrairement a l'infection par 12500 particules, la premiere a donc été choisi pour la réalisation du
crible. Nous souhaitions avoir un taux d’infection intermédiaire nous permettant de mettre en
évidence I'impact activateur des ARNi ciblant les genes avec une fonction antivirale mais également
I’effet inhibiteur que peuvent avoir les ARNi ciblant des genes avec une fonction pro-virale. Ainsi nous
avons choisi un pourcentage d’infection d’environ 25 % pour les cellules ayant été transfectées avec

les ARNi NT.
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1 —" — ; - T © 7500 particules
© 12500 particules

@
o
1
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ARNi NT NT IFNAR IFITM3 NT IFNAR IFITM3
IFN (U/ml) 0 500 500 500 1000 1000 1000

Figure 18. Optimisation du traitement IFN et des conditions d’infection. Les HMC3 sont transfectées avec
des ARNi controle (NT) ou ciblant IFNAR1 ou IFITM3. Les cellules sont ensuite traitées avec différentes doses
d’IFNa. 24h aprées le traitement, les cellules sont infectées par ZIKV avec 7500 ou 12500 particules
infectieuses. Le pourcentage d’infection des cellules est déterminé par immunofluorescence par le
marquage de la protéine d’enveloppe de ZIKV. Le contrdle non infecté (NI) est représenté en rouge.

Quantification par immunofluorescence. Nous avons utilisé un anticorps reconnaissant la protéine
d’enveloppe de ZIKV pour détecter les cellules infectées. Cette stratégie de détection nous permet
ainsi de mettre en évidence I'impact des différents ARNi sur de nombreuses étapes du cycle viral, de
I’entrée jusqu’a la production des protéines virales. L'immunofluorescence nous permet de quantifier
précisément le pourcentage de cellules infectées mais également d’observer la viabilité cellulaire en
comptabilisant le nombre de noyaux. Pour chaque condition, trois images ont été réalisées permettant

de couvrir la quasi-totalité de la surface de chaque puit.
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III. Le crible a haut débit

1. Controle qualité du crible

Avant I'analyse compléte du crible, différents controles qualité ont été réalisés pour s’assurer, d’une
part, de la reproductibilité des différents réplicats et, d’autre part, de la qualité de la transfection, qui

est une étape délicate.

Reproductibilité du criblage. Le crible a été réalisé en triplicat. Cependant, un probleme technique
inexpliqué survenu lors de la troisieme expérience a rendu celle-ci inexploitable. Nous avons alors
analysé la reproductibilité des 2 réplicats. Celle-ci étant satisfaisante, I'expérience n’a pas été répétée.
Pour analyser la qualité des réplicats, nous avons choisi deux représentations. La premiére consiste a
représenter le nombre de cellules dénombrées dans chaque condition pour chaque réplicat et a
comparer la variation des résultats obtenus. Nous pouvons voir sur la figure 19A que le nombre de
cellules pour chaque condition est Iégerement plus important pour le premier réplicat. Toutefois, le
coefficient de détermination (R?) de la droite de régression linéaire est proche de 0,7, ce qui signifie
que la reproductibilité de I'expérience est correcte. Par ailleurs, nous observons également une
distribution attendue du nombre de cellules par puit avec une médiane proche de 1000 cellules par
puit pour les deux réplicats. De plus, de maniere attendue, pour les conditions avec le controle KIF11,

le nombre de cellules est nettement plus faible lors des deux répétitions (Figure 19B).

Pour compléter ce controle qualité nous avons également comparé le pourcentage d’infection dans
chaque condition de chaque réplicat (Figure 19C). La reproductibilité des conditions d’infection est
satisfaisante avec un R? a plus de 0,8 et une distribution attendue du pourcentage d’infection dans les
différentes conditions. Comme attendu, les controles IFNAR1 et IFNAR2 permettent une nette
augmentation de I'infection par ZIKV dans les deux réplicats (Figure 19D). Ces différentes analyses nous

permettent d’affirmer que les deux réplicats sont cohérents I'un avec l'autre.

Résultats — Partie | | 68



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

B
B «if11
80 120 [] Autres conditions
1500 R?=0,69
] s 100
] .32 = .
o 1000- k . o
- - o 15}
© ] c 0::)
2 i 8 40 s 60 —
g ] Zs g g
& 500 P L L g
] “ ®KIF11 20
{ o e Autres conditions 20 M ”h
- ” M
N — mu{“ﬂm? , .HJHM Ml
0 500 1000 1500 2000 150 450 750 1050 1350 1650 150 450 750 1050 1350
Réplicat 1 Nombre de cellules R1 Nombre de cellules R2
D
C
B FnaR1
140
100- 140 — 1 IENAR2
7 120 [] Autres conditions
i 120 —
80—
] 100 100
~ ]
w 60 80 ® 80—
© ] @ 3
2 - e T 60
S ] o 60— -
g 40 s s
4 - © L 40
i S 40— v =
] ®IFNARL - v [ I
20 IFNAR2 20 ’ , 20— (il
1 Autres conditions j— ) =
0 1 10— 10— \
- —rrrr—r—rrrrrrTrrrrrrr J ‘ im
0 20 40 60 80 100 0 o m”, ﬂl‘q‘h‘ﬁfﬂw 1..JI....,l...
Réplicat1 10 20 30 40 50 60 70 80 10 20 30 40 50 60 70 80

Pourcentage d'infection R1 (%)

Pourcentage d'infection R2 (%)

Figure 19. Contrdle qualité des réplicats du crible de la banque. (A) Représentation du nombre de cellules
dans chaque condition du réplicat 1 en fonction du réplicat. La droite verte représente la régression linéaire.
(B) Distribution du parameétre « nombre de cellules » pour chaque réplicat. En bleu foncé apparaissent les
valeurs de la condition controle (KIF11). (C) Représentation du pourcentage de cellules infectées dans
chaque condition du réplicat 1 en fonction du réplicat 2. En orange apparaissent les contréles positifs IFNAR1
et 2. La droite verte représente la régression linéaire. (D) Distribution du parameétre « pourcentage

d’infection » pour chaque réplicat. En rouge et orange apparaissent les valeurs des conditions controles
(IFNAR1 et IFNAR?2).

Efficacité de la transfection. L’efficacité de la transfection est analysée pour chaque plaque de culture
du crible. Chaque plaque 384 puits en contient 34 qui recoivent I’ARNi ciblant KIF11. Cette condition
nous sert de contréle positif de transfection. En effet, s’il n’y a pas de probléme technique lors de la
transfection, le nombre de cellules dans ces conditions sera extrémement réduit. Ce contréle positif

est comparé au contrble négatif (ARNi NT). L’efficacité de transfection est donnée par le facteur B. Ce
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facteur permet de calculer la valeur absolue de la différence du nombre de cellules moyen pour le

controle négatif et pour le controle positif, divisée par la somme de la variance entre les deux groupes.

Ainsi, facteur f = J [M(neg) - m(pos) Avec - m la moyenne du nombre de

nneg)-1 (neg)+ HSZ;Z)S; 152 (pos)

cellules dans la condition donnée
- n le nombre de répétitions
- o I'écart type

n(neg)

Pour déterminer si I'efficacité de transfection est suffisante, la plateforme ol nous avons réalisé le
crible fixe le seuil du facteur B a 3,0. Un facteur inférieur a cette valeur signifierait que la transfection
est insuffisante. Le tableau 7 représente les valeurs de facteur B pour chaque plaque des deux
réplicats. Ainsi nous pouvons voir que |'efficacité de transfection est satisfaisante dans toutes les

plaques.

4,83 3,91 4,03 4,69
5,61 4,88 5,43 5,13

Tableau 7. Controle qualité de la transfection. Ce tableau regroupe les résultats de facteur B obtenus pour
chaque plaque de culture de chaque réplicat du crible. La transfection est considérée comme un succes
lorsque facteur B > 3,00.

2. Analyses du crible et résultats

Deux analyses indépendantes ont été réalisées sur les images d'immunofluorescence pour permettre
d’identifier un maximum de candidats et pour éviter les faux-positifs et faux-négatifs. Toutefois, ces
deux analyses sont basées sur la méme méthode. Le calcul du Z-score robuste (rZ-Score) permet
d’estimer pour chaque condition si la variation observée est significative par rapport a la variation de
I’ensemble des conditions. Ainsi, on suppose que la majorité des ARNi n’a aucun effet sur I'infection et
cette absence de variation sert de référence (Figure 20). Cependant, quelques parametres varient
d’une analyse a 'autre. Dans les paragraphes ci-dessous sont représentés les détails de chacune des

analyses ainsi que les résultats propres a celles-ci.
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Analyses d’'image

Analyse 1 : segmentation des cellules
et quantification du marquage
d’enveloppe

Analyse 2 : dénombrement des noyaux
et des cellules infectées

v

Correction des données avec ajustement de la médiane
Soustraction de la médiane des lignes ou des colonnes (a partir
de toutes les plaques d’une expérience). Cas particulier pour les

contréles
N
“Z-Score robuste” Avec - X, pourcentage d'infection dans la condition
- med, la médiane
% = med(pop 1&F) - pop réf, la population de référence, ici,
rZ-Score = Lor pourcentage d’infection de toutes conditions

1.4826 x med(|pop réf —med(pop réf)|) ; N
excepte les controles

v

Sélection des candidats :

Les genes avec 2 ARNi (sur 3) étant positifs sur les 2 réplicats d'une méme analyse

Figure 20. Stratégies d’analyse du crible.

a. Analyse 1: segmentation des cellules et quantification du marquage d’enveloppe

La premiére analyse a été réalisée a I'aide du logiciel IN Cell Analyzer 3.7 Workstation (GE Healthcare).
Cette analyse a permis d’individualiser chaque cellule et donc de comptabiliser leur nombre pour
chaque condition. De plus, I'intensité de I'immuno-marquage de la protéine d’enveloppe de ZIKV est
quantifié. Ainsi a 'issu de cette analyse, un pourcentage d’infection pour chaque condition a été
obtenu. Par ailleurs, pour s’affranchir de tous biais venant de la position de la condition dans la plaque
de culture, un lissage a été opéré sur les valeurs. Cette opération permet la soustraction itérative des
médianes de la ligne ou de la colonne, calculées a partir de toutes les plagues d’un réplicat (Malo et
al., 2006). Il est important de noter que c’est cette analyse qui a nous a permis de réaliser les différents

contrdles qualité décrits plus haut. Pour finir, le rZ-Score a été calculé de la maniére suivante :

x —med(pop réf)
1.4826 x med(|pop réf —med(pop réf)|)

rZ-Score =

Avec - x, pourcentage d’infection dans la condition
- med, la médian
- pop réf, la population de référence, ici,
pourcentage d’infection de toutes conditions
excepté les controles
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La figure 21 représente le rZ-Score obtenu pour toutes les conditions et pour chaque réplicat du crible

suite a cette analyse.

15-
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Figure 21. Résultats du crible suite a ’analyse 1. Cette figure représente les rZ-Score obtenus suite a I'analyse
1, pour toutes les conditions du réplicat 2 en fonction des résultats du réplicat 1. En orange apparaissent les
conditions contrdles ou les cellules ont recu un ARNi ciblant IFNAR1 ou IFNAR2. En gris foncé apparaissent
les conditions controles ou les cellules ont recu un ARNi NT. La droite verte représente la régression linéaire.

b. Analyse 2 : dénombrement des noyaux et des foyers d’'infection

La seconde analyse a été réalisée a I'aide du logiciel CellProfiler. Cela a permis d’identifier le nombre
de cellules sur chaque image grace a l'isolation des noyaux. De la méme fagcon que lors de la premiere
analyse, le nombre de cellules infectées a été dénombré. Suite a cette analyse nous avons donc établi
un pourcentage d’infection pour chaque condition. La encore, le rZ-Score a été déterminé comme
précédemment expliqué. La figure 22 représente le rZ-Score obtenu pour toutes les conditions et pour

chaque réplicat du crible suite a cette analyse.
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Figure 22. Résultats du crible suite a ’'analyse 2. Cette figure représente les rZ-Score obtenus suite a I'analyse
2, pour toutes les conditions du réplicat 2 en fonction des résultats du réplicat 1. En orange apparaissent les
conditions controles ou les cellules ont recu un ARNi ciblant IFNAR1 ou IFNAR2. La droite verte représente la
régression linéaire.

c. Liste de candidats retenus

Pour sélectionner les candidats ayant un impact significatif sur I'infection par ZIKV nous nous sommes

basé sur les deux analyses décrites ci-dessus. En effet, nous avons commencé par comparer les

résultats obtenus suite aux deux analyses pour nous assurer qu’ils n’étaient pas en désaccord. Nous

pouvons voir sur la figure 23 que les analyses sont cohérentes I'une avec l'autre.
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Figure 23. Comparaison des analyses 1
et 2 du crible. Cette figure représente les
taux d’infection moyens de chaque
condition du crible obtenus a la suite de
I'analyse 2 en fonction de ceux obtenus
suite a l'analyse 1. La droite verte
représente la régression linéaire.
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Le seuil de rZ-Score communément utilisé dans ce genre d’étude a haut débit est de 2. Ainsi, pour une
condition donnée, si le rZ-Score obtenu est supérieur ou égal a 2 ou inférieur ou égal a -2, la condition
est décrite comme variant significativement par rapport a la médiane des autres conditions de
I’expérience et est considérée comme positive. Nous avons choisi pour ce crible de garder cette valeur
de seuil. Par ailleurs, nous rappelons que chaque géne est ciblé par trois ARNi individuels dans chacun
des deux réplicats. Ainsi nous avons choisi de définir comme candidats positifs a I'issu du crible les
génes modulant l'infection et répondant au critére suivant : au moins 2 ARNi sur 3 positifs dans les
deux réplicats d’'une des analyses (cf. Matériel et Méthodes). Le tableau 8 présente la liste des
différents candidats regroupés par effet pro-viral ou antiviral. Nous pouvons voir que dans cette liste
de candidats apparaissent des génes déja décrits pour leurs fonctions modulatrices de I'infection par
le virus Zika. En effet, IRF9 est un facteur de transcription directement impliqué dans I'induction des
ISGs, il est normal de le retrouver parmi les candidats antiviraux (Fink and Grandvaux, 2013). IFITM3
est lui aussi connu comme modulant I'infection de plusieurs virus et notamment ZIKV (Savidis et al.,
2016a). Du coté des candidats pro-viraux, on retrouve LYGE qui permet de faciliter I'entrée de ZIKV
dans les cellules infectées (Hackett and Cherry, 2018) et USP18 qui, lui, est un régulateur négatif de la
voie JAK-STAT (Malakhova et al., 2006). L’identification de ces génes a la suite du crible nous a conforté

dans le choix des différentes conditions et des analyses réalisées.

MTA2 IRF9 IFITM3 GPD2 CIR PXK XCL1 IFI16 NMI

NAPA APOL3 CCND3 GBP3 IRF2 ISG20 NADK RUBCN LY6E ISG15 USP18 C220rf39

Tableau 8. Candidats retenus. Les candidats sont regroupés par effet antiviral ou pro-viral supposé du gene.
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IV. Validation des candidats

Une fois les 21 candidats sélectionnés, nous avons validé leur effet sur la réplication de ZIKV afin
d’éliminer d’éventuels faux positifs. Cela pourrait étre le cas si les ARNi avaient d’autres cibles que

celles pour lesquelles ils ont été congus (effets off target).

Pour ces validations, nous avons utilisé des ARNi différents de ceux du crible et cette fois, chaque
candidat était ciblé par un mélange de 3 a 4 ARNi permettant de diminuerles effets off taget.
L’efficacité de I’extinction de chaque candidat a été vérifiée par RT-qPCR. La validation est faite dans
les mémes conditions que le crible, soit aprés la transfection des ARNi, le traitement a I'lFNa de 24 h
et l'infection par ZIKV. Cependant, pour certains candidats (C1R, XCL1, GBP3, NZDK, C220rf39 et
RUBCN), le niveau d’expression, tres faible dans les cellules HMC3, meme traitées aux IFNa, ne nous
permet pas d’affirmer la bonne extinction de leur expression (Figure 24). Pour les candidats dont le

niveau d’expression est élévé, les extinctions sont efficaces.

De plus, pour ces validations, le nombre de cellules infectées a été quantifié par cytométrie en flux et
non plus par immunofluorescence, comme dans le crible de la banque (Figure 25A-B). Nous avons
également estimé la quantité d’ARN viral produite dans les cellules par RT-qPCR (Figure 25C-D). Pour
les candidats non décrits dans la littérature et ayant un impact important sur I'infection par ZIKV, le

relargage de particules infectieuses a été mesuré par titrage des surnageants de culture (Figure 25E-

F).
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Figure 24. Efficacité des ARNi. L'efficacité des ARNi utilisés pour la validation des candidats est vérifiée par qPCR.
L’expression des ARNm de chaque cible est exprimée en comparaison a I'expression de celui-ci dans la condition
contrdle NT. Pour certains candidats, I'expression est trop faible dans les HMC3 et ne peut pas étre quantifiée méme
dans la condition NT, I'expression de ces candidats est non déterminée ND.
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Figure 25. Validation des candidats. (A-B) Les HMC3 sont transfectées par différents ARNi, traitées a I'lFNa (24 h, 200 U/ml) et enfin
infectées a MOI 5 par ZIKV. Le pourcentage de cellules infectées est déterminé 24 h post-infection par cytométrie en flux. Est
représenté, pour les candidats antiviraux et pro-viraux, le ratio de cellules infectées par rapport a la condition siNT. (C-D) Pour chaque
condition, la réplication virale est mesurée par gPCR et exprimée en génome équivalent par g d’ARN total (E-F) Pour les principaux
candidats de chaque catégorie (anti et pro-viral) le relargage de particules virales est déterminé par titrage par plage de lyse. Les
analyses statistiques ont été effectuées par des t-test appariés multiples (* p<0,05 ; ** p<0,001 ; *** p<0,0001 ; **** p<0,00001).
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Nous pouvons voir qu’IFNAR1, IFITM3 et IRF9 ont, comme attendu, un role antiviral trés prononcé. Par
cytométrie en flux, nous détectons plus de 4 fois plus de cellules infectées comparé a la condition
controle (Figure 25A). Nous observons également une augmentation d’environ 4 fois la quantité de
génome équivalent dans ces conditions, en comparaison de la condition contréle ARNi NT (Figure 25C).
En ce qui concerne les autres candidats antiviraux révélés par notre crible, comme MTA2 et GPD2, ils
ont un impact significatif sur le pourcentage de cellules infectées. Lorsque les cellules sont transfectées
avec un ARNi ciblant MTA2 nous pouvons observer environs 4 fois plus de cellules infectées, ce qui est
comparable a ce qui est obtenu avec I’ARNi ciblant IFNAR1 (Figure 25A). L’ARNi ciblant MTA2 posséde
un impact significatif sur la réplication virale avec une augmentation de celle-ci de prés de 10 fois
(Figure 25C). L’ARNi ciblant GPD2 induit également une augmentation significative en RT-qPCR,
cependant legerement moins importante que pour MTA2 (Figure 25C). De fagon surprenant, aucune
de ces conditions, méme les ARNi ciblant IFNAR1, ne semble augmenter de maniére significative le
relargage de particules virales infectieuses mesuré par titrage par plage de lyse (Figure 25E). Cela peut

étre d(l au manque de sensibilité de cette approche.

En ce qui concerne les candidats ayant un role pro-viral déja décrit, comme les protéines LY6E et
USP18, nous validons leur effet significatif sur la réplication de ZIKV. La présence d’ARNi ciblant ces
protéines permettent de diminuer de plus de 3 fois le nombre de cellules infectées (Figure 25B). Ces
conditions permettent également une diminution par deux de la production d’ARN viral (Figure 25D).
Pour les candidats non caractérisés pour leur propriétés pro-virales, les ARNi ciblant les protéines
APOL3, GBP3 et NAPA permettent, eux aussi, une diminution significative du pourcentage de cellules
infectées (Figure 25B). Parmi ces candidats, seul APOL3 possede un réle pro-viral mesurable par qPCR,
avec 2 fois moins d’équivalent génome détectable comparé a la condition contréle (Figure 25D). La
encore, ces effets ne sont pas observables a travers la mesure du relargage des particules infectieuses
al’acception de I’ARNi ciblant USP18 pour lequel une diminution significative du relargage est observée

(Figure 25F).

Cependant, il est important de noter qu’avec ces approches, nous n’avons pas validé I'effet de certains
des candidats sélectionnés suite au criblage de la banque sur la réplication de ZIKV dans les cellules
HMC3. Ces candidats sont pour la plupart des protéines qui ne sont apparues positives que dans une
seule des deux analyses. Ainsi le réle des protéines PXK, C1R, XCL1, NMI, IFI16, 1SG20, IRF2, CCND3,
c220rf39 et RUBCN dans l'infection par ZIKV n’est pas clair. Pour XCL1, c220rf39 et RUBCN, cela n’est

pas trés étonnant car leur expression est tres faible dans les HCM3 (Figure 24).

Pour conclure sur cette premiere partie de I'étude, nous avons pu mettre en évidence différents

candidats pouvant impacter l'infection des cellules HMC3 par ZIKV. Parmi ceux-ci, MTA2 a un réle
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antiviral indéniable. A I'heure actuelle, cette protéine n’est pas décrite comme possédant une telle
fonction. Il serait intéressant d’approfondir son réle lors de I'infection par ZIKV et de déterminer si elle
agit contre un large spectre de virus. La fonction antivirale de MTA2 est actuellement étudiée par un

autre membre de I'équipe (cf. Discussion).

La protéine APOL3 posséde quant a elle un réle pro-viral significatif validé par cryométrie en flux ainsi
que par gPCR. APOL3 ne posséde pas de role pro-viral décrit a I’heure actuelle, et c’est pour cette
raison que nous avons choisi de nous intéresser aux mécanismes moléculaires liés a sa fonction pro-

virale.
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Résultats - Partie Il :

Rble des protéines APOL1 et APOL3 lors de I'infection par le
virus Zika

L'objectif de cette seconde partie était d’approfondir le réle que joue APOL3 lors de I'infection par
ZIKV. Nous avons également choisi d’intégrer a notre étude la protéine APOL1 qui appartient ala méme
famille qu’APOL3 et qui est largement plus étudiée de par son implication dans le contréle de
I'infection par les parasites de I'espece Trypanosoma brucei. De plus, la surexpression d’APOL1 dans
les cellules Huh7 favorise la réplication de YFV. Il apparait donc qu’APOL1 pourrait également posséder

un réle pro-viral (Schoggins et al., 2011).

Notre objectif était de valider le role de ces 2 protéines sur la réplication de ZIKV dans différents
modeles cellulaires. Nous avons également déterminé si ces 2 protéines impactaient |'infection par
différents virus. Enfin, nous avons cherché a caractériser le mécanisme d’action d’APOL1 et APOL3, en
explorant plusieurs hypothéses, telles que les liens potentiels entre la fonction provirale de ces

protéines et, d’une part, le métabolisme lipidique, et, d’autre part, la voie IFN.

I. Validation de l'effet pro-viral des protéines APOL1 et
APOL3

1. Validation dans différents modeles cellulaires

Afin de confirmer les résultats obtenus dans la premiére partie de I'étude concernant le role d’APOL3
sur la réplication de ZIKV dans les cellules HMC3 (Figure 25) et ceux otenus lors de la surexpression
d’APOL1 sur la réplication de YFV dans les cellules Huh7 (Schoggins et al., 2011), nous avons choisi de
travailler sur différents modeles cellulaires : les cellules microgliales HMC3, que nous avons utilisées
dans le criblage de la banque et une lignée cellulaire de podocyte. Il a été préalablement établi que la
microglie pouvait étre naturellement infectées chez I’homme (Lum et al., 2017). Il a également été
montré que les podocytes étaient susceptible a I'infection par ZIKV in cellulo (Alcendor, 2017). Ces 2

modeles cellulaires nous ont donc semblé pertinants.
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Dans un premier temps, nous avons déterminé le niveau d’expression des protéines APOL1 et APOL3
dans les deux modeles cellulaires utilisés, en présence ou non d’un traitement IFNQ. La figure 26
représente |'expression des deux protéines mesurées par RT-gPCR. Il est intéressant de remarquer que
les niveaux d’expression d’APOL1 et APOL3 sont tres faibles dans les cellules HMC3 et environ 10 fois
plus important dans les podocytes a I’état basal. Un traitement avec différentes doses d’IFNa permet
une augmentation significative de I'expression d’APOL3 dans les HMC3 (a partir de 100 U/ml) et dans
les podoctyes (a partir de 500 U/ml). Le traitement IFNa induit Iégérement I'expression d’APOL1 dans
les 2 types cellulaires mais trop faiblement pour étre significatif. Ces 2 protéines semblent bien étre

des ISG dans nos 2 modeéles cellulaires.
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Figure 26. Différence d’expression des protéines APOL1 et APOL3 dans les HMC3 et podocytes. Le niveau
d’expression des protéines APOL3 (A) et APOL1 (B) est mesuré par RT-qPCR susite a un traitement a I'lFNa.
Chaque point de ces figures représente une expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été
effectuées par test de Dunnett (* p<0,05 ; ** p<0,001 ; *** p<0,0001).

Pour valider le réle d’APOL3 et déterminer celui d’APOL1 sur la réplication de ZIKV, nous avons utilisé
la technique d’ARNi. Pour chaque APOL, un mélange de 4 ARNi est transfecté dans les deux modeles
cellulaires. Aprés 24 h de tranfection, les cellules sont traitées ou non avec 200 U/ml d’IFNQ. Enfin, les
cellules sont infectées par ZIKV a une MOI de 2. L’extinction de I'expression des protéines APOLs a été
vérifiée dans chaque lignée par RT-gPCR (Figure 27A, 27B). Nous pouvons voir une extinction
satifaisante d’environ 80 % de I'expression des protéines ciblées. Nous avons également inclus dans
expériences des ARNi ciblant USP18. USP18 étant un régulateur négatif de la voie JAK-STAT, il possede
un role pro-viral large et bien décrit dans la littérature (Malakhova et al. 2006). USP18 est également
un candidat ayant été identifié lors de notre crible (Tableau 8). Nous avons validé sa fonction pro-ZIKV
dans notre modele cellulaire (Figure 25). Il sert donc ici de contrble positif. Son expression est

également significantivement réduite par la transfection des siRNA correspondants (Figure 27B)
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Dans les HMC3, des analyses de cytométire montrent que I’extinction d’APOL1 et APOL3 entraine une
diminution significative, d’environ 50 %, du nombre de cellules infectées par ZIKV (Figure 27C). Il est
important de noter que cette baisse d’infection est détectable uniquement dans les cellules
préalablement traitées a I'IFNQ. Sans traitement IFNa, 'ARNi ciblant APOL3 n’a aucun effet sur le
nombre de cellules infectées. Celui ciblant APOL1 semble avoir un léger impact sur lI'infection

(Figure 27C).

Dans les podocytes, nous observons la méme conséquence de la transfection des ARNi ciblant les
APOLs sur la réplication de ZIKV. Aucune diminution du nombre de cellules infectées n’est notée si les
cellules ne sont pas préalablement traitées a l'interféron. Toutefois, avec un traitement en amont, on
dénombre environ 50 % de cellules infectées en moins lorsque que I'expression d’APOL1 ou d’APOL3
est diminuée (Figure 27D). Dans les podocytes, la diminution d’infection due aux ARNi est comparable

a celle observée avec des ARNi ciblant USP18.

Ces résultats nous permettent de valider le role pro-viral d’APOL3 qui a pu étre observé lors du crible
a haut débit. Par ailleurs, nous pouvons affirmer qu’APOL1 possede également un role pro-viral lors de
I'infection par ZIKV. Ceci est consistant avec les résultats publiés en 2011 dans le cadre d’une infection

par YFV (Schoggins et al., 2011).
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Figure 27. Validation du role d’APOL3 et APOL1 par ARN interférence. (A) Efficacité de I’extinction d’expression
d’APOL3 et APOL1 dans les HMC3 déterminé par RT-qPCR. (B) Efficacité de I'extinction d’expression d’APOL3,
APOL1 et USP18 dans les podocytes déterminé par RT-qPCR. (C) Les HMC3 sont transfectées avec différents ARNi
puis traitées ou non a I'IFNa (200 U/ml, 24 h) et enfin infectées avec ZIKV a moi 2. Le pourcentage de cellules
infectées est déterminé 24 h post-infection par cytométrie en flux. (D) Les podocytes sont transfectés avec
différents ARNi puis traités ou non a I'lFNa (200 U/ml, 24 h) et enfin infectés avec ZIKV a moi 1. Le pourcentage
de cellules infectées est déterminé 24 h post-infection par cytométrie en flux. Chaque point de ces figures
représente une expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par t-test appariés pour la
analyses RT-qPCR et par test de Dunnett pour les analyses de cytométrie en flux (* p<0,05; ** p<0,001; ***
p<0,0001).

Une fois I'impact d’APOL1 et d’APOL3 validé dans deux lignées cellulaires par la technique des ARNi,
nous avons souhaité utiliser une seconde méthode d’extinction de geéne. Via la technique d’édition de
génome CRISPR Cas9, nos collaborateurs ont généré des lignées podocytes n’exprimant plus APOL3

(KO APOL3), APOL1 (KO APOL1) ou les deux protéines (KO APOL1/APOL3) (Uzureau et al., 2020).

Pour nous assurer de la bonne extinction de I'expression de ces protéines, nous avons quantifié
I"abondance de leur mRNAs par RT-qPCR. Nous pouvons voir que I'expression d’APOL1 dans la lignée
KO en comparaison a la lignée WT est extrémement faible, ce qui confirme bien I'extinction de
I’expression de cette protéine (Figure 28A). En ce qui concerne APOL3, I'extinction n’est pas détectable
par RT-gPCR (Figure 28B). Cela s’explique par la nature de la mutation introduite par la réparation de
I’ADN suite a la cassure de la Cas9 dans le géne APOL3. En effet, pour la lignée KO APOL3, la mutation

introduite ne semble pas aboutir a la production d’'un ARNm tronqué ou instable. Ainsi, ’ARNm
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quantifié par RT-gPCR est toujours présent méme si celui-ci ne pourra pas permettre la production

d’une protéine fonctionnelle.
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Figure 28. Validation des lignées podocytes KO. L’expression des APOL1 (A) et APOL3 (B) sont mesurées par
gPCR, chaque point de cette figure représente une expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été
effectuées par t-test appariés (* p<0,05 ; ** p<0,001).

Il est important de noter que méme si nous n’avons pu valider le KO d’APOL3 par RT-qPCR, les lignées
KO générée ont été séquencées par nos collaborateurs pour vérifier que I'expression des protéines

ciblées (APOL1 ou APOL3) n’était plus possible (Annexes, Tableau 11) (Uzureau et.al, 2020).

Pour vérifier I'effect proviral d’APOL1 et APOL3 sur la réplication de ZIKV, les lignées KO APOL3 et KO
APOL1, ainsi que la lignée parentale (WT), ont été infectées par ZIKV a différentes MOI. Les analyses
de cytométrie en flux effectuées mettent en évidence une diminution drastique du pourcentage du
nombre de cellules infectées dans les lignées KO comparé a la lignée WT. Ce phénotype est observé a

différentes MOI, et a 24 h ou 48 h post-infection (Figure 29A-B).

De plus, une analyse par western blot des différentes lignées de podocytes infectées montre que, dans
les lignées KO, I'abondance de la protéine virale NS5 ainsi que celle de la protéine d’enveloppe est bien
moindre en comparaison a la quantité présente dans la lignée WT (Figure 29C). Par ailleurs, nous avons
également cherché a quantifier I'expression des APOLs par western blot dans les différentes lignées.
Nous n’avons trouvé aucun anticorps efficace dirigé contre APOL3. Nous n’avons donc pas pu détecter
cette protéine par western blot. A I'inverse, des anticorps spécifiques d’APOL1 ont permis de visualiser
I’extinction de son expression dans la lignée KO APOL1 (Figure 29C). Toutefois, aucun témoin de charge
n’a été inclus dans cette expérience préliminaire. Bien que les concentrations protéiques totales aient
été déterminées avant dépot des échantillons pour analyse et qu’une quantité équivalente de protéine
ait été déposée sur gel, il serait nécessaire répéter I'expérience en révélant une protéine pouvant servir

de témoin de charge telle que I'actine, la GAPDH ou la tubuline.
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Figure 29. Validation du rdle d’APOL3 et APOL1 dans les lignées KO APOL3 et APOL1. Les différentes lignées
de podocytes sont infectées a différentes MOI pendant 24 h (A, D) ou 48 h (B). Le pourcentage de cellules
infectées est ensuite déterminé par cytométrie en flux. Chaque point de ces figures représente une expérience
indépendante. (C) Les différentes lignées de podocytes sont infectée a MOI 10 par ZIKV et les cellules sont
récoltées pour analyse en western blot 24 ou 48 h post-infection. Les anticorps dirigés contre APOL1, NS5 et
I’enveloppe (Env) du virus sont utilisés. Le marqueur de taille de protéine est indiqué en kDa. Les tailles
attendues des protéines sont indiquées entre parenthése. Les analyses statistiques ont été effectuées par test
de Dunnett (* p<0,05 ; ** p<0,001 ; *** p<0,0001 ; **** p<0,00001).

De facon intéressante, l'infection des podocytes double KO par ZIKV montre une diminution de
I'infection similaire a celle obtenues dans les lignées ‘simple KO’ (Figure 29D). Cette observation
pourrait laisser penser a un mécanisme pro-viral similaire pour les deux protéines. En effet, si APOL3
et APOL1 possédaient un rble pro-viral agissant par deux voies complétement distinctes, nous nous

serions attendus a avoir un effet cumulatif pour le double KO.
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Nous nous sommes également procuré une lignée de podocyte n’exprimant pas APOL2 (KO APOL2).
APOL2 est une protéine de la méme famille qu’APOL1 et APOL3. Des ARNi ciblant cette protéine était
également présents dans le crible a haut débit, cependant, I'inhibition de I’expression de cette protéine
n’a eu aucun impact significatif sur I'infection par ZIKV. Des analyses de cytométrie valident les
réssultats du crible (figure 30) puisque le nombre de cellules infectées dans la lignée KO APOL2 est
comparable et méme légérement supérieure a celle de la lignée WT. Cela nous conforte dans

I’hypothése d’un réle proviral propre a APOL3 et APOL1, et non commun a tous les APOLs.

Figure 30. Impact d’APOL2 sur

. I'infection par ZIKV. Les lignées
WT et KO APOL2 sont infectées a

[Jwr différentes MOI pendant 24 h. Le

I ko apoL2 pourcentage de cellules infectées

est ensuite déterminé par

° cytométrie en flux. Chaque point
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m expérience indépendante. Les

- r‘v.]i ]_3—‘ analyses statistiques ont été

MOl 1 MOI 2 Mol 4 MoI 8 MOI 16 effectuées par test de Sidak
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2. Etape du cycle viral potentiellement ciblé par APOL1 et APOL3

Nous avons cherché a déterminer quelle étape du cycle viral pourrait étre la cible des APOLs dans les
podocytes. Nous avons quantifié par RT-gPCR la quantité de génome de ZIKV dans les lignées
podocytes parentales et KO a différents temps post-infection. Nous pouvons voir sur la figure 31 que
la diminution de la quantité de génome viral dans les lignées KO comparativement aux cellules WT
commence a étre significative entre 6 et 8 h post-infection. Cependant nous pouvons observer que le
nombre de copie de génomes augmente dans les lignées KO entre 10 et 24 h post-infection. Cela
signifie qu’une partie des virus vont pouvoir se répliquer méme s’il y a un délai dans cette étape. Les

APOLs semblent donc important pour promouvoir les premiéres étapes du cycle viral.
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Figure 31. Cinétique d’infection des lignées podocytes KO et WT. Les différentes lignées de podocytes sont
infectées a MOI 10. Les cellules sont récoltées a différents temps post-infection pour analyse gqPCR et
quantification du nombre d’équivalent génome. Chaque point de cette figure représente une expérience
indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Dunnett (* p<0,05 ; ** p<0,001 ; ***
p<0,0001 ; **** p<0,00001).

Puisque les APOLs semblent important pour promouvoir les premieres étapes du cycle viral (Figure 31),
nous nous sommes intéressés a I'attachement et a I'internalisation des particules virales dans notre
modele cellulaire. Le test d’attachement et d’entrée consiste en I'infection des différentes lignées KO
et WT a 4°C pour permettre I'attachement des virions tout en inhibant leur internalisation dans la
cellule. Aprés 1 h d’incubation les échantillons du test d’attachement sont récoltés pour une analyse
de la quantité d’ARN viral par RT-qPCR. Les échantillons du test d’entrée sont quant a eux, apres
infection a froid, incubés a 37°C pendant 2 h pour permettre I'entrée des particules. Ces derniers sont
ensuite traités a la trypsine pour enlever toutes particules présentes en surface de la cellule mais non
internalisées. Enfin, ils sont récoltés pour une analyse par RT-qPCR. Les résultats de ces expériences
sont présentés figure 32A-B. Nous pouvons trés distinctement voir qu’il n’y a pas de différence ni
d’attachement ni d’entrée des particules virales entre la lignée WT et les lignées KO. Cela signifie

qu’APOL1 comme APOL3 ne promeuvent aucune de ces étapes.
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Figure 32. Test d’attachement et d’entrée des virions de ZIKV dans les lignées podocytes KO et WT. Test
d’attachement (A) et d’entrée (B) sur les différentes lignées de podocytes infectées a MOI 1 et/ou 10. Les
cellules sont récoltées pour analyse gPCR. Chaque point de cette figure représente une expérience
indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Dunnett (les résultats sont non
significatifs).

Nous avons ensuite cherché a quantifier les événements de fusion dans les lignées KO en comparaison
alalignée WT. L’hypothése étant qu’APOL1 et/ou APOL3 pourrait favoriser de facon non spécifique la
fusion des membranes des virus avec celles des endosmes et ainsi promouvoir I'infection par ZIKV et
par d’autre virus qui pénétrent dans les celules par endocytose. Il n’existe pas de technique pour
mesurer la fusion des enveloppes des flavivirus avec les membranes endosomales. Nous avons donc
exploité le fait que la réplication de VSV soit dépendante de I'expression d’APOL1 et APOL3 (résultats
présentés plus tard dans la Figure 34) et eu recours a la technique BlaMVPR. Cette stratégie consiste
en la transduction des cellules par un lentivirus HIV-1 pseudo-typé avec la protéine d’enveloppe de
VSV (VSVg) et permettant I'expression de la protéine chimérique [-lactamase-Vpr. La fusion de la
pseudoparticule virale aprés endocytose permet le relargage de la 3-lactamase dans le cytoplasme. Un
substrat fluorescent de la 3-lactamase (CCF2-AM) est ajouté dans les cellules et si celle-ci est délivrée
dans le cytoplasme, le réactif sera clivé et I'émission de la fluorescence passera de 520 nm a 447 nm.
Ainsi, pour quantifier la fusion de VSVg avec les membranes endosomales, il suffit de quantifier la
fluorescence a 447 nm dans chaque condition. La figure 33 représente les résultats obtenus pour ce
test. Nous pouvons voir que, pour la plus forte dose de pseudovirus, un effet significatif du KO APOL1
sur la fusion des pseudoparticules est observé. En effet, comparativement a la lignée WT, la lignée KO
APOL1 induit une plus grande proportion de CCF2-AM clivée. Cependant cet impact sur la fusion des
pseudoparticles VSVg n’est pas détectable dans les cellules KO APOL3. Cela signifie qu’APOL1 pourrait
promouvoir l'infection de différents virus par favorisation de la fusion au niveau de la membrane de

I’endosome. APOL3, quant a lui, agirait par un autre mécanisme.
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Figure 33. Test de fusion BlaM-Vpr dans les lignées podocytes KO et WT. Les différentes lignées de podocytes sont
infectées avec différentes doses de lentivirus pseudo-typé VSV (exprimées en ng de p24) et permettant I'expression de
la B-lactamase-Vpr. Le pourcentage de clivage du réactif CCF2-AM est mesuré par cytométrie en flux a 447 nM. Chaque
point de cette figure représente une expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de
Dunnett (* p<0,05 ; ** p<0,001 ; *** p<0,0001 ; **** p<0,00001).

3. Role d’APOL1 et APOL3 lors de lI'infection par différents virus a
ARN

Afin de déterminer si le role d’APOL1 et APOL3 est spécifique au virus Zika, nous avons étudié I'effet
de I'inhibition d’expression de nos candidats lors de I'infection par différent virus a ARN. Nous avons
inclus dans cette analyse deux autres Flavivirus que sont le virus de la dengue (DENV) et le virus du Nil
occidental (WNV). Nous avons également choisi d’étudier I'infection par des virus non-apparentés a
ZIKV, le virus de la stomatite vésiculaire (VSV) et le virus de la rougeole (measles virus, MeV). Ces virus
appartiennent respectivement a la famille des Rabdoviridae et Paramyxoviridae et possedent un
génome ARN simple brin de polarité négative. Nous avons réalisé I'expérience sur nos deux modeles

cellulaires avec les deux méthodes d’extinction de gene différentes.
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Figure 34. Role d’APOL3 et APOL1 lors de l'infection par différents virus dans les HMC3 et podocytes. Les
HMC3 ont été tranfectées avec différents ARNi, puis traitées a I'IFNa (200 U/ml) (B) ou non traitées (A) et enfin
infectées par différents virus. Le pourcentage de cellules infectées est déterminé 24 h post-infection par
cytométrie en flux. (C) Les différentes lignées de podocytes sont infectées par différents virus. Le pourcentage
de cellules infectées est déterminé 24 h post-infection par cytométrie en flux. Chaque point de ces figures
représente une expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Dunnett
(* p<0,05 ; ** p<0,001 ; *** p<0,0001 ; **** p<0,00001).

Les HMC3, aprés transfection des ARNi, ont regues ou non un traitement a I'lIFNa pendant 24 h puis
ont été infectées avec les différents virus (Figure 34A -B). Comme décrit précédemment dans le
modele HMC3, les analyses de cytométrie montrent que, sans traitement préalable a I'lFNa, I'effet
d’APOL1 et APOL3 est quasiment inexistant. En effet, I’ARNi ciblant APOL1 semble avoir un léger effet
mais non significatif sur la réplication de VSV et ZIKV (Figure 34A). |l a cependant un effet un significatif
sur le mombre de cellules infectées par WNV. Nous avons ajouté a cette expérience des ARNi contréles
ciblant USP18. Nous pouvons voir sur la figure 34A, que ce contrdle n’a pas non plus d’effet sur les
différentes infections virales si les cellules ne sont pas traitées préalablement a I'lFNa. Cela semble

logique puisqu’USP18 sert de rétrocontrdle négatif a la voie IFNa. Si celle-ci n’est pas stimulée
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I'inhibition de ce controle ne sera donc pas détéctable. Les infections virales permettent I'induction
d’IFN-I mais nous pouvons émettre I'hypothése que 24 h d’infection ne sont pas suffisantes pour

induire I'lFN-I et visualiser le rétrocontrdle négatif lié a USP18.

Cependant, si les cellules sont traitées a I'lFNa avant I'infection, les ARNi ciblant APOL1 et APOL3
permettent une inhibition d’au moins 50 % du nombre des cellules infectées par tous les virus testés.
L’extinction de leur expression inhibe drastiquement la réplication de VSV. L’inhibition de la réplication
des virus sélectionnés est tres forte lorsque la cible des ARNi est USP18 (Figure 34B). En effet, le
traitement préalable a I'lFNa permet la mise en place du rétrocontréle négatif dirigé par USP18,

I'inhibition de ce rétrocontréle par I’ARNi USP18 est alors détectable.

Dans les podocytes, les analyses de cytométrie mettent également en évidence que 'infection par les
différents Flavivirus et VSV sont tres fortement impactée dans les lignées KO. Cette inhibition est

moindre pour MeV méme si une diminution de I'infection a bien été observée (Figure 34C).

Ces expériences montrent que le réle proviral des APOLs n’est pas spécifique a ZIKV. En effet, la
réplication de deux autres Flavivirus, et d’au moins un virus non-apparenté comme VSV, semble etre
dépendante de I'expression d’APOL1 et APOL3 dans deux modeles cellulaires. Il est aussi important de
noter que I'action pro-virale d’APOL3 n’est détectable qu’apres un traitement a I'lFNd dans les HMC3,
tout comme celle d’'USP18. Pour APOL1, le traitement IFNO ne semble pas nécessaire lors de I'infection

par certains virus.
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II. Lien entre métabolisme lipidique, APOLs et ZIKV

Nous avons discuté dans I'introduction du role des APOL1 et 3 dans le métabolisme lipidique et
notamment dans la régulation de la production du phospholipide PI(4)P. Cette régulation passe par
I'interaction indirecte des APOLs avec la kinase PI4KB (Uzureau et al., 2020). Nous avons donc cherché
a déterminer si I'impact des APOLs lors de I'infection, notamment par ZIKV, pouvait étre lié a ce réle
physiologique. En effet, il a été montré que, pour certains virus, le PI(4)P est indispensable a la mise
en place d’une réplication efficace via la formation de membranes qui servent de plateformes a la

production d’ARN (Hsu et al., 2010 ; Arita et al., 2011 ; Berger et al., 2011).

1. Localisation cellulaire des APOLs

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer ou sont localisés les APOLs pour vérifier si une
interaction, méme indirecte, avec la PI4KB était possible. Pour se faire, en I'absence d’anticorps
spécifique des APOLs validés pour les expériences d'immunofluorescence, nous avons généré des
plasmides permettant I'expression d’APOL3 ou APOL1 fusionnée avec la GFP. Cette technique nous
permet de localiser facilement ces protéines par fluorescence. Nous avons donc transfecté les cellules
HMC3 avec les différentes constructions et visualisé différents compartiments cellulaires par
immunofluorescence, en utilisant des marqueurs appropriés. Ainsi, la localisation des APOL-GFP a été
étudiée dans des cellules dont le noyau, les endosomes précoces ou tardifs et I'appareil de Golgi ont
été marqués. APOL1-GFP et APOL3-GFP semble localisées dans I'appareil de Golgi mais pas dans les
endosomes (Annexes, Figure 44). En effet, nous observons une co-localisation du marquage GFP avec
la protéine GM130 connue pour résider dans le Cis-Golgi (Figure 35A). Ces analyses par
immunofluorescence nous permettent donc d’affirmer qu’APOL1 comme APOL3 se trouvent a
I"appareil de Golgi. Il a été montré que la kinase PI4KB se trouvait également au niveau de I'appareil
de Golgi (Daboussi et al., 2017). Dans un second temps nous avons donc comparé la localisation des
APOL-GFP avec celle de la kinase par immunofluorescence. Nous pouvons voir sur la figure 35B que le
marquage GFP semble la encore co-localiser avec le marquage de la kinase. L’hypothése que les APOLs
interagissent avec la PI4KB pour réguler la production de PI(4)P et ainsi influencer la réplication de
certains virus semble donc plausible. Il est a noter que cette expérience a été réalisée dans des
conditions de surexpression de version taggées des APOLs. Il est donc possible que la localisation ne
soit pas représentative d’une situation plus physiologique. De plus, lors de la surexpression d’APOL1-
GFP, nous pouvons observer la formation de structures en forme de vesicules que nous n’avons pu

identifier (Figure 35A, fleches blanches).
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Figure 35. Localisation cellulaire des APOLs. Les HMC-3 sont transfectées avec des constructions GFP-APOL3
et APOL1-GFP. Vingt heures post-transfection, les cellules sont fixées et marquées par des anticorps dirigés,
soit contre GM130 (A) soit la PIK4B (B). Le carré blanc correspond a la zone d’agrandissement représentée
sur la droite de la figure. Les fleches blanches indiquent des structures en forme de tores formées lors de la
surexpression d’APOL1.

2. Role des phospholipides PI(4)P lors de I'infection par ZIKV

Pour valider ou non le réle de la PI4KB et du PI(4)P lors de I'infection par ZIKV, nous avons réalisé
I'infection des HMC3 en présence ou non d’un inhibiteur bien caractérisé de la kinase (Rutaganira et
al., 2016). Cette molécule permet I'inhibition de I'activité de la PI4KB et ainsi induit une diminution de

I’expression du PI(4)P.

Pour nous assurer de I'efficacité de cet inhibiteur nous avons traité avec différentes concentrations les
cellules pendant 24 h puis nous les avons fixées et analysées par immunofluorescence pour la

détection de PI(4)P. Ainsi nous pouvons voir qu’un traitement a 10 nM permet une diminution de la
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présence de PI(4)P. Cette diminution est dose dépendante avec une trés forte baisse du marquage
PI(4)P lorsque l'inhibiteur est utilisé a 160 nM (Figure 36A). Par ailleurs, nous n’avons observé aucune

mort cellulaire aprés le traitement.

Une fois I'inhibiteur validé, nous avons infecté les HMC3 avec ZIKV. Puis, juste aprés infection, nous les
avons traitées pendant 36 h avec différentes doses d’inhibiteur. Le pourcentage de cellules infectées
a, par la suite, été déterminé par cytométrie en flux (Figure 36B). Pour cette expérience nous avons
également infecté les cellules avec le virus coxackie B3 (CVB3). En effet, il a été montré que ce virus
utilise les lipides PI(4)P pour sa réplication et qu’un inhibiteur ciblant PI4KB pouvait induire une forte
diminution de I'infection (Hsu et al., 2010). Cette condition nous sert donc ici de contréle positif. Nous
avons également infecté les cellules avec WNV. Une étude montre que ce flavivirus n’est pas sensible
a un traitement par un inhibiteur de la PI4KB, nous nous en sommes donc servi comme d’un contréle
négatif (Martin-Acebes et al., 2011). Nous pouvons voir sur la figure 36B que I'inhibiteur inhibe comme
attendu l'infection des HMC3 par CVB3. De plus, cette inhibition est dépendante de la dose d’inhibiteur
utilisée. Pour WNV, aucune diminution d’infection n’est visible. De méme, I'infection par ZIKV n’est

pas impactée par le traitement.
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Figure 36. Role des PI4P dans l'infection par ZIKV. (A) Les HMC-3 sont traitées avec différentes
concentrations d’inhibiteur de PI14KB. Un contrdle avec traitement DMSO est réalisé. Les cellules sont fixées
et analysées par immunofluorescence apres marquage du PI(4)P (vert). (B) Les HMC-3 sont infectées par
CVB3 (MOI 50), ZIKV (MOI 0,05) ou WNV (MOI 0,02). L'inoculum est retiré et remplacé par I'inhibiteur de la
PI4KB a différentes concentrations. Le pourcentage de cellules infectées est déterminé 38 h post-infection
par cytométrie en flux. Chaque point de cette figure représente une expérience indépendante. Les analyses
statistiques ont été effectuées par test de Dunnett (* p<0,05 ; ** p<0,001).
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Les résultats obtenus ici ne sont pas surprenant. Effectivement, il avait été mis en évidence que les
PI(4)P ne sont pas important pour la réplication de WNV ou celle du virus Usutu (Marin-Acebes et al.
2011). Ces virus appartenant au genre Flavivirus, il était trés probable que cette observation soit

également vraie pour ZIKV. Cependant aucune étude ne I’avait encore démontré.

Ces expériences suggerent que le role pro-viral des APOL1 et 3 n’est pas lié a leur interaction avec la
PI4KB ni le PI(4)P dans les cellules microgliales. Nous avons donc exploré d’autres pistes afin de

comprendre comment les APOLs modulaient la réplication de plusieurs virus a ARN.
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III. Effet des protéines APOL1 et APOL3 sur la voie IFN

En raison de I'impact positif d’APOL1 et APOL3 sur la réplication d’un large spectre de virus, nous avons
émis I'hypothése que ces 2 protéines étaient des régulateurs des voies de signalisation IFN. Il se
pourrait en effet que les APOLs fonctionnent de la méme maniére qu’USP18 ou ISG15, qui sont des
protéines pro-virales ayant également été retrouvées dans notre crible. USP18 et ISG15, comme
détaillé dans I'introduction, sont des protéines permettant la régulation négative de la voie interféron.
Leur effet pro-viral est donc observable chez tous les virus sensibles a I'lFN. Pour étudier si un tel
mécanisme pourrait étre a I'origine du réle pro-viral des APOLs, nous avons tout d’abord cherché a
quantifier I'expression des ISGs dans nos différents modeles cellulaires, en présence ou absence
d’APOL1 et APOL3. Nous avons également quantifié la sécrétion d’IFN et I'impact de la surexpression

d’APOL3 sur I'élément de réponse stimulé a I'interféron (ISRE).

1. Régulation potentielle des voies IFN dans les lignées podocytes
KO par APOL1 et APOL3

a. Modulation de I'expression des ISGs par APOL1 et APOL3

Dans un premier temps, nous avons quantifié par RT-qPCR I'induction de I'expression d’une sélection
d’ISGs dans les lignées de podocytes KO et WT. Cette quantification est réalisée a I'état basal, sans

traitement ni infection. Nous avons choisi 4 ISGs : RIG-I, qui est un des senseurs de ZIKV, IFI6 et IFITM3

I'infection virale ou du traitement a I'IFN-I. Nous pouvons observer que, dans les lignées KO APOL1,
tous ces ISGs sont faiblement mais significativement induits, de 2 a 6 fois, par rapport aux niveaux
détéctés dans les cellules WT (Figure 37A). Pour la ligné KO APOL3, une induction significative est
visible pour IFI6 et IFITM3 et une tendance a I'augmentation est observable pour les 2 autres ISGs. Ces
inductions sont comparables a celles obtenues sur la lignée WT apreés traitement de celle-ci avec une

faible dose d’IFNa (50 U/ml) (Figure 37A).

Dans un second temps, ces inductions d’ISG en absence d’APOL1 et APOL3 ont été validées au niveau
protéique par western blot (Figure 37B-C). Nous pouvons quantifier une augmentation de I'expression
de RIG-I, ISG56 et IFITM3 dépendante de la concentration du traitement IFNa recu dans la lignée WT
(de 2 a 4 fois). De facon cohérente avec les résultats obtenus en RT-gPCR, nous observons une quantité

d’ISG dans les lignées KO comparable a celle dans les lignées WT avec traitement IFNa a 50 U/ml.
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Figure 37. Induction des ISG dans lignées podocytes KO. (A) L'expression de différents ISGs est déterminée par
RT-gPCR dans les différentes lignées de podocyte KO et WT traitée ou non avec 50 U/ml d’IFNa. (B) L’expression
de différents ISGs est déterminée par western blot dans les différentes lignées de podocyte KO et WT traitée ou
non avec différentes doses d’IFNa. (C) Quantification de I'expression des ISGs obtenue par western blot aprés
normalisation par I'actine. (D) Les différentes lignées de podocyte sont infectées a MOI 10 par ZIKV. La lignée WT
a préalablement été traitée avec différentes dose d’IFNd. Le pourcentage de cellules infectées est déterminé par
cytométrie en flux. Chaque point sur ces figures représente une expérience indépendante. Le western blot est
représentatif des trois expériences indépendantes. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de
Dunnett sur les données et RT-qPCR et par t-test apparié multiples sur les données de cytométrie en flux (*

p<0,05 ; ** p<0,001).
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Pour finir, nous avons vérifié qu’un traitement avec une faible dose d’IFNa permettant I'induction des
ISGs, de fagcon comparable a ce qui est observé dans les lignées KO, était suffisant pour obtenir
I'inhibition de la réplication de ZIKV observée dans ces lignées. La lignée WT a recu préalablement
différentes doses d’IFNO. Nous pouvons voir, aprés analyse par cytométrie en flux, que le traitement
IFNa a 25 U/ml est suffisant pour inhiber, autant et méme plus I'infection par ZIKV en comparaison
des lignées KO (Figure 37D). Une dose plus faible d’IFNa pourrait méme étre suffisante pour observer

le phénotype observé dans les lignées KO.

Toutes ces observations nous indiquent qu’une extinction de I'expression d’APOL1 ou d’APOL3 dans
les podocytes permet l'induction de certains ISG. De plus, cette faible induction est suffisante pour
étre a l'origine du phénotype observé dans les lignées KO lors de l'infection par ZIKV. Ainsi, nous
pouvons émettre I’hypothese que les protéines APOL1 et APOL3 seraient impliquées dans la régulation
de la réponse IFN. En effet, s’ils permettent un rétrocontrdle négatif sur la voie d’induction et/ou de
signalisation des IFNs, il est logique que I'inhibition de leur expression aboutisse a une induction de
tous les ISGs. Si cette faible induction concerne tous les ISGs, une réduction drastique de la réplication

virale est attendue.

b. Absence d'induction d’'IFN dans les lignées podocytes KO

Nous avons ensuite voulu déterminer si I'induction des ISGs dans les lignées KO pouvait étre due a une
sécrétion accrue d’IFN-I qui permettrait alors I'activation de la voie JAK-STAT et une induction de
I’'expression des ISGs. L’expression de I'IFN[3 a été déterminée dans les lignées KO par RT-qPCR. Cette
technique ne nous a pas permis de conclure sur une production accrue de cet IFN dans les lignées KO.
Une légere induction est présente mais elle n’est pas significative (Figure 38A). Afin de tester la
production d’IFN-I et non plus seulement I'expression d’IFN[3, nous avons quantifié les IFN-I dans le
surnageant des différentes lignées. Pour ce faire, nous avons utilisé la lignée cellulaire Sting37. Les
cellules Sting37 sont des HEK-293T qui expriment la luciférase sous le contréle de I'élément de réponse
stimulé par I'IFN (ISRE) (Khiar et al., 2017). Ainsi, nous avons traité les cellules Sting37 avec le
surnageant des différentes lignées et quantifié I'activité de la luciférase. En parallele, nous avons
également effectué un traitement IFNa sur les cellules pour permettre une quantification relative de
I'IFN-I potentiellement présent dans les surnageants de lignées de podocytes. Cependant, nous
pouvons observer sur la figure 38B que les surnageants des cellules KO pour APOL1 et APOL3 ne
contiennent pas d’IFN en quantité suffisante pour induire une activité de la luciférase détectable. Ces
deux quantifications suggérent que la sécrétion d’IFN-I n’est pas modulée dans les lignées KO. Cela

signifie que I'induction des ISG serait régulée par APOL1 et APOL3 en aval de la production d’IFN-I.
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Ainsi, nous pouvons émettre I'hypothése que la régulation des ISG médiée par APOL1 et APOL3

pourrait s’effectuer au niveau de la voie JAK-STAT et non au niveau de la production d’IFN-I.
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Figure 38. Absence d’induction d’IFN-1 dans lignées podocytes KO. (A) L’expression d’IFN[ est déterminée par
RT-qPCR dans les différentes lignées de podocyte KO et WT traitée ou non avec 50 U/ml d’IFNa. (B) Les cellules
Sting37 sont traitées avec différentes dose d’IFNO ou avec du surnageant provenant des différentes lignées de
podocytes. L'activité luciférase est mesurée 24 h apres traitement. Chaque point sur ces figures représente une
expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Dunnett sur les données et
RT-gPCR et par t-test apparié multiples sur les données de cytométrie en flux (* p<0,05 ; ** p<0,001).

c¢. Role d’APOL3 dans le controle d'ISRE

Pour valider notre hypothese qu’APOL1 et APOL3 pourraient étre des régulateurs négatifs de la voie
JAK/STAT, nous avons déterminé si la surexpression d’APOL3 impactait sur I'activation d’ISRE. Des

cellules 293-T ont été transfectées avec 3 plasmides : le premier permettant I'expression d’APOL3, le
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Figure 39. Contréle d’ISRE par APOL3. Les cellules 293-T sont transfectées avec différentes doses de plasmide
permettant I'expression d’APOL3 ou USP18, ainsi que par un plasmide codant pour la luciférase sous le controle
d’ISRE. L’activité luciférase est mesurée 24 h apres transfection. Chaque point sur ces figures représente une
expérience indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Dunnett (* p<0,05;
** p<0,001 ; *** p<0,0001 ; **** p<0,00001).
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deuxieme codant pour la luciférase sous le contrdle de ISRE (ISRE-Luc) et un plasmide codant la GFP
comme controle de transfection. La forte surexpression d’APOL3 étant toxique, nous n’avons
transfecté que de faibles doses de ce plasmide. Pour le controle positif, le plasmide APOL3 a été
remplacé par un plasmide codant USP18. L’activité luciférase a été quantifiée 24 h post-transfection.
Ainsi, nous pouvons observer qu’avec la surexpression d’APOL3, il y a diminution de I'activité luciférase
mesurée. Cette diminution est moins importante que celle induite par USP18, toutefois, elle est
significative (Figure 39). Cette expérience n’a pas été réalisée avec un plasmide codant APOL1L,

néanmoins, il serait intéressant de voir si cet effet est également visible dans cette condition.

2. Régulation potentielle des voies IFN dans les podocytes et les
cellules microgliales traitées avec des ARNi ciblant APOL1 ou
APOL3

Pour poursuivre la validation de I'hypothese qu’APOL1 et APOL3 pourraient étre des régulateurs
négatifs de la voie JAK/STAT, nous avons étudié I'expression des ISGs dans les HMC3 et les podocytes
WT traités avec des ARNi ciblant APOL1 ou APOL3, ou, en controle positif, USP18. Nous rappelons que
dans ce modele d’extinction, le phénotype sur l'infection virale n’est observé qu’aprées un traitement
a 'lFNa (Figure 27). Dans ce contexte, nous avons quantifié I'expression des différents ISGs dans les 2

lignées cellulaires avec ou sans traitement IFNQ.

En ce qui concerne les HMC3, nous observons une tendance a I'augmentation d’expression pour les
différents 1SGs dans les cellules traitées avec les ARNi. Dans la condition non traitée a I'IFN, nous
pouvons voir une induction significative d’'IFITM3 et ISG56 avec I’ARNi APOL1 (Figure 40A). Pour I’ARNi
ciblant APOL3, I'induction est significative seulement pour IFI6 méme si celle-ci est faible. Pour les
autres ISGs, 'augmentation n’est pas significative, toutefois, la tendance est systématiquement a la

hausse. Sans traitement a I'IFNa, I’ARNi USP18 n’a aucun effet sur I'expression des ISGs (Figure 40A).

Lorsque les HMC3 sont traitées a I'IFN, I'induction des ISGs par ’ARNi APOL3 ne semble toujours pas
significative (Figure 40B). L’ARNi ciblant APOL1 semble quant a lui avoir un effet plus important sur
I'induction de I'expression des ISGs sélectionnés. En effet, |a encore, on note une induction significative
de I'expression de 2 ISGs, RIG-I et ISG56. Les inductions observées pour I’ARNi APOL1 sont comparables
a celles obtenues avec I’ARNi USP18 (Figure 40B).
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Figure 40. Induction des ISGs dans cellules HMC3 et les podocytes exprimant moins d’APOL1 ou APOL3. (A-B) Les
HMC3 sont transfectées avec des ARNi ciblant APOL3, APOL1 ou USP18 puis sont traitées ou non avec I'IFNa
(200 U/ml, 24 h). L’expression de différents ISGs est déterminée par RT-qPCR. (C-D) Les podocytes WT sont
transfectées avec des ARNi ciblant APOL3, APOL1 ou USP18 puis sont traitées ou non avec I'lFNa (200 U/ml, 24 h).
L'expression de différents ISGs est déterminée par RT-gPCR. Chaque point sur ces figures représente une expérience
indépendante. Les analyses statistiques ont été effectuées par test de Dunnett (* p<0,05 ; ** p<0,001).

Il est suprenant de voir que, dans ces cellules, méme sans traitement IFN, I’expression de certains ISG
semblent régulées par les ARNi ciblant APOL1 ou APOL3. Puisqu’aucun effet sur l'infection de ZIKV
n’est visible sans traitement IFNa (Figure 27), nous ne nous attendions pas a ne voir une régulation
des I1SGs. Cela s’explique peut-étre par le fait que nous quantifions le niveau basal des ISGs. Le niveau
d’expression de certains de ces ISGs étant tres faible dans la condition ARNi NT, un facteur 2
d’induction ne permet peut-étre pas une restriction de I'infection virale. Au contraire, dans les cellules
traitées a I'lIFN le niveau d’expression des ISGs est déja tres important dans la condition ARNi NT, un
facteur d’induction de 2 permet alors une forte différence d’expression de I'ISG en question et I'impact

est potentiellement plus visible sur I'infection virale.

De fagon surprenante, dans la lignée de podocytes WT I’expression des I1SGs ne semble pas impactée

par les ARNi ciblant APOL1 et APOL3 (Figure 40C-D). Seul I’ARNi ciblant USP18, dans la condition traitée
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a I'lFN, permet une légere augmentation de certains ISGs. Toutefois, méme cette induction n’est pas
significative (Figure 40D). Ce résultat est tres inattendu. En effet, au vu de la surexpression de certains
ISGs observés dans les lignées de podocytes KO (Figure 37A-C) et des résultats obtenus pour les HMC3
(Figure 40A-B), nous nous attendions a observer la encore une induction des ISGs avec les ARNi ciblant

les APOLs.

3. Questionnement sur les clones de podocytes KO APOL1 et KO
APOL3

Au vu des différences d’induction d’ISGs entre les lignées podocytes KO (Figure 37) et le modeéle
d’extinction par ARNi (Figure 40C-D) ainsi que de la différence d’inhibition de I'infection par différents
virus dans ces deux modeles (Figure 27-28), nous nous sommes questionné sur un possible biais d{ a
la clonalité des cellules. En effet, la technique de CRISPR Cas9 utilisée pour la mise au point des lignées
KO permet la sélection de cellules n’exprimant plus les protéines ciblées, ici, APOL1 ou APOL3.
Cependant, une fois la cellule KO sélectionnée, I'expansion est clonale. Le fait d’utiliser une culture
clonale pourrait intégrer un biais si la cellule sélectionnée a I'origine posséde des caractéristiques

particulieres.

Toutefois, il est important de noter que les lignées podocytes utilisées ont été séquencées par nos
collaborateurs pour vérifier que I’expression de la protéine cible (APOL1 ou APOL3) était bien éteinte

(Annexes, Tableau 11) (Uzureau et.al, 2020).

Par la suite, pour déterminer si I'effet exacerbé des APOLs dans le modele d’extinction CRISPR en
comparaison a I’ARNi était un biais des lignées clonales, nous avons travaillé avec autre clone de
podocytes KO APOL3 (KO APOL3 clone2) généré par nos collaborateurs. Cette lignée a également été
séquencée (Annexes, Tableau 11). Nous avons alors réalisé I'infection de ces cellules par ZIKV et
quantifié le pourcentage de cellules infectées par cytométrie en flux. De facon trés surprenante cette
nouvelle lignée KO APOL3 clone2 ne permet pas un contréle de I'infection par ZIKV (Figure 41). Cette
observation remet en question le modéle des lignées podocytes KO. En effet, nous nous serions
attendu a obtenir le méme phénotype que présenté en figure 28A. Malheureusement, puisqu’aucun
autre clone de cellule KO APOL1 n’a été généré, nous ne pouvons donc pas vérifier le réle d’APOL1

dans une autre lignée KO.
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Figure 41. Comportement de différents clones podocytes KO APOL3 lors de l'infection par ZIKV. Les
différentes lignées de podocytes sont infectées a différentes MOI 10 pendant 24 h. Le pourcentage de cellules
infectées est ensuite déterminé par cytométrie en flux. Chaque point de ces figures représente une expérience
indépendante. Aucune analyse statistique n’a été réalisé car I'expérience n’a été répétée que 2 fois.
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Discussion

I. Crible a haut débit pouridentifier des genes de la réponse
innée modulant I'infection virale

1. Stratégie de criblage utilisée, quels avantages et quelles limites ?

Les cribles a haut débit sont de plus en plus couramment utilisés pour identifier des facteurs cellulaires
permettant le contréle d’infection virale. Comme détaillé dans I'introduction, ce projet vient compléter
différentes études de ce type qui ont déja été menées sur des virus de la famille des Flaviviridae (Zhao

et al., 2012 ; Metz et al., 2012 ; Schoggins et al., 2011 ; Richardson et al., 2018 ; Dukhovny et al., 2019).

a. Extinction d’expression des genes sélectionnés par ARNi

Notre crible a haut débit a permis, via I'inhibition d’expression spécifique de certains genes par ARNi,
d’identifier et de valider, parmi 386 candidats, 10 acteurs de la réponse immunitaire innée capable de
moduler I'infection par ZIKV dans les cellules HMC3. Précédemment, plusieurs équipes ont réalisé des
cribles a haut débit pour identifier des facteurs cellulaires permettant le contréle de I'infection par
ZIKV. Une étude a choisi une approche de surexpression de génes via la technique CRISPR Cas9
permettant une inhibition d’infection si le gene ciblé posséde une activité antivirale (Dukhovny et al.,
2019). D’autres études ont opté, toujours a I'aide de la technique CRISPR cas9, pour une approche
d’extinction d’expression de tous les genes sans présélection (whole genome screening) (Savidis et al.,
2016b; Li et al., 2019). Nous utilisons ici la technique d’extinction par ARNi qui a notamment été
utilisée dans des cribles étudiant I'infection par HCV ou encore WNV (Krishnan et al., 2008 ; Zhao et
al., 2012 ; Metz et al., 2012). Toutefois, il est important de noter que ces méthodes d’extinction des
génes possedent I'inconvénient de pouvoir présenter des effets off-target. Par ailleurs, les ARNi ne
permettent qu’une diminution de I'expression du gene cible contrairement a la technique CRISPR Cas9
qui permet, en théorie, une extinction totale. Les effets off-target ainsi que I'efficacité des ARNi n’ont
pu étre quantifié lors du crible. Cependant, pour les validations des candidats (Figure 25), les

extinctions des expressions ont été testées.

De plus, contrairement aux autres études menées sur ZIKV (Savidis et al., 2016b ; Li et al., 2019;

Dukhovny et al., 2019), notre crible a été réalisé dans un contexte de cellules stimulées a I'lIFNa. Ce
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traitement nous permet d’identifier plus facilement des ISGs responsables de la mise en place de la

réponse immunitaire innée.

Pour finir, notre crible a été congu pour permettre I'identification dans candidats ayant une activité
pro-virale ce qui n’est pas le cas de la majorité des études précédentes. Ainsi, nous avons pu identifier
et valider 6 génes favorisant l'infection par ZIKV (LY6E, USP18, I1SG15, APOL3, GBP3, NAPA). Il est
surprenant d’observer un plus grand nombre de candidats ayant une activitée pro-virale. En effet,
notre crible ciblant des ISGs, nous nous attendions a observer un plus grand nombre de génes
antiviraux. Cependant, nous savons que ZIKV peut contrecarer la réponse immunitaire innée a
différentes étapes (Tableau 2, Figure 10-11). Nous pouvons donc supposer qu’il peut également
détourner de nombreux ISGs comme cela a déja été montré pour LY6GE ou MCOLN2 (Hackett and

Cherry, 2018 ; Rinkenberger and Schoggins, 2018).

b. Particularité de la banque d’ARNi utilisée

Les génes regroupés dans cette banque sont issus de l'activation de lymphocytes T CD4+ par
différentes cytokines secrétées par les MDCC, elles-mémes activées suite a un traitement par
différents stimuli notamment IFNa ou stimuli viraux (Figure 16) (Manel et al, en cours de préparation).
Il est possible que les génes dont I’expression est induite par ces stimuli ne soient pas identiques dans
les lymphocytes T CD4+ et dans les HMC3. Cependant, cette approche atypique a permis d’obtenir
une liste de génes candidats atypiques. En effet, si 'on compare cette liste a celle de Schoggins publiée
en 2011 seul 47 % des génes sont retrouvés (Schoggins et al., 2011). De plus, ces genes correspondent
a des génes dont I'expression est similaire a MX1 suite au traitement des cellules par différents stimuli.
MX1 étant un ISG antiviral bien décrit, I'hypothese est donc que notre banque permet de cibler des

génes ayant également des fonctions antivirales.

Une autre méthode plus adaptée a notre modeéle cellulaire aurait été de faire une analyse
transcriptomique sur les HMC3 traitées a I'lFNa. En effet, dans ce cas, nous aurions pu avoir une liste

d’ISGs spécifiques aux HMC3 et réaliser une banque ciblant ces 1SGs.

¢. Quantification de I'infection durant le crible

L'impact des différents ARNi sur la réplication virale a été déterminé 24 h post-infection par
immunofluorescence. Cette approche nous a permis de quantifier dans chaque condition le
pourcentage de cellules infectées via la présence et l'intensité du signal émis par la protéine
d’enveloppe. Cependant, elle ne permet de mettre en évidence que les modulations sur les étapes

précoces du cycle viral (de I'entrée jusqu’a la production de protéines). En effet, si I'inhibition d’'un
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geéne influe sur le bourgeonnement de la particule virale, par exemple, elle n’aura aucun effet sur la
présence de la protéine d’enveloppe a 24 h. Un moyen de remédier a ce biais pourrait étre de réaliser
le crible sur une infection plus longue. Ainsi si le bourgeonnement du virus est impacté, les réinfections
seront moins nombreuses et la différence pourrait étre significative. Nous pourrions également
imaginer de mettre au point une technique automatisée pour quantifier par titrage le relargage des

particules infectieuses dans le surnageant des cultures pour chaque condition.

2. Mise en évidence de nouveaux candidats modulant la réplication
du virus ZIKV

Les candidats ayant été sélectionnés suite aux analyses du crible ont pu étre validés ou non par trois
techniques différentes : la cytométrie en flux, la RT-qPCR et les titrations (Figures 25). De fagon
inattendue, 11 candidats sur 21 n’ont pas été validés par au moins une seconde méthode. Cela pourrait
s’expliquer par le phénomeéne de off-target potentiel du aux ARNi utilisés pendant le crible. En effet,
pour le crible nous avons utilisé des ARNi individuels qui peuvent avoir des effets off target plus
marqués en comparaison des mélanges d’ARNi utilisés lors des validations. De plus, aucun candidat
validé par les approches de cytométrie et de RT-gqPCR n’est validé de fagon significative par titration.
Ce résultat est également surprenant. Nous pouvons émettre I’hypothése que la technique utilisée
n’est pas assez sensible. En effet, des dilutions de 10 en 10 ont été utilisées, au vu de I'effet en
cytométrie et en RT-gPCR qui est plutot de I'ordre du facteur 2-4, nous aurions d{ réaliser des dilutions

de 2 en 2 pour un titrage plus précis.

De fagon surprenante, certains ISGs présent dans notre liste et connus comme ayant un impact sur
I'infection par ZIKV n’ont pas été identifiés comme modulateur de la réplication, parmi eux, IFI6,
Vipérine, PARP-12, C190rf66 (Van der Hoek et al., 2017 ; Richardson et al., 2018 ; Li et al., 2018 ; Wu
et al., 2020). IFI6 est a la limite de la sélection suite aux analyses du crible. Si nous avions opté pour
une sélection des candidats moins stringente, il aurait probablement été identifié comme candidat
antiviral. Pour les 3 autres ISGs, nous pouvons avancer I’hypothése que leur influence sur la réplication
virale est plus faible dans les HMC3 que dans les cellules dans lesquelles leur réle ont été
préalablement établi. En accord avec cette hypothése, il a été montré que la restriction de la
réplication des flavivirus TBEV et Langat par la vipérine est fonction du type cellulaire (Lindqvist et al.,
2018). D’autres hypotheses sont envisageables. Il se peut que les ARNi utilisés dans le crible et ciblant
PARP-12, C190rf66 et Vipérine étaient peu efficaces. Enfin, il est possible que les niveaux d’expression
de PARP-12, C190rf66 et Vipérine soit faibles, méme en présence d’IFNa, dans les HMC3 et donc peu
ou pas impacté par la présence des ARNi. Ces candidats ne seraient alors pas des ISGs dans la lignée

HMC3. Les résultats présentés dans la figure 24 sont consistent avec cette hypothese.
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Malgré ces limites, le crible et les expériences de validation ont mis en évidence de nouveaux acteurs
de I'immunité innée jouant un role antiviral ou pro-viral sur ZIKV. Nous détaillons ci-dessous les

candidats pour lesquels I'impact a été validé par différentes techniques.

a. Les candidats antiviraux

Nous avons validé le role anti-ZIKV de 4 candidats : IRF9, IFITM3, MTA2 et GPD2. (Figure 25).

La confirmation des fonctions d’IRF9 et IFITM3, qui sont connus pour, respectivement, jouer un role
dans la régulation positive de I'expression des ISGs et avoir un impact négatif sur I'infection par ZIKV,
valide notre approche et conforte notre sélection de candidats antiviraux (Savidis et al., 2016a ; Fink

and Grandvaux, 2013).

MTA2 (metastasis-associated protein 2) est le candidat issu du crible ayant I'impact antiviral le plus
fort parmi les candidats (Figure 25). En effet I'inhibition de son expression en présence d’IFNa aboutit
a un niveau de réplication virale comparable a I'inhibition d’IFNAR1 (que ce soit par les analyses de
cytométrie en flux comme de RT-qPCR). MTA2 est une protéine nucléaire appartenant au complexe
NuRD (Zhang et al., 1999). Ce complexe est majoritairement étudié en cancérologie. En effet, il joue
un réle important dans la mise en place de métastase via le remodelage de la chromatine (Fu et al.,
2011). A I'heure actuelle, une seule étude a exploré le role du complexe NuRD sur la réplication virale.
Cette étude a abouti a la conclusion que ce complexe favoriserait I'infection de fibroblastes primaires
humain par le cytomégalovirus humain (HCMV) (Terhune et al., 2010). Un autre membre de I'équipe a
commencé a étudier de facon plus approfondie le réle de MTA2 sur la réplication des flavivirus. L’effet
de l'inhibition de I'expression de MTA2 a été validé en utilisant un mélange de 4 ARNi, différents de
ceux utilisés dans le crible, dans les HCM3 (Figure 42A) et dans les cellules de foie Huh7 (Figure 42B).
Cet effet est observé uniquement en présence d’'IFNs dans les cellules Huh7 (Figure 42B). Des anticorps

spécifiques de MTA2 nous ont permi de valider I'efficacité des ARNi utilisés (Figure 42C).
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Figure 42. MTA2 inhibe I'infection par ZIKV dans les cellules HMC3 et les cellules Huh7. Les HMC3 (A) ou les Huh7
(B) sont transfectées avec des ARNi NT ou ciblant MTA2 puis traitées ou non a I'lFNa (200 U/ml, 24 h) et enfin
infectées avec ZIKV a moi 0,2 ou moi 2,5. Le pourcentage de cellules infectées est déterminé 24 h post-infection
par cytométrie en flux. (C) L’extinction de I'expression de MTA2 est vérifié en Western blot 48 post-transfection
des ARNi.

De plus, MTA2 inhibe également I'infection par le virus de la fievre jaune et par le virus du Nil occidental
dans les cellules Huh7 (Figure 43). MTA2 a donc potentiellement une activité antivirale a large spectre.

Il sera intéressant de déterminer si MTA2 agit contre des virus non apparentés aux Flavivirus.
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Figure 43. La réplication de YFV et WNV est inhibée par MTA2 dans les cellules traitées a I'IFNa. Les
cellules Huh7 ont été transfectées avec des ARNi ciblant MTA2 puis traitées a I'lFN (200 U/ml) et infectées
par YFV(A) ou WNV (B). Le pourcentage de cellules infectées est determine par cytométrie en flux.
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Il a récemment été montré que le complexe NurD pouvait interagir avec STAT1 dans le contexte d’'une
infection par le parasite Toxoplasma gondii de la lignée cellulaire de fibroblaste humain U3A.
L'interaction entre le complexe NurD, STAT1 et une protéine parasitaire aboutit a I'inhibition de la
transcription médiée par STAT1 (Olias et al., 2016). Par ailleurs, deux études transcriptomiques ont
révélé une interaction potentielle, non validée par d’autres approches, entre MTA2 et la protéine NS5
de ZIKV (Coyaud et al., 2018 ; Kovanich et al., 2019). Le role de cette interaction sur la réplication virale
n’a pas été approfondi. Nous pouvons émettre I’hypothese que le complexe NurD pourrait interagir
avec STAT1 dans des cellules stimulées a I'lFNa et que cette interaction pourrait aboutir a I'induction
de certains ISGs et donc jouer un role antiviral a large spectre. Dans le contexte d’une infection par un
Flavivirus, le complexe NurD/STAT1 pourrait alors étre ciblé par NS5 pour permettre au virus
d’échapper a I'action de MTA2. Cette hypothese pourrait étre testée par des expériences de co-
immunoprécipitation dans des cellules infectées. Le laboratoire va poursuivre les investigations visant

a comprendre le role de MTA2 dans la réplication virale.

GPD2 (Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2) est une protéine localisée a la mitochondrie et
impliqguée dans le métabolisme du glycérol. Il semblerait que GPD2 joue un role dans la réponse
immunitaire innée. En effet, en présence d’un stimulus (infection virale ou bactérienne, traitement
LPS...) les macrophages vont étre les premieres cellules a étre activées pour permettre la mise en place
d’une réponse inflammatoire efficace. Toutefois, si le stimulus persiste les macrophages vont entrer
dans une phase de tolérance durant laquelle la production de cytokine pro-inflammatoire va diminuer
pour éviter les effets déléteres d’'une tempéte cytokinique (Seeley and Ghosh, 2017). Il a été montré
que cette reprogrammation des macrophages nécessite une diminution de I'oxydation du glucose
régulée par GPD2 (Langston et al., 2019). Mis a part ce lien avec 'immunité innée, aucune étude n’a
fait état de lien entre GPD2 et les infections virales. Si GPD2 joue un réle dans la régulation de
I'immunité nous pouvons faire I'hypothése que cette protéine pourrait impacter de fagon non

spécifique toutes les infections virales.

b. Les candidats pro-viraux

Le crible a permis d’identifier et de valider 6 candidats jouant un role pro-viral lors de I'infection par
ZIKV. Comme pour les candidats antiviraux, parmi les résultats nous avons retrouvé 3 ISGs attendu.
D’une part, ISG15 et USP18 qui exercent un rétrocontréle négatif sur la voie IFN et ont donc, par
conséquent, un effet pro-viral, et d’autre part, LY6E qui favorise I'internalisation des Flavivirus dans les
cellules épithéliales U20S (Hackett and Cherry, 2018 ; Malakhova et al., 2006 ; Kim et al., 2008). Les
candidats pro-ZIKV identifiés lors de notre crible et validés par au moins une approche sont APOL3,

NAPA et GBP3.
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NAPA ou O-SNAP (alpha —soluble NSF attachement protein) interagit avec des complexes de protéines
SNAREs (v-SNARE et t-SNARE) pour induire leurs désassemblages (Huang et al., 2019). Les protéines
SNAREs appartiennent a une superfamille regroupant des protéines de fusion de membranes. Elles
sont retrouvées notamment a la membrane plasmique, a I'appareil de Golgi ou encore sur différents
types de vésicule. Elles sont impliquées dans différentes voies de recyclage et dans le trafic RE -
appareil de Golgi (Jahn and Scheller, 2006). Par ailleurs, il a été mis en évidence que plusieurs virus
détournaient ces mécanismes de fusion pour favoriser leur réplication. L'enterovirus D68 (EV-D68)
inhibe la protéine SNARE SNAP29 pour favoriser sa réplication en inhibant la fusion autophagosome -
lysosome (Corona et al., 2018). Le virus de |I'hépatite C agit sur les mémes mécanismes cellulaires en
inhibant la Syntaxin 17, une autre protéine SNARE impliquée dans la fusion autophagosome — lysosome
(Ren et al., 2016). Le mécanisme de fusion via les protéines SNAREs semble également détourné par
le virus de la rage pour permettre un relargage des particules virales néoformées (Yin et al., 2020). Au
vu des interactions entre les complexes SNAREs et différents virus nous pouvons émettre I’"hypothese
que NAPA exerce un réle pro-viral lors de certaines infections via la régulation des complexes SNARE.
A I'heure actuelle, la protéine NAPA n’est pas décrite comme étant induite par I'interféron. Il serait
intéressant de tester si aprés traitement IFNa sur les HMC3 nous observons une augmentation de son

niveau d’expression.

GBP3 (Guanylate-binding protein 3) permet de catalyser I’hydrolyse du GTP en GDP. Cette protéine ne
posséde aucun rdle pro-viral décrit dans la littérature. De fagon surprenante par rapport a nos
résultats, GBP3 inhibe I'infection des cellules humaines de poumon A549 par le virus influenza A HIN1
(Nordmann et al., 2012). Il se pourrait que I'activité pro-virale de GBP3 que nous observons soit alors
spécifique de ZIKV ou du genre Flavivirus. Toutefois, en raison de sa faible expression dans les HMC3,
I'inhibition de GBP3 dans les expériences de validation n’a pu étre vérifiée. Pour valider son inhibition
et son réle pro-viral il serait donc nécessaire de réaliser les expériences de validation sur des lignées

cellulaires expriment plus de GBP3 que les HMC3.
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II. Etude du role des protéines APOL1 et APOL3 lors de
I'infection par ZIKV

1. Role d’APOL1 et APOL3 dans les infections virales

Le role d’APOL1 et APOL3 dans les infections virales est trés peu décrit. Ces protéines étant des ISGs,
elles sont retrouvées dans certaines études menées sur un large panel d’'ISGs mais trés peu se sont
focalisées sur leur fonction. Notre étude permet d’apporter des éléments nouveaux. Nous observons
sur 2 modeéles cellulaires différents que I'inhibition d’APOL1 comme d’APOL3 induit une diminution
d’au moins 50 % de l'infection par ZIKV, WNV, DENV et VSV et démontrons que des virus non
apparentés requierent I'expression de ces 2 ISGs pour leur réplication. Cette observation est cohérente
avec l'étude menée par Schoggins en 2011 montrant qu’une surexpression d’APOL1 aboutit a
I"augmentation de l'infection de cellules Huh7 par YFV (Schoggins et al., 2011). Cependant cela est a
nuancer avec une étude montrant qu’une surexpression d’APOL1 permet d’inhiber I'infection de
monocytes par le VIH (Taylor et al., 2014). D’autre part, une étude publiée en 2019 observe une
augmentation d’infection par ZIKV lors du traitement de Huh7.5 par un ARNi ciblant APOL1. Toutefois,
de maniére surprenante, cette étude montre des résultats contradictoires car une surexpression
d’APOL1 favorise I'infection par ZIKV et DENV, laissant supposer un réle pro-viral d’APOL1 (Yamane et
al., 2019). Cette incohérence entre I'impact de la surexpression des APOLs et leur inhibition n’est pas

discutée dans l'article.

Une des hypothéses pour expliquer ces différences est le fait que nous travaillons sur des cellules
préalablement traitées a I'IFNa. En effet, nous remarquons trés clairement que les effets des ARNi
ciblant APOL1 et surtout ceux ciblant APOL3 sont bien moins marqués sans traitement IFNa dans les 2
modeles cellulaires. Dans les études citées ci-dessus, les expériences n’ont pas été réalisées dans ce
contexte. Nous pouvons émettre I’hypothése qu’un co-facteur dont I'expression est stimulée par
I'IFNa est nécessaire pour observer le phénotype induit par la surexpression ou I'inhibition d’APOL1 et
APOL3. Néanmoins, nous observons pour ZIKV et WNV un effet pro-viral d’APOL1 sans traitement
préalable. Par ailleurs, il serait intéressant de tester dans notre modéle d’extinction d’expression
I'impact sur I'infection par le VIH, le papier de Taylor et al. étant surtout basé sur I'impact d’APOL1

apres surexpression (Taylor et al., 2014).

De plus, nous n’avons pas démontré clairement sil'impact pro-viral d’APOL1 et d’APOL3 faisaient appel
au méme mécanismse. En effet, le fait que la lignée podocyte double KO APOL1/APOL3 ne posséde
pas un phénotype plus marqué que les lignées simples KO lors de I'infection par ZIKV semblent indiquer
qu’APOL1 et APOL3 réguleraient cette infection via le méme mécanisme (Figure 29). Cependant, nous
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pouvons remarquer qu’APOL1 semble avoir un impact sur les évenements de fusion ce qui n’est pas
observé pour APOL3 (Figure 33). L'effet pro-viral d’APOL1 est également visible lors de I'infection des
HMC3 par les virus ZIKV, WNV et VSV sans tratement préalable a I'lFNa, ce qui n’est pas le cas pour
APOL3 (Figure 34). Ces derniers éléments nous font penser qu’APOL1 et APOL3 pourraient favoriser

I'infection de différents virus via différents processus.

2. Validation du role des APOLs dans les lignées clonales podocytes
KO

Nous avons cherché a valider le role des APOLs par une seconde technique d’extinction d’expression
de géne. Pour ce faire nous avons utilisé des lignées de podocytes KO pour APOL1 ou APOL3 mises au
point par nos collaborateurs via la technique CRISPR Cas9 (Uzureau et al., 2020). Cependant nous avons
pu observer qu’entre 2 lignées clonales KO APOL3, le phénotype d’infection par ZIKV n’était pas
conservé (Figure 41). Une seule lignée KO APOL1 a pu étre testée et le phénotype est cohérent avec
I’extinction par ARNi. Ces résultats n’ont été obtenus que tard dans le déroulement du projet de these
et nous amenent a penser que les lignées podocytes KO pourraient présenter un déreglement
induisant I'inhibition exacerbée de I'infection par ZIKV et d’autre virus. Ce phénotype pourrait donc ne
pas étre en lien avec I'extinction de I'expression des APOLs. Toutefois, il est important de noter que si
le modele des lignées KO de podocyte est a réétudier du fait de cette derniére observation, les résultats
obtenus grace a I'extinction par ARNi dans les deux modéeles cellulaires ne sont en aucun cas remis en
question. Le phénotype observé lors de I'infection serait donc bien la conséquence de I'extinction
d’expression des APOLs, cependant, celui-ci serait amplifié dans les lignées KO pour une raison encore
inconnue. Dans la lignée KO APOL3 clone2, un déréglement physiologie est peut-étre présent induisant

la perte de I'inhibition observée dans la lignée KO APOL3 et dans les modeles d’extinction par ARNi.

De plus, la validation du KO effectué dans ces lignées KO a été difficile a obtenir. En ce qui concerne
APOL1, I'extinction de I'expression est visible par RT-qPCR et en western blot (Figure 28A, 29C). Pour
la lignée KO APOL3 la technique de RT-qPCR ne nous a pas permis de voir une diminution de
I’expression de I’ARNm d’APOL3. En effet, la mutation intégrée dans le gene ne semble pas déstabiliser
I’ARNm produit. Par ailleurs, nous n’avons pu observer une diminution de I'expression d’APOL3 au
niveau protéique par western blot car aucun anticorps commercial n’a permis une bonne détection de
cette protéine. Pour la lignée KO APOL3 clone2 nous n’avons pas effectué les validations, il serait
intéressant de quantifier le niveau d’expression par RT-gPCR et de voir si nous rencontrons le méme
probleme que pour la lignée KO APOL3. Toutefois, ces trois lignées ont été séquencées par nos

collaborateurs et ne permettent pas I'expression des protéines ciblés par le KO (Annexe, Tableau 11).
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Nous avons cherché a démontrer que le phénotype observé dans les podocytes KO était bien di a
I’extinction de I'expression des APOLs. Nous avons tenté d’induire de nouveau I'expression de chaque
APOL dans les lignées KO respectives par des expériences dites de « rescue » ou de « add-back ».
Cependant nous nous sommes retrouvées confrontés a différents problemes techniques. Tout d’abord
les lignées de podocytes sont difficilement transfectables. Aprés de nombreuses tentatives et mises
au point, l'efficacité de transfection est restée tres faible et nous n’avons donc pas pu re-exprimer
transitoirement les APOLs dans les lignées KO par transfection d’un plasmide. Nous avons donc
cherché a établir des lignées permettant I'expression stable des APOLs dans les podocytes KO. Pour ce
faire nous avons utilisé 2 techniques différentes. Tout d’abord nous avons transfecté les cellules KO
avec un plasmide permettant I'expression de chaque APOL, puis nous avons sélectionné les cellules
transfectées par traitement antibiotique. Nous avons également exprimé les APOL via la transduction

de vecteurs lentiviraux dans les lignées KO en sélectionnant la encore par traitement antibiotique.

Bien qu’une sous-population de cellules étaient résistantes aux traitements antibiotiques, nous
n’avons pas réussi a valider I'expression des APOLs dans ces deux systemes, ni par RT-qPCR ni par
western blot. Lors de cette étude nous nous sommes rendu compte que la surexpression des APOLs
induisait la mort cellulaire, or ces techniques de restauration d’expression aboutissent souvent a la
surexpression de la protéine d’intérét. Il a précédemment été montré qu’une surexpression d’APOL1
pouvait effectivement induire la mort cellulaire dans différentes lignées (Wan et al., 2008). Il est
possible que ce soit pour cette raison que nous n’avons pas réussi a restaurer I'expression des APOLs
dans les lignées KO. Par ailleurs, surtout dans les lignées transduites, et ce méme avec un plasmide
controle, l'infection par ZIKV était trés fortement diminuée en comparaison des cellules non
transduites et il était donc trés difficile de comparer les phénotypes d’infection avant et aprés
restauration de I'expression des APOLs. Nous pourrions imaginer d’autres techniques nous permettant
d’exprimer plus faiblement les APOLs. En effet, des plasmides permettant I’expression des APOLs de
maniére inductible suite a un traitement, pourrait permettre une expression faible de la protéine

d’intérét.

Cette validation est indispensable pour nous permettre d’utiliser tous les résultats obtenus sur les
lignées podocytes. En effet, si nous réussissons a exprimer a nouveau les APOLs dans ces lignées nous
pourront vérifier si cela suffit a restaurer I'infection par ZIKV et les autres virus. Si c’est ce que nous
observons, nous pourrons affirmer que le phénotype observé est bien di aux APOLs et non a un

déréglement cellulaire artefactuel.
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3. Autres validations envisagées

Il serait tres intéressant de tester si APOL1 et APOL3 favorisent la réplication virale dans des cellules
primaires, en présence ou non d’IFN. Une telle expérience permettrait de vérifier le role d’APOLs dans
un contexte plus physiologique. Puisqu’il a été montré que les progéniteurs neuronaux humain étaient
sensibles a I'infection par ZIKV (Tang et al., 2016), nous pourrions réaliser cette expérience sur ce type
cellulaire. Une collaboration avec I'équipe de Muriel Coulpier (INRA, Ecole Vétérinaire de Maison

Alfort) est en cours afin de réaliser ces expériences.

Nous avons essayé de mettre au point des lignées KO CRISPR Cas9 dans les cellules HMC3. Nous avons
transduit les HMC3 avec des vecteurs lentiviraux permettant I'expression d’ARNg (ARN guide ciblant
les APOLs) et de I'enzyme Cas9. Cependant, apres sélection, le niveau d’expression des APOLs reste
élevé. Or, nous souhaitons éviter de faire une sélection clonale qui pourrait nous amener aux mémes
limitations que celles observées pour les lignées de podocytes. Nous envisageons de renouveler
I’expérience avec une nouvelle technique de KO par CRISPR Cas9 permettant une efficacité plus
importante. Cette méthode est basée sur la transfection d’'un complexe d’une ribonucléoprotéine
permettant I'expression directe de la Cas9 et des ARNg (Santos et al., 2020). Avec cette technique, la
sélection de cellules transfectées n’est pas possible, toutefois, les HMC3 étant des cellules facilement

transfectables, nous pouvons imaginer que cette méthode fonctionnerait.

Si nous parvenons a obtenir des HMC3 KO pour APOL1 et APOL3, nous réaliserons les expériences de
restauration d’expression mentionnées plus haut. Les restaurations seront effectuées avec des
plasmides exprimant les protéines APOL1 et APOL3 dans leurs intégralités et également acec des
plasmides exprimants des formes tronquées. Ces expériences nous aideraient a comprendre quels sont
les domaines protéiques d’APOL1 et APOL3 qui sont potentiellement responsables de leur activité
provirale. Nous envisageons également de travailler des cellules HAP-1, qui sont des cellules haploides

couramment utilisés pour générer des cellules KO par la technique CRISPR Cas9.

4. APOL1 et 3 n'impactent pas linfection par ZIKV via le
métabolisme lipidique

Certains virus a ARN, dont les Enterovirus, ont besoin du phospholipide PI(4)P pour une réplication
efficace (Hsu et al., 2010 ; Arita et al., 2011 ; Berger et al., 2011). Or les APOL1 et 3 jouent un role dans
la régulation de la production de ce phospholipide via une interaction avec la kinase PI4KB (Uzureau
et al., 2020). Nous avons cherché a savoir si I'impact de ces 2 APOLs sur I'infection par ZIKV pouvait

étre lié a ce mécanisme. Ainsi nous avons montré qu’un inhibiteur de la PI4KB permettait de diminuer
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drastiquement l'infection par un Enterovirus (CVB3) mais pas celles des Flavivirus ZIKV et WNV
(Figure 36). Cette expérience nous permet d’affirmer que I'inhibition de I'infection par les APOLs n’est
pas médiée par I'inhibition de la production de PI(4)P. Le réle pro-viral des APOLs n’est donc pas lié a

leur activité de régulation du métabolisme lipidique.

5. Régulation potentielle des voies IFN par les APOL1 et 3

Du fait de I'impact des APOL1 et APOL3 sur des virus non apparentés, nous avons émis I’hypothese
que les APOLs pourraient jouer un réle dans la régulation de I'expression des ISGs. Ayant une activité
pro-virale, ils pourraient étre des régulateurs négatifs des voies IFN. Ce rétrocontréle pourrait agir a
différents niveaux des voies avec une action possible directement sur la sécrétion d’IFN et donc réguler
une des voies décrites en figure 10. Il serait également envisageable que les APOLs n’influencent pas

la production d’IFN mais agissent sur I'induction des ISGs via la voie JAK-STAT (Figure 11).

Les expériences que nous avons réalisées au cours de notre étude montrent une claire induction des
ISGs dans les lignées podocytes KO (Figure 37). Nous n’observons cependant pas dans ces lignées une
augmentation d’induction d’IFN-I (Figure 38). Cela signifierait qu’APOL 1 et 3 jouent un role de
régulateur négatif de la voie JAK-STAT en aval de la production d’IFN-I. Toutefois nous pouvons nous
demander si cette observation n’est pas simplement dle a un déreglement des lignées clonales

comme expliqué plus tot.

Cette observation n’a pas été entierement validée dans le modele d’extinction par ARNi. En effet,
I"augmentation significative du niveau d’expressions de certains ISGs est visible dans le HMC3 ayant
recu les ARNi mais pas dans les podocytes. Cette observation est surprenante du fait de I'observation
d’un phénotype similaire lors de I'infection par ZIKV dans ces 2 lignées cellulaires. Cela peut étre dl au
fait que le niveau basal d’expression de APOL1 et 3 dans les podocytes est environ 10 fois plus
important dans les podocytes que dans les HMC3, ainsi une inhibition par ARNi n’est peut-étre pas

suffisante pour observer le phénotype attendu (Figure 26).

Par ailleurs, la sécrétion d’'IFN-I a été analysée seulement dans les lignées KO. Il serait intéressant
d’analyser celle-ci dans les HMC3 et podocyte WT ayant recu les ARNi. |l serait également important
de tester des méthodes permettant une détection plus fine de la sécrétion d’IFN-I que celle que nous
avons utilisée au cours de I'étude. Le traitement des cellules Sting37 avec les différents surnageants
semble cependant pouvoir détecter une sécrétion d’IFN-I équivalente a un traitement de faible dose
(5 U/ml) (Figure 38). Le recours a un dosage SIMOA (Single Molecular Assay) pourrait étre une solution
de détection plus fine. Cette technique est basée sur la détection de molécules par immunoessais

comme un test ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Cependant, il permet la quantification
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d’IFNa de 'ordre du fg/ml (Wu et al., 2015). La localisation d’APOL1 et APOL3 au Golgi (Figure 35A) est

consistante avec un role possible sur la sécrétion de nombreuses protéines, y compris les IFNs.

Pour étudier de facon plus approfondie le potentiel effet des APOL1 et 3 sur la voie JAK-STAT et afin
de discriminer quelle voie serait impactée par les APOLs, il serait intéressant d’analyser les niveaux de
phosphorylation des différents acteurs des voies IFN-I (IRF3, IRF7, JAK1, STAT1, STAT2 et IRF9). En effet,
comme pour USP18, il est trés courant pour des régulateurs de voies de signalisation d’agir sur ces

niveaux de phosphorylation pour moduler I'activation de la voie (Malakhova et al., 2006).

6. Régulation de I'autophagie par APOL1

Une hypothése que nous n’avons pas eu le temps d’explorer ici et le potentiel role des APOLs sur les
mécanismes d’autophagie. En effet, il a été décrit que la surexpression d’APOL1 pouvait étre a I'origine
de la mort cellulaire dans plusieurs lignées via I'induction de I'autophagie. APOL1 posséde un unique
domaine BH3 qui est a 'origine de cette induction (Wan et al., 2008 ; Bhardwaj et al., 2017). Il n’est
pas décrit a I’heure actuelle si APOL3 possede également ce domaine. Lors de la surexpression d’APOL1
dans les HMC3, nous avons pu observer par immunofluorescence des structures particulieres en forme
de vésicules (Figure 35). Nous pouvons émettre I'hypothése que ces structures sont des
autophagosomes associés a APOL1. Pour vérifier cette hypothése, nous pourrions réaliser un
marquage avec un marqueur d’autophagosome comme LC3 et observer par immunofluorescence s'il

y a colocalisation entre d’APOL1-GFP et LC3.

Par ailleurs, il est largement décrit que de nombreux virus, dont ZIKV, détournent le mécanisme
d’autophagie pour favoriser leur réplication. En effet, I'autophagie joue un réle trés important dans le
contrdle de certaines infections virales, cependant plusieurs virus ont trouvés un moyen de contourner
ce mécanisme. Parmi ces virus, on retrouve CVB3 qui utilise les autophagosomes comme plateforme
de réplication (Wong et al., 2008 ; Shi et al., 2016). Le détournement de ce mécanisme est également
établi pour d’autres Picornaviridae, comme le virus a l'origine du syndrome pied-main-bouche
(Berryman et al., 2012). Il a également été montré que I'autophagie est nécessaire a la réplication du
virus influenza A (A/WSN/33) dans la lignée cellulaire MDCK (Zhou et al., 2009). De plus, pour les
Flavivirus, I'autophagie permet de favoriser la réplication virale, comme cela a pu étre montré pour
DENV-3 dans des cellules HepG2 ou pour JEV dans des neuroblastes de souris N2a (Khakpoor et al.,
2009 ; Jin et al., 2013). Il a également été montré que I'autophagie jouait un réle pro-viral dans
I'infection par ZIKV (Liang et al., 2016 ; Cao et al., 2017). Cependant, ce processus cellulaire ne semble
pas indispensable pour WNV. En effet, I'inhibition de I'autophagie dans des cellules BHK, HEK-293T ou

des fibroblastes embryonnaires murins n’induit pas de diminution d’infection par WNV (Beatman et
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al., 2012; Vandergaast and Fredericksen, 2012), au contraire, l'autophagie semble inhiber Ila

réplication de ce virus (Kobayashi et al., 2014).

Nous pouvons émettre I'hypothése que I'inhibition de I'expression des APOLs aboutirait a la
diminution du phénomene d’autophagie. Puisque ZIKV nécessite ce mécanisme pour une réplication
optimale (Liang et al., 2016), une diminution de l'infection serait attendue. Pour vérifier cette
hypothése nous pourrions imaginer de comparer |'infection par ZIKV de HMC3 transfectées avec les
ARNi ciblant les APOLs et traitées ou non avec un activateur de l'autophagie (par exemple de
I’hydroxichloroquine). En effet, si cette hypothése est juste, alors une drogue permettant I'induction
d’autophagie devrait rétablir le niveau d’infection méme en présence des ARNi APOL1. Toutefois, le
fait que I'autophagie ne joue pas un rdle pro-viral pour WNV (Vandergaast and Fredericksen, 2012),

alors que sa réplication est dépendante d’APOL1 (Figure 34), rend cette hypothése peu probable.

7. Autres approches pour comprendre les fonctions pro-virales
d’APOL1 et APOL3

Le traitement IFNa est nécessaire pour observer une diminution d’infection par ZIKV des HMC3 lors de
I'inhibition d’APOL3 et permet I'amplification du phénotype observé lors de I'inhibition d’APOL1
(Figure 27C). Dans les podocytes, ou le niveau d’expression d’APOL1 et APOL3 est élevé (Figure 26), un
traitement IFNa est également requis pour observer le réle pro-viral de ces 2 protéines (Figure 27D).
Ces données laissent supposer que la fonction pro-virale d’APOL1 et APOL3 est dépendante d’un ou
plusieurs cofacteurs dont I'activité et/ou I'expression sont stimulées par le traitement IFNa. Un crible
double-hybride mené chez la levure a permis d’identifier des protéines interagissant avec APOL1 et
APOL3 (Uzureau et al., 2020). Cependant, cette approche ne représente pas un modele physiologique
pour I'étude des interactions protéiques. Nous souhaitons réaliser des immuno-précipitations d’APOL1
et APOL3 dans des cellules traitées ou non a I'lFNa puis réaliser une analyse de spectrométrie de
masse. Cela nous permettrait d’identifier les partenaires des 2 protéines dans les conditions traitées

ou non al'IFNa. Nous pourrions réaliser cette expérience dans les HMC3 ainsi que dans les podocytes.
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Conclusion générale

Le crible a haut débit réalisé dans cette étude nous a permis d’approfondir les connaissances sur la
réponse immunitaire innée mise en place lors de I'infection par ZIKV. Malgré certaines limites dans la
conception de la banque, dies notamment a son élaboration dans un autre modele cellulaire, la
réalisation du crible dans un contexte de cellules traitées a I'lFNa, nous a permis d’identifier des genes

dont les propriétés modulatrices de la réplication de ZIKV n’étaient pas encore décrites.

Suite aux expériences de validation, nous avons confirmé le réle des protéines MTA2 et GPD2 comme
acteurs antiviraux dans la lignée HMC3 lors de I'infection par ZIKV. Ces deux protéines n’ont, a I'heure
actuelle, aucun role antiviral décrit. Nous avons également identifié trois candidats jouant un réle pro-
viral lors de I'infection : APOL3, GBP3 et NAPA. La encore, leur réle dans la mise en place de la réponse
immunitaire innée devra etre établi. Ce projet apporte des perspectives de recherche sur les différents
candidats validés. En effet, il serait intéressant d’étudier I'impact de ces candidats sur d’autres virus et
dans d’autres modeles cellulaires. Ces expériences ont été réalisées sur MTA2 et les résultats semblent
tres encourageants. Nous avons démarré une collaboration pour tester I'effet de I'extinction de
I’expression des 21 candidats issus du crible sur la réplication du HCV dans des cellules Huh7. Nous
pouvons imaginer que les mémes candidats seront validés, toutefois si certains sont spécifiques de
ZIKV ou HCV nous pourrons le mettre en évidence lors de ces expériences. Nous envisageons
également de tester les effets de certains candidats sur d’autres virus émergents, notamment le SARS-

CoV-2.

Le role d’APOL1 et APOL3 a été étudié plus en détail lors de ce travail. Nous pouvons affirmer que ces
2 protéines excercent une activité provirale a large spectre. Au vu des différentes expériences menées,
nous pouvons affirmer que le role pro-viral de ces deux protéines n’est pas lié a leur implication dans
le métabolisme lipidique ni dans la production de PI(4)P. Il est toutefois envisageable qu’elles
permettent la régulation de la production de certains ISGs. En effet, I'inhibition d’APOL1 comme APOL3
permet l'induction de certains ISGs dans la lignée HMC3 et les lignées podocytes KO. Pour finir, nous
n’avons pas investigué le lien entre autophagie et APOLs. Or celui-ci ayant été mis en évidence pour
APOL1, il est possible que cela soit lié a I'effet pro-viral observé pour ces protéines. Les mécanismes

moléculaires a I'origine de 'activité provirale de ces 2 APOLs restent a approfondir.
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Annexes

Nom Géne ID | Description

ABCD1 215 ATP binding cassette subfamily D member 1
ABI3 51225 ABI family member 3

ADAR 103 adenosine deaminase, RNA specific

ADGRG5 221188 adhesion G protein-coupled receptor G5

AEN 64782 apoptosis enhancing nuclease

AGRN 375790 agrin

AIM2 9447 absent in melanoma 2

AKAP7 9465 A-kinase anchoring protein 7

AMER1 139285 APC membrane recruitment protein 1

ANKFY1 51479 ankyrin repeat and FYVE domain containing 1
ANKIB1 54467 ankyrin repeat and IBR domain containing 1
APOBEC3G | 60489 apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3G
APOBEC3H @ 164668 apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 3H
APOL2 23780 apolipoprotein L2

APOL3 80833 apolipoprotein L3

APOL6 80830 apolipoprotein L6

ARHGAP17 55114 Rho GTPase activating protein 17

ARHGEF12 23365 Rho guanine nucleotide exchange factor 12
ARHGEF18 23370 Rho/Rac guanine nucleotide exchange factor 18
ATP6V1H 51606 ATPase H+ transporting V1 subunit H

ATP8B4 79895 ATPase phospholipid transporting 8B4 (putative)
ATRIP 84126 ATR interacting protein

AZI2 64343 5-azacytidine induced 2

B2M 567 beta-2-microglobulin

B3GNT2 10678 UDP-GIcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 2
B4GALTS 9334 beta-1,4-galactosyltransferase 5

BAX 581 BCL2 associated X, apoptosis regulator

BCL2L14 79370 BCL2 like 14

BLZF1 8548 basic leucine zipper nuclear factor 1

BRD2 6046 bromodomain containing 2

BRPF1 7862 bromodomain and PHD finger containing 1
BST2 684 bone marrow stromal cell antigen 2

BTG2 7832 BTG anti-proliferation factor 2

BTG3 10950 BTG anti-proliferation factor 3

C150rf39 56905 chromosome 15 open reading frame 39
C190rf66 55337 chromosome 19 open reading frame 66

CiR 715 complement C1r

C1RL 51279 complement Clr subcomponent like

C21orfo1 54149 chromosome 21 open reading frame 91
C220rf39 128977 chromosome 22 open reading frame 39
C20rf66 401027 chromosome 2 open reading frame 66

C3AR1 719 complement C3a receptor 1

C50rf56 441108 chromosome 5 open reading frame 56

CAPN2 824 calpain 2

CARMIL3 90668 capping protein regulator and myosin 1 linker 3
CARS 833 cysteinyl-tRNA synthetase

CASP10 843 caspase 10

CASP7 840 caspase 7
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CCDC73 493860 coiled-coil domain containing 73

CCL3L1 6349 C-C motif chemokine ligand 3 like 1

CCL3L3 414062 C-C motif chemokine ligand 3 like 3

cCL4 6351 C-C motif chemokine ligand 4

CCL4L1 388372 C-C motif chemokine ligand 4 like 1

CCL4L2 9560 C-C motif chemokine ligand 4 like 2

CCL5 6352 C-C motif chemokine ligand 5

CCND3 896 cyclin D3

CCR1 1230 C-C motif chemokine receptor 1

CD48 962 CD48 molecule

CD59 966 CD59 molecule (CD59 blood group)
CEACAM1 634 carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 1
CENPP 401541 centromere protein P

CHMP5 51510 charged multivesicular body protein 5
CHST12 55501 carbohydrate sulfotransferase 12

CLSTN1 22883 calsyntenin 1

CMPK2 129607 cytidine/uridine monophosphate kinase 2
CMTR1 23070 cap methyltransferase 1

CNP 1267 2',3'-cyclic nucleotide 3' phosphodiesterase
CREM 1390 cAMP responsive element modulator
CSAG3 389903 CSAG family member 3

CSF1 1435 colony stimulating factor 1

CSNK1G1 53944 casein kinase 1 gamma 1

CTSC 1075 cathepsin C

CTSwW 1521 cathepsin W

CXCL10 3627 C-X-C motif chemokine ligand 10

CXCL11 6373 C-X-C motif chemokine ligand 11

CXCR3 2833 C-X-C motif chemokine receptor 3

CXXC1 30827 CXXC finger protein 1

CYP2J2 1573 cytochrome P450 family 2 subfamily J member 2
DBF4B 80174 DBF4 zinc finger B

DCBLD1 285761 discoidin, CUB and LCCL domain containing 1
DCTN4 51164 dynactin subunit 4

DDIAS 220042 DNA damage induced apoptosis suppressor
DDX58 23586 DExD/H-box helicase 58

DDX60 55601 DExD/H-box helicase 60

DDX60L 91351 DExD/H-box 60 like

DGLUCY 80017 D-glutamate cyclase

DHX58 79132 DExH-box helicase 58

DLG3 1741 discs large MAGUK scaffold protein 3
DNPEP 23549 aspartyl aminopeptidase

DRAP1 10589 DR1 associated protein 1

DTX3L 151636 deltex E3 ubiquitin ligase 3L

DUS2 54920 dihydrouridine synthase 2

DYNLT1 6993 dynein light chain Tctex-type 1

E2F1 1869 E2F transcription factor 1

EAF1 85403 ELL associated factor 1

EIF2AK2 5610 eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 2
EIF4E3 317649 eukaryotic translation initiation factor 4E family member 3
ELF4 2000 E74 like ETS transcription factor 4

ELMO2 63916 engulfment and cell motility 2

ENDOD1 23052 endonuclease domain containing 1

EOMES 8320 eomesodermin

EPSTI1 94240 epithelial stromal interaction 1

ERI1 90459 exoribonuclease 1
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ERVK-7 449619 endogenous retrovirus group K member 7
FAMA46A 55603 family with sequence similarity 46 member A
FAMA46C 54855 family with sequence similarity 46 member C
FAS 355 Fas cell surface death receptor

FASLG 356 Fas ligand

FBXO39 162517 F-box protein 39

FBXO6 26270 F-box protein 6

FLAD1 80308 flavin adenine dinucleotide synthetase 1
GAK 2580 cyclin G associated kinase

GALM 130589 galactose mutarotase

GBP1 2633 guanylate binding protein 1

GBP1P1 400759 guanylate binding protein 1 pseudogene 1
GBP3 2635 guanylate binding protein 3

GBP4 115361 guanylate binding protein 4

GBP5 115362 guanylate binding protein 5

GCH1 2643 GTP cyclohydrolase 1

GCNT1 2650 glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1, core 2
GMPR 2766 guanosine monophosphate reductase
GNGT2 2793 G protein subunit gamma transducin 2

GPD2 2820 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2
GTPBP1 9567 GTP binding protein 1

GTPBP2 54676 GTP binding protein 2

GZMA 3001 granzyme A

GZMB 3002 granzyme B

HEATR9 256957 HEAT repeat containing 9

HELB 92797 DNA helicase B

HELZ2 85441 helicase with zinc finger 2

HERC5 51191 HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase 5
HERC6 55008 HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase family member 6
HIRA 7290 histone cell cycle regulator

HIST1H4A 8359 histone cluster 1 H4 family member a
HIST1H4B 8366 histone cluster 1 H4 family member b
HIST1HAC 8364 histone cluster 1 H4 family member c
HIST1H4D 8360 histone cluster 1 H4 family member d
HIST1H4E 8367 histone cluster 1 H4 family member e
HIST1HA4F 8361 histone cluster 1 H4 family member f
HIST1H4H 8365 histone cluster 1 H4 family member h
HIST1H4I 8294 histone cluster 1 H4 family member i
HIST1H4) 8363 histone cluster 1 H4 family member j
HIST1H4K 8362 histone cluster 1 H4 family member k
HIST1HAL 8368 histone cluster 1 H4 family member |
HIST2H4A 8370 histone cluster 2 H4 family member a
HIST2H4B 554313 histone cluster 2 H4 family member b
HIST4H4 121504 histone cluster 4 H4

HLA-DOB 3112 major histocompatibility complex, class Il, DO beta
HOXB3 3213 homeobox B3

HSH2D 84941 hematopoietic SH2 domain containing

IFI116 3428 interferon gamma inducible protein 16

IF127 3429 interferon alpha inducible protein 27

IFI35 3430 interferon induced protein 35

IFl44 10561 interferon induced protein 44

IF144L 10964 interferon induced protein 44 like

IFI6 2537 interferon alpha inducible protein 6

IFIH1 64135 interferon induced with helicase C domain 1
IFIT1 3434 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 1
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IFIT2 3433 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 2
IFIT3 3437 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 3
IFITS 24138 interferon induced protein with tetratricopeptide repeats 5
IFITM1 8519 interferon induced transmembrane protein 1
IFITM3 10410 interferon induced transmembrane protein 3
IFITM4P 340198 interferon induced transmembrane protein 4 pseudogene
IFNAR1 3454 interferon alpha and beta receptor subunit 1
IFNAR2 3455 interferon alpha and beta receptor subunit 2
IFNG 3458 interferon gamma
IKZF3 22806 IKAROS family zinc finger 3
ILIORA 3587 interleukin 10 receptor subunit alpha
IL12RB2 3595 interleukin 12 receptor subunit beta 2
IL15RA 3601 interleukin 15 receptor subunit alpha
ILI8RAP 8807 interleukin 18 receptor accessory protein
INPP4A 3631 inositol polyphosphate-4-phosphatase type | A
IRF1 3659 interferon regulatory factor 1
IRF2 3660 interferon regulatory factor 2
IRF7 3665 interferon regulatory factor 7
IRF9 10379 interferon regulatory factor 9
ISG15 9636 ISG15 ubiquitin-like modifier
1SG20 3669 interferon stimulated exonuclease gene 20
ITGA1 3672 integrin subunit alpha 1
ITGB7 3695 integrin subunit beta 7
ITPR1 3708 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1
KAT2A 2648 lysine acetyltransferase 2A
KDELC1 79070 KDEL motif containing 1
KDELC2 143888 KDEL motif containing 2
KLHDC7B 113730 kelch domain containing 7B
KSR1 8844 kinase suppressor of ras 1
LAMP3 27074 lysosomal associated membrane protein 3
LAP3 51056 leucine aminopeptidase 3
LGALS3BP 3959 galectin 3 binding protein
LIN52 91750 lin-52 DREAM MuvB core complex component
LIN54 132660 lin-54 DREAM MuvB core complex component
LINC00487 400941 long intergenic non-protein coding RNA 487
LINC00996 285972 long intergenic non-protein coding RNA 996
LINC01094 10050570  long intergenic non-protein coding RNA 1094

2
LRRC34 151827 leucine rich repeat containing 34
LYGE 4061 lymphocyte antigen 6 family member E
LY6E-DT 10013366 | LY6E divergent transcript

9
LYRM1 57149 LYR motif containing 1
MASTL 84930 microtubule associated serine/threonine kinase like
MCOLN1 57192 mucolipin 1
MCOLN2 255231 mucolipin 2
MDM2 4193 MDM2 proto-oncogene
MICB 4277 MHC class | polypeptide-related sequence B
MILR1 284021 mast cell immunoglobulin like receptor 1
MLKL 197259 mixed lineage kinase domain like pseudokinase
MMP25- 10050741 MMP25 antisense RNA 1
AS1 9
MOV10 4343 Mov10 RISC complex RNA helicase
MR1 3140 major histocompatibility complex, class I-related
MT1E 4493 metallothionein 1E

Annexes | 122



Sarah Lesage — Thése de doctorat — 2020

MTI1F 4494 metallothionein 1F

MT1G 4495 metallothionein 1G

MT2A 4502 metallothionein 2A

MTA2 9219 metastasis associated 1 family member 2

MTVR2 246754 mouse mammary tumor virus receptor homolog 2
MVB12A 93343 multivesicular body subunit 12A

MVB12B 89853 multivesicular body subunit 12B

MX1 4599 MX dynamin like GTPase 1

MX2 4600 MX dynamin like GTPase 2

MYD88 4615 myeloid differentiation primary response 88
N4BP1 9683 NEDD4 binding protein 1

NADK 65220 NAD kinase

NAPA 8775 NSF attachment protein alpha

NBN 4683 nibrin

NECAP1 25977 NECAP endocytosis associated 1

NEXN 91624 nexilin F-actin binding protein

NFIL3 4783 nuclear factor, interleukin 3 regulated

NKG7 4818 natural killer cell granule protein 7

NMI 9111 N-myc and STAT interactor

NOD1 10392 nucleotide binding oligomerization domain containing 1
NT5C3A 51251 5'-nucleotidase, cytosolic IlIA

NUB1 51667 negative regulator of ubiquitin like proteins 1
OAS1 4938 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1

OAS2 4939 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2

OAS3 4940 2'-5'-oligoadenylate synthetase 3

OASL 8638 2'-5'-oligoadenylate synthetase like

ODF3B 440836 outer dense fiber of sperm tails 3B

OGFR 11054 opioid growth factor receptor

OR52N4 390072 olfactory receptor family 52 subfamily N member 4 (gene/pseudogene)
OR56B1 387748 olfactory receptor family 56 subfamily B member 1
OTOF 9381 otoferlin

PARP10 84875 poly(ADP-ribose) polymerase family member 10
PARP11 57097 poly(ADP-ribose) polymerase family member 11
PARP12 64761 poly(ADP-ribose) polymerase family member 12
PARP14 54625 poly(ADP-ribose) polymerase family member 14
PARP8 79668 poly(ADP-ribose) polymerase family member 8
PARP9 83666 poly(ADP-ribose) polymerase family member 9
PCNA 5111 proliferating cell nuclear antigen

PELO 53918 pelota mRNA surveillance and ribosome rescue factor
PGAP1 80055 post-GPl attachment to proteins 1

PHF11 51131 PHD finger protein 11

Pl4K2B 55300 phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta

PIK3R5 23533 phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 5
PIP4K2C 79837 phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase type 2 gamma
PLSCR1 5359 phospholipid scramblase 1

PML 5371 promyelocytic leukemia

PNPT1 87178 polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1

POLH 5429 DNA polymerase eta

PPCDC 60490 phosphopantothenoylcysteine decarboxylase
PPM1K 152926 protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent 1K
PPP3CC 5533 protein phosphatase 3 catalytic subunit gamma
PRF1 5551 perforin 1

PRKD2 25865 protein kinase D2

PRPS2 5634 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2
PRRG4 79056 proline rich and Gla domain 4
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PSD3 23362 pleckstrin and Sec7 domain containing 3
PSMB8 5696 proteasome subunit beta 8
PSMB8-AS1 10050746 & PSMBS8 antisense RNA 1 (head to head)
3

PSMB9 5698 proteasome subunit beta 9
PSME2 5721 proteasome activator subunit 2
PTGIS 5740 prostaglandin 12 synthase
PXK 54899 PX domain containing serine/threonine kinase like
RAB29 8934 RAB29, member RAS oncogene family
RAD9A 5883 RAD9 checkpoint clamp component A
RBM11 54033 RNA binding motif protein 11
REC8 9985 REC8 meiotic recombination protein
RELL1 768211 RELT like 1
RFK 55312 riboflavin kinase
RGS14 10636 regulator of G protein signaling 14
RGS6 9628 regulator of G protein signaling 6
RHEBL1 121268 RHEB like 1
RMC1 29919 regulator of MON1-CCZ1
RNF114 55905 ring finger protein 114
RNF19B 127544 ring finger protein 19B
RNF31 55072 ring finger protein 31
RPL26L1 51121 ribosomal protein L26 like 1
RPS6KC1 26750 ribosomal protein S6 kinase C1
RSAD2 91543 radical S-adenosyl methionine domain containing 2
RTCB 51493 RNA 2',3'-cyclic phosphate and 5'-OH ligase
RTP4 64108 receptor transporter protein 4
RUBCN 9711 RUN and cysteine rich domain containing beclin 1 interacting protein
RUFY4 285180 RUN and FYVE domain containing 4
RUNX3 864 runt related transcription factor 3
SAMD9 54809 sterile alpha motif domain containing 9
SAMDSIL 219285 sterile alpha motif domain containing 9 like
SAMHD1 25939 SAM and HD domain containing deoxynucleoside triphosphate

triphosphohydrolase 1
SAP30BP 29115 SAP30 binding protein
SCARB2 950 scavenger receptor class B member 2
SCO02 9997 SCO2, cytochrome c oxidase assembly protein
SEMA4A 64218 semaphorin 4A
SEPSECS- 285540 SEPSECS antisense RNA 1 (head to head)
AS1
SERPINB9 5272 serpin family B member 9
SHC4 399694 SHC adaptor protein 4
SIDT1 54847 SID1 transmembrane family member 1
SLA2 84174 Src like adaptor 2
SLAMF7 57823 SLAM family member 7
SLC25A28 81894 solute carrier family 25 member 28
SLC35A4 113829 solute carrier family 35 member A4
SLFN12L 10050673  schlafen family member 12 like

6

SMARCA5 8467 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of chromatin,

subfamily a, member 5
SMCHD1 23347 structural maintenance of chromosomes flexible hinge domain containing 1
SMCR8 140775 Smith-Magenis syndrome chromosome region, candidate 8
SMG7 9887 SMG7, nonsense mediated mRNA decay factor
SMTNL1 219537 smoothelin like 1
SOAT2 8435 sterol O-acyltransferase 2
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SP100 6672 SP100 nuclear antigen
SP110 3431 SP110 nuclear body protein
SP140 11262 SP140 nuclear body protein
SPAG6 9576 sperm associated antigen 6
SPATA2 9825 spermatogenesis associated 2
ST3GAL1 6482 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1
STAP1 26228 signal transducing adaptor family member 1
STAT1 6772 signal transducer and activator of transcription 1
STAT2 6773 signal transducer and activator of transcription 2
STIL 6491 STIL, centriolar assembly protein
STRN4 29888 striatin 4
SUSD3 203328 sushi domain containing 3
SYTL3 94120 synaptotagmin like 3
TANK 10010 TRAF family member associated NFKB activator
TAP1 6890 transporter 1, ATP binding cassette subfamily B member
TAP2 6891 transporter 2, ATP binding cassette subfamily B member
TARS2 80222 threonyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial
TBK1 29110 TANK binding kinase 1
TBKBP1 9755 TBK1 binding protein 1
TBX21 30009 T-box 21
TESC 54997 tescalcin
TIMD4 91937 T cell immunoglobulin and mucin domain containing 4
TLR7 51284 toll like receptor 7
TM6SF1 53346 transmembrane 6 superfamily member 1
TMEM140 55281 transmembrane protein 140
TMEMG62 80021 transmembrane protein 62
TMPRSS13 84000 transmembrane serine protease 13
TNFSF10 8743 TNF superfamily member 10
TNFSF13B 10673 TNF superfamily member 13b
TOP1 7150 DNA topoisomerase |
TRAFD1 10906 TRAF-type zinc finger domain containing 1
TRANK1 9881 tetratricopeptide repeat and ankyrin repeat containing 1
TREX1 11277 three prime repair exonuclease 1
TRIM14 9830 tripartite motif containing 14
TRIM21 6737 tripartite motif containing 21
TRIM22 10346 tripartite motif containing 22
TRIM25 7706 tripartite motif containing 25
TRIM26 7726 tripartite motif containing 26
TRIM38 10475 tripartite motif containing 38
TRIMS5 85363 tripartite motif containing 5
TRIM56 81844 tripartite motif containing 56
TRIM69 140691 tripartite motif containing 69
TTC38 55020 tetratricopeptide repeat domain 38
TYMP 1890 thymidine phosphorylase
UBA7 7318 ubiquitin like modifier activating enzyme 7
UBE2L6 9246 ubiquitin conjugating enzyme E2 L6
UBXN10 127733 UBX domain protein 10
UNC93B1 81622 unc-93 homolog B1, TLR signaling regulator
USP11 8237 ubiquitin specific peptidase 11
USP15 9958 ubiquitin specific peptidase 15
USP18 11274 ubiquitin specific peptidase 18
USP30-AS1 10013173  USP30 antisense RNA 1
3
VPS37B 79720 VPS37B, ESCRT-I subunit
WARS 7453 tryptophanyl-tRNA synthetase
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WDR63 126820 WD repeat domain 63

WHAMM 123720 WAS protein homolog associated with actin, golgi membranes and microtubules
WIPI1 55062 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1

WWwWC3 55841 WWC family member 3

XAF1 54739 XIAP associated factor 1

XCL1 6375 X-C motif chemokine ligand 1

XCL2 6846 X-C motif chemokine ligand 2

XPC 7508 XPC complex subunit, DNA damage recognition and repair factor
XRN1 54464 5'-3' exoribonuclease 1

ZBP1 81030 Z-DNA binding protein 1

ZBTB39 9880 zinc finger and BTB domain containing 39

ZCCHC2 54877 zinc finger CCHC-type containing 2

ZFYVE26 23503 zinc finger FYVE-type containing 26

ZNF267 10308 zinc finger protein 267

ZNF282 8427 zinc finger protein 282

ZNF367 195828 zinc finger protein 367

ZNF689 115509 zinc finger protein 689

ZNF79 7633 zinc finger protein 79

ZNFX1 57169 zinc finger NFX1-type containing 1

Tableau 9. Liste des génes présents dans la banque d’ARNi. Cette liste détaille le nom le plus couramment
utilisé pour chaque gene ainsi que son numéro d’identification et une courte description.

Nom du géne ciblé Nom de I'amorce Séquence de I'amorce
ZIKV NS5 ZIKV_sens AARTACACATACCARAACAAAGTGGT
ZIKV_antisens TCCRCTCCCYCTYTGGTCTTG
GAPDH GAPDH_sens GGTCGGAGTCAACGGATTTG
GAPDH_antisens ACTCCACGACGTACTCAGCG
RIG-I_sens AGAGCACTTGTGGACGCTTT
RIG- RIG-I_antisens TGCAATGTCAATGCCTTCAT
ISG56 ISG56_sens GGACAGGAAGCTGAAGGAG
ISG56_antisens AGTGGGTGTTTCCTGCAA
Vit Viperin_sens TGCAACTACAAATGCGGCTT
Viperin_antisens TTGATCTTCTCCATACCAGCTTCC
IFITM3 IFITM3_sens CCGTGAAGTCTAGGGACAGG
IFITM3_antisens AGTGATGCCTCCTGATCTATCC
IFI6 IFI6_sens CCTCCAAGGTCTAGTGACGG
IFI6_antisens TTTCTTACCTGCCTCCACCC
IENARL IFNAR1_sens TTCCACATCACAGTATCTACCC
IFNAR1_antisens TGCAAATTCCAGCAGAAGCTA
IRF9 IRF9_sens GGGAGCAGTCCATTCAGACA
IRF9_antisens CAGCAGTGAGTAGTCTGGCT
MTA2_sens ATCATTACCAGCCACCCA
MTA2 MTA2_antisens CGATTATCAGATTCTCCCTC
PXK_sens CATTACCTCCACCTCCTCCA
PXK PXK_antisens GATCACAGGTTTCGGCTTTC
GPD2 GPD2_sens CGTGAGGATCTATCTCAGGCT
GPD2_antisens TAGGCCAGGTTCATTTGTTTCC
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xcL1 XCL1_sens TACATTGTGGAAGGTGTAGG
XCL1_antisens TGGTGTAGGTCTTGATTCTG
CIR C1R_sens CCTGGAGCCTTTTGATATTG
C1R_antisens GACTCATCTGTGAAGAACAG
NMI NMI_sens CGCGTGGACTATGACAGACA
NMI_antisens CAGTAACTCTATGGCAGGTTTGA
IFI16 IFI16_sens ACAAACCCGAGAAACAATGACC
IFI16_antisens GCATCTGAGGAGTCCGAAGA
LYGE LY6E_sens GGACAGGCTGCTTTGGTTTG
LY6E_antisens GAGCTGGCTCGCTCCAC
USP18 USP18_sens GGCTCCTGAGGCAAATCTGT
USP18 antisens CAACCAGGCCATGAGGGTAG
ISG15 ISG15_sens GCGGCAGATCACCCAGAAGAT
ISG15_antisens GTTCGTCGCATTTGTCCACC
APOL3 APOL3_sens AGAGAGTCAGCCCAGTGCAT
APOL3_antisens AGAGAGCATCTGCCTCATCC
GBP3 GBP3_sens GAAGAGTTATCAAGAACATGTG
GBP3_antisens AGCTTATGCGACATATATCTCT
NAPA NAPA_sens GAAGGAAGCGGAGGCGATG
NAPA_antisens TCCAGCAGCACTCCAGTTTT
NADK NADK_sens AACGGCATCAGTGTTTTTCTG
NADK_antisens GATTCGGGCCTGGATAGG
ISG20_sens TGGACTGCGAGATGGTGG
15620 ISG20_antisens GGGTTCTGTAATCGGTGAT
IRF2_sens ACGGTGAACATCATAGTTGTAGGA
IRF2 IRF2_antisens GGGGAGATCTGCAGAGGGTA
CCND3 CCND3_sens TACCCGCCATCCATGATCG
CCND3_antisens AGGCAGTCCACTTCAGTGC
C220rf39_sens TGATTTGAGAGGCGGCTGAC
C220rf39 C220rf39_antisens CGAGCAACCAATAGCAACCG
RUBCN RUBCN_sens AGGAGGCCCCAGGAATATCA

RUBCN_antisens

CAGGTACCGACCACCTTCATA

Tableau 10. Amorces utilisées pour ’'analyse de I'expression de génes en RT-qPCR.
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A Assemblage Agrandissement

B Assemblage Agrandissement

Figure 44. Localisation cellulaire des APOLs. Les HMC3 sont transfectées avec des constructions GFP-APOL3
(A) et APOL1-GFP (B). Vingt heures post-transfection, les cellules sont fixées et marquées par des anticorps
dirigés contre EEA1 (marqueur des endosomes précoces) et CD63 (marqueur des endosomes tardifs). Le
carré blanc correspond a la zone d’agrandissement représentée sur la droite de la figure.
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>APOL1

MEGAALLRVSVLCIWMSALFLGVGVRAEEAGARVQONVPSGTDTGDPOSKPLGDWAAGTMDPESSIFIEDAIKYF
KEKVSTONLLLLLTDNEAWNGEVAAAELPRNEADELRKALDNLARQMIMKDKNWHDKGQQYRNWELKEFPRLKSE
LEDNIRRLRALADGVQKVHKGTTIANVVSGSLSISSGILTLVGMGLAPFTEGGSLVLLEPGMELGITAALTGITS
STMDYGKKWWTQAQAHDLVIKSLDKLKEVREFLGENISNEFLSLAGNTYQLTRGIGKDIRALRRARANLQSVPHAS
ASRPRVTEPISAESGEQVERVNEPSILEMSRGVKLTDVAPVSFFLVLDVVYLVYESKHLHEGAKSETAEELKKVA
QELEEKLNILNNNYKILQADQEL

B .ApOL3

MDSEKKRFTEEATKYFRERVSPVHLQILLTNNEAWKRFVTAAELP RDEADADY BAURKUREYARLEDE Y VQOKDE
QFREWFLKEFPQVKRKIQESIEKLRALANGIEEVHRGCTISNVVSSSTGAASGIMSLAGLVLAPFTAGTSLALTA
AGVGLGAASAVTGITTSIVEHSYTSSAEAEASRLTATSIDRLKVFKEVMRDITPNLLSLLNNYYEATQTIGSEIR
ATRQARARARLPVTTWRISAGSGGQAERTIAGTTRAVSRGARILSATTSGIFLALDVVNLVYESKHLHEGAKSAS

AEELRRQAQELEENLMELTQIYQRLNPCHTH

C
Protéine B Allele 1 Allele 2
cellulaire
ApoLL | RVOQQNVPSGTDTGDPQSKPLGALGC | RVQQNVPSGTDTGDPQSKPLGALGC
APOLI WHHGPR* WHHGPR*
KO RVQQNVPSGTDTGDPQSKPLGALGC = RVQQNVPSGTDTGDPQSKPLGALGC
APOL1/APOL3 WHHGPR* WHHGPR*
DEADALYEALKKLRTMRTNMCSRKMS | DEADALYEALKKLRTFRTNMCSRKMSS
KO APOLS SLGNGF* LGNGF*
aporz | KOAPOL3 | DEADALYEALKKLRTYAASRMFPVIQPL | DEADALYEALKKLRTYAASRMFPVIQPL
clone2 PLSLPILHTGPICPVRT* PLSLPILHTGPICPVRT*
KO DEADALYKKLRTYAAPRPLAPSPKPPDS | DEADALYKKLRTYAAPRPLAPSPKPPDS
APOL1/APOL3 | PLQALPCPPHPLRLQVSSTSSSRCDD* | PLQALPCPPHPLRLQVSSTSSSRCDD*

Tableau 11. Séquence protéique des APOLs dans les lignées podocytes KO. (A) séquence sauvage de la
protéine APOLL. En bleu est surlignée la séquence protéique éditée par la technique CRISPR. (B) Séquence
sauvage de la protéine APOL3. En vert est surlignée la séquence protéique éditée par la technique CRISPR.
(C) Tableau représentant la séquence protéique d’APOL1 ou APOL3 en fonction de chaque lignée utilisée

dans I'étude.
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