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Résumé :

Le but de mon travail de thése a été de caractériser les interactions entre le virus Zika
(ZIKV) et son hote humain en étudiant plusieurs réponses cellulaires, I’apoptose et I’'UPR au
cours de l’infection in vitro de cellules épithéliales et de discuter des conséquences
physiopathologiques du contrdle que le virus semble exercer sur ces réponses. Le ZIKV est
un arbovirus appartenant au genre flavivirus, transmis principalement par les moustiques du
genre Aedes et responsable de la maladie a virus Zika. ZIKV connu depuis les années 1950
était réputé responsable de cas sporadiques en Afrique et I’infection était considérée comme
bénigne, ne se manifestant que par des symptdémes pseudo-grippaux légers (éruptions
cutanées, fievre, arthralgie). ZIKV a subitement mobilisé 1’attention internationale en raison
de son émergence en Asie en 2007 suivie d’une propagation épidémique fulgurante ayant
touché plusieurs millions de personnes de par le monde en moins de 10 ans dont la grande
majorité en 2015-2016 au Brésil. 1l a également été identifié comme urgence de santé
publique par ’OMS en 2015 en raison de 1’augmentation de formes neurologiques graves
comme le syndrome de Guillain-Barré (GBS) chez les adultes et de syndromes congénitaux
(SCZ) jusque-la ignorés comme la microcéphalie chez les nouveau-nés de meres infectées
pendant la grossesse. Les mécanismes moléculaires de I'émergence épidémique et de la
pathogénicité de ce virus n’avaient que trés peu été étudiés avant 1’épidémie brésilienne de
2015. L'effet cytopathique induit par le virus dans les cellules hétes joue un r6le majeur dans
la pathogenese tout en étant ambigu car il conditionne la résolution de I’infection en
permettant 1’¢limination du pathogeéne. En caractérisant la mort cellulaire programmee au

cours de la cinétique d’infection j’ai pu montrer que celle-ci est retardée et que ZIKV est



capable de maintenir un état anti-apoptotique qui lui est favorable en stabilisant la protéine
Bcl-2. J’ai également mis en évidence que ZIKV était en mesure de moduler ’'UPR en
réponse au stress du RE et d’interférer avec le programme pro-apoptotique dirigé par le
facteur CHOP. Ces données montrent 1’importance du contréle que le virus peut exercer sur
les principales réponses cellulaires antivirales et apportent des pistes d’explication de
certaines spécificités du virus ZIKV telles que la persistance virale observée dans certains
tissus. Elles ouvrent des perspectives dans 1’utilisation de ces propriétés virales singuliéres

pour traiter des pathologies en lien avec le stress du RE et ’apoptose.

Abstract :

The goal of this thesis was to characterize the interactions between Zika virus (ZIKV) and its
human host by studying several cellular responses, apoptosis, and Unfold protein responses
UPR during in vitro infection of epithelial cells and to discuss the pathophysiological
consequences in the modulation of viral infection. ZIKV is an arbovirus belonging to the
genus flavivirus, transmitted primarily by Aedes mosquitoes and responsible for Zika virus
disease. ZIKV was discovered in the 1950’s and was thought to cause sporadic disease in
Africa, where infections were considered mild, manifesting only as mild flu-like symptoms
(rash, fever, arthralgia). ZIKV suddenly gained international attention due to its emergence
in Asia in 2007 followed by a very dramatic epidemic spread that affected several million
people worldwide in less than 10 years, the vast majority in 2015-2016 in Brazil. It was also
identified as a public health emergency by WHO in 2015 due to the increase in severe
neurological sequelae such as Guillain-Barré syndrome in adults and previously unknown

congenital syndromes (SCZ) such as microcephaly in newborns of mothers infected during



pregnancy. The molecular mechanisms associated with epidemic emergence and
pathogenicity of ZIKV had been only minimally studied before the 2015 Brazilian epidemic.
The cytopathic effect induced by the virus in host cells plays a major role in pathogenesis,
but is also beneficial, promoting the body’s elimination of the virus and the eventual
resolution of infection. By characterizing programmed cell death during in vitro infection
kinetics, | was able to show that apoptosis is delayed by ZIKV infection, allowing the virus
to maintain a favorable anti-apoptotic state through the stabilization of the Bcl-2 protein. |
also demonstrated that ZIKV was able to modulate the UPR in response to ER stress and
interfere with the pro-apoptotic program driven by CHOP factor. These data demonstrate the
important réle of cellular hijacking during certain viral infections, and shed light on some of
the mechanisms that could lead to the persistance of ZIKV infections and ZIKV disease
symptoms. My findings additionally identify cellular pathways specific to ER stress and

apoptosis as potential drug targets for the treatment of ZIKV infections.
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sfRNA Small flavivirus RNA

SINV Sindbis virus

SMAC Second mitochondrial activator of caspases
SOCS Suppressor of cytokine signaling

SRAS Syndrome respiratoire aigu sévere

STAT Signal transducer and activator of transcription
TAM TYRO3, AXL and MER

TBK1 TANK-binding kinase 1
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TIM T cell immunoglobulin and mucin domain-containing protein
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TNF Tumor necrosis factor

TNFR Tumor necrosis factor receptor

TRADD Tumor necrosis factor receptor type 1l-associated DEATH domain
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TRAF2 TNF receptor-associated factor 2



TRAIL tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand

TRB3 Tribbles homolog 3
TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-p
TYK1 Leukocyte receptor tyrosine kinase 1

TYRO1 Tyrosine-protein kinase 1

UPR Unfolded protein response

USP18 Ubiquitin specific peptidase 18

UTR Untranslate region

uv Ultraviolet

UVRAG UV radiation resistance-associated gene protein
VDAC Voltage Dependent Anion Channel
VEGF Vascular endothelial growth factor
VIH Virus de ’immunodéficience humaine
VISA Virus-induced signaling adaptor

\AY Vaccinia virus

WNV West Nile virus

XAF1 XIAP associated factor 1

XBP1 X-box binding protein 1

XIAP X-linked inhibitor of apoptosis

YFV Yellow fever virus

ZIKV Zika virus



l. Introduction

Les pathologies d’origine virale et les émergences épidémiques sont devenues des sujets
récurrents de 1’actualité de notre monde moderne. Elles se succédent a une fréquence
accélérée, probablement du fait des changements de nos modes de vie, associés a des
mouvements accrus de populations et probablement en raison de I'appauvrissement de la
biodiversité et d’une plus grande proximité entre I’Homme et la faune sauvage, qui constitue
un important réservoir d'agents infectieux. Malgré les progres scientifiques et médicaux
acquis au cours des XXieme et XXIieme siccle, le risque d’émergence des zoonoses a en
effet augmenté, avec les multiples changements sociétaux et environnementaux et avec un
passage facilité des agents infecticux des espéces sauvages a I’Homme (Weiss and
McMichael, 2004; Wilkinson et al., 2018). L’émergence d’un agent infectieux pathogéne
dépend non seulement de son environnement, mais aussi de la dynamique des autres
pathogeénes existant dans ce méme environnement. Les équilibres entre les hotes et leurs
pathogenes font partie de la définition de la pathocénose apportée par M. D. Grmek dans les
années 1970-1980. Pour occuper 1’espace et utiliser les ressources disponibles, une espéce en
remplace souvent une autre et des changements rapides de ces équilibres favorisent

I’opportunisme des agents infectieux (Pollak, 1989).

Les exemples d’émergences ou ré-émergence d’agents infectieux zoonotiques sont
nombreux au cours des vingt derniéres années. On peut citer les arbovirus (arthropod born
virus) tels que les virus du Chikungunya, de la Dengue, Zika et bien sdr les coronavirus avec

le SARS-CoV 2 responsable de la pandémie que nous subissons depuis 2019, sans oublier
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les émergences précédentes de SRAS, MERS ou les épidémies successives dues au virus
Ebola. Des études de biologie évolutive effectuées sur plusieurs familles virales ont estimé
que les virus a ARN ont plus particulierement la capacité a franchir ce que 1’on nomme la
barriere d’espéce et a changer régulierement d’hote. Cette particularité pourrait étre en partie
liee au peu de fidélité de leur polymérase et de leur systeme de réplication dans leurs cellules
hotes (Geoghegan et al., 2017; H. Kim et al., 2019; Sanjuan et al., 2010). Le virus Zika
(ZIKV) qui va nous intéresser ici et qui est un Flavivirus, appartient ainsi a un genre viral
identifié comme susceptible de franchir les barriéres d’espéces (Kitchen et al., 2011). Les
flavivirus qui sont des arbovirus ont également une particularité qui est de pouvoir se
multiplier chez des hotes qui sont des mammiféres et chez des arthropodes qui leur servent
de vecteurs. Les modifications des €quilibres entre les différentes populations d’hétes,
humains, réservoirs animaux et insectes sont déterminants dans les émergences d’épidémies
de flavivirus pathogénes. Ces cinquante derniéres années, les moustiques vecteurs
d’arbovirus et de ZIKV entre autres, ont démontré leur capacité a coloniser de plus en plus
de territoires, parfois bien loin des zones tropicales dans lesquelles ils étaient jusque-la

contenus (Kraemer et al., 2015).

I1 semble donc que ce n’était qu’une question de temps, avant que le virus Zika repéré dans
les années 1950 dans une forét du centre de 1’Afrique ne puisse émerger sous sa forme
épidémique en 2007 a des milliers de kilométres de son lieu de baptéme (M et al., 2019),
qu’on découvre qu’un virus qu’on pensait anodin pouvait devenir en quelques années une
menace mondiale pour la sant¢ humaine et qu’on mobilise nos forces pour mieux
comprendre son potentiel épidémique, les modalités de ses interactions avec ses hétes et les

mécanismes moléculaires et cellulaires des processus infectieux et pathologiques.



A. Levirus Zika
1. Historique du virus Zika

a) Découverte

Le virus Zika (ZIKV) appartient & la famille des flaviviridae et au genre Flavivirus, qui
signifie ‘virus jaune’. Ce nom fait référence a la jaunisse provoquée lors d’une infection par
un virus de la méme famille qui est le virus de la fiévre jaune (YFV). ZIKV appartient a un
genre viral comportant d'autres membres connus pour étre pathogéniques pour I’homme, tels
que le virus de I’encéphalite japonaise (JEV), le virus du Nil occidental (WNV) ou le virus
de la dengue (DENV) (Pierson and Diamond, 2020). ZIKV est un arbovirus vectorisé par les
moustiques du genre Aedes. Il a été initialement isolé & partir d’un singe rhésus sentinelle
fébrile (n°766) dans la forét Zika en Ouganda en 1947, au cours d’une étude sur les vecteurs
sylvatiques de la fiévre jaune. Cette souche ensuite inoculée a des souriceaux est devenue
une souche de référence dite ‘historique’ pour les études menées sur ZIKV. A la méme
époque, le virus fut également isolé a partir d’un moustique Aedes africanus (Dick et al.,
1952), démontrant sa circulation sylvatique tandis que les premiers cas d’infection chez les
humains étaient répertoriés par la détection d’anticorps sériques (Simpson, 1964; Smithburn,
1952). A partir de 1966, des apparitions sporadiques d’infection a ZIKV ont été rapportées
en Afrique et en Asie et le virus a régulierement été retrouvé dans ces régions chez le
moustique Aedes Aegypti (Marchette et al., 1969) (Lim et al., 2017). ZIKV n’a cependant

plus guere fait parler de lui avant le début du XXIeme siecle, les souches ‘historiques’



disponibles devenant des souches de laboratoire, sur lesquelles peu de recherches

fondamentales ont été poursuivies.

b) Emergence épidémique

L’émergence épidémique du ZIKV survient en 2007 en micronésie, sur 1’ile de Yap, ou on
estime a 70% le taux de contamination de la population apres analyse sérologique (Duffy et
al., 2009). L’épidémic atteint ensuite la Polynésie Frangaise en 2013 (Cao-Lormeau et al.,
2014), et touche le Brésil en 2015 (Campos et al., 2015), ou on estime a plus de 1.5 million,
le nombre de personnes infectées (figure 1). Les raisons de cette émergence épidémique sont
floues, méme si plusieurs données avancent que des facteurs génétiques viraux et
environnementaux aient pu y contribuer (Zhu et al., 2016; Ali et al., 2017). Les recherches
sur ’origine de I’introduction du ZIKV au Brésil évoquent le rdle qu'auraient joué de
grandes compétitions sportives comme la coupe du monde de football en 2014, amplifiée par
les Jeux Olympiques de 2016 (Massad et al., 2017). Cette flambée épidémique sans
précédent qui gagne le continent sud américain et la découverte de formes graves de la
maladie ont conduit I’organisation mondiale de la santé (OMS) a déclarer la maladie a virus

Zika comme urgence de santé publique en février 2016.

Tout comme pour le chikungunya dans les années 2000, un virus d’origine africaine et une
maladie supposée bénigne et qualifiée d’“exotique” suscite un intérét nouveau, révélant un
manque de données sur le processus infectieux et la pathogenese. De nombreux efforts mis
en ceuvre au niveau international ont permis de combler ce retard puisque la quantité de
publications sur Zika est passée d’une moyenne de 2 par an entre 1950 et 2006 & 733 par an

entre 2007 et 2021, avec pres de 2000 par an entre 2015 et 2020.
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Figure 1. Carte des pays ayant rapporté des cas de Zika dans le monde. Les souches
historiques africaines ont conduit a [’identification de quelque cas sporadiques associés a
une circulation majoritairement sylvatique. L’émergence de souches épidémiques
asiatique a partir de 2007 a conduit a la contamination de plus d’un million de personnes
en Amérique du Sud et a été associée a un nouveau mode de transmission vectorielle plus
urbain ainsi qu 'une transmission interhumaine et materno-foetale.

Les analyses phylogénétiques ont révélé qu’il existe deux lignées pour ce virus, une lignée
africaine et une lignée asiatico-américaine contenant quasiment toutes les souches ayant
conduit a des émergences épidémiques (Ye et al., 2016) (figure 2). Néanmoins les données
étant peu accessibles en Afrique et dans certaines régions d’Asie, plusieurs émergences
épidémiques ont pu passer inapercues, comme le montre une étude rétrospective révélant
qu'une épidémie avait frappé le Mali dans les années 1990 (Diarra et al., 2020). Aujourd’hui

le virus semble circuler de maniére endémique dans plusieurs régions du monde et on
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observe quelquefois des émergences épidemiques comme récemment a Jaipur en Inde
(Yadav et al.,, 2019). ZIKV est également responsable d’apparitions sporadiques dans
certains endroits décrits comme a faible risque d’introduction, comme dans le département
du Var en France, ou plusieurs cas autochtones ont été identifiés en octobre 2019, malgré
I’absence d’Aedes aegypti dans la région alors que cette espece de moustique est décrite

comme vecteur majoritaire de ZIKV (Giron et al., 2019).

B
Héte Nombre de souches Pourcentage
(clade Africain) (clade Africain)

Humain 256(1) 86,5 (5)
moustique 32(14) 10,8 (67)

PNH 6(6) 2,0(28)

Culture cellulaire 2(0) 0,7 (0)

Total 296(21) 100 (100)

Humain
Moustique
Primate non-Humain

Culture cellulaire

Figure 2. Analyse phylogénétique des souches du virus Zika. A) Les différentes lignées du
virus Zika. La répartition génétique des souches de ZIKV montre que les souches
historiques africaines semblent étre restées localisées sur le continent africain (cadran
bleu), alors que les souches asiatico-américaines concentrent la quasi-totalité des
émergences épidémiques (cadran rouge). B) Tableau récapitulatif des souches et leurs
origines. Extrait de : (Beaver et al., 2018)




2. Transmission du virus Zika

a) Transmission vectorielle

i)  Vecteurs impliquées dans la transmission de ZIKV

En tant qu’arbovirose (maladie virale transmise par les arthropodes), la transmission du Zika
est majoritairement due a une transmission vectorielle et nécessite un premier événement qui
est la piqQre par un moustique infecté. Les principaux vecteurs de ZIKV sont les moustiques
du genre Aedes, et principalement les espéeces aegypti et albopictus, bien que d'autres espéces
de moustiques aient éte identifiees comme pouvant porter le virus (Boyer et al., 2018).
Classiquement, le moustique s’infecte lorsqu’il préléve du sang sur un héte virémique. Le
virus ingéré avec le sang transite dans 1’estomac ou l'intestin moyen du moustique ou il se
réplique. Cette étape définit la capacité du vecteur a étre infecté et permet une mesure de taux
d’infection (Infection rate, IR) propre au vecteur. Ensuite le virus peut se propager dans de
nombreux autres organes du moustique, définissant sa capacité a porter le virus
(dissemination rate, DR). Enfin, le virus colonise les glandes salivaires. La présence en
grandes quantités du virus dans la salive permet un transfert vers un nouvel hote, lors d’une
nouvelle piqlre. Cette derniére étape correspond a la capacité de transmission du virus par le
vecteur (transmission rate, TR). L’ensemble caractérise donc 3 barrieres a franchir pour le

virus et finalement la capacité vectorielle de son hote invertebre (figure 3).



Dissemination to

Viremic \ Infection of midgut
host u

Extrinsec Incubation
Period

Salivary gland’s
infection

,o' ‘ Release the virusinto
\d a vertebrate host

/

Figure 3. Transmission des arboviroses par les moustiques. 1) Infection du moustique qui
préeléve du sang sur un héte virémique. 2) réplication virale dans les cellules épithéliales
de [’intestin moyen du moustique (infection) 3) Passage du virus dans la circulation
(hémolymphe) et colonisation des tissus secondaires (dissémination) 4) Réplication et
production de progénie virale dans les glandes salivaires 5) contamination d’un nouvel
hote (transmission). L’ensemble de ces étapes détermine la capacité vectorielle. (Chouin-
Carneiro and Santos, 2017)

De la capacité vectorielle découlent les capacités du virus a émerger et a produire des
flambées épidémiques. Dans le cas de ZIKV, le vecteur majoritaire est Aedes aegypti.
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Auparavant impliqué dans des cycles plutét sylvatiques, ce moustique est devenu davantage
urbain ces derniéres décennies, favorisant ainsi la circulation du virus chez ’homme. Aedes
albopictus a été associé dans une moindre mesure a la transmission dans les zones
épidémiques (Chouin-Carneiro and Santos, 2017; Ryckebusch et al., 2017; Chouin-Carneiro
et al., 2020). Ae. albopictus semblant davantage compétent pour les souches africaines que
pour les souches asiatiques, le risque d’introduction des souches épidémiques dans les zones
ou ce moustique domine, serait limité (McKenzie et al., 2019; Gomard et al., 2020). La
colonisation de nouveaux espaces par les Ae. aegypti et surtout Ae. albopictus dans les zones
tempérées démultiplie cependant le risque d’émergence et de propagation d’épidémies dans

des zones jusqu'alors épargnées (figure 4).

i)  Stratégies de contréle vectoriel

La meilleure stratégie de prévention des arboviroses reste actuellement la lutte
antivectorielle. Les premiers gestes a adopter lors de I’émergence d’une maladie transmise
par les moustiques, sont 1’utilisation de barriéres physiques telles que les moustiquaires et les
répulsifs efficaces contre ces insectes (Fradin and Day, 2002). Ensuite les traitements
insecticides constituent les mesures les plus rapidement efficaces pour réguler les
populations de moustiques et freiner la circulation du pathogéne. Néanmoins cette stratégie
est limitée a cause des phénomenes de résistance aux insecticides. Méme si ces résistances
ne sont pas toujours bénéfiques pour le moustique et le pathogéne transmis (codt biologique
sur la reproduction ou la survie), elles justifient la recherche et le déploiement d’autres

mesures de contrble (Barbosa et al., 2018; Rivero et al., 2010).



Figure 4. Carte de répartition mondiale actuelle et prédictive des moustiques vecteurs de
la famille Aedes A) A. aegypti. B) A. albopictus. La probabilité d’expansion des deux
especes va d’une faible probabilité de colonisation 0 (bleu) a une forte probabilité de
colonisation 1 (rouge). Les zones en noir correspondent aux régions déja occupées par
chaque espece. Extrait de (Kraemer et al., 2015)
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Des stratégies de lutte anti-vectorielle alternatives aux insecticides sont regulierement testées
puis mises en place dans de nombreux pays des zones tropicales. Elles ont par exemple pour
objectif de controler les populations de moustiques par stérilisation. Parmi les techniques de
stérilisation, celle de I’incompatibilité cytoplasmique (IC) liée aux bactéries intracellulaires
telles que Wolbachia, est a 1’étude. Elle met a profit la présence de bactéries de souches
differentes entre les moustiques males et femelles qui conduisent a un défaut de mitose dans
les oeufs fecondes et a une descendance non viable (Atyame et al., 2011; Gebiola et al.,
2017; Iturbe-Ormaetxe et al., 2011). Des campagnes de 'lachers’ de males stérilisés par
irradiation ont été menées en Italie, en Chine, au Brésil et sont en cours d’essai a La
Réunion. Elles ont conduit a une diminution de la reproduction et montré une certaine
efficaciteé a réduire les populations de moustiques (Bellini et al., 2013; Gouagna et al., 2020;

Haramboure et al., 2020; Zheng et al., 2019).

b) Transmission non-vectorielle

i)  Autres voies de transmission physique

Des cas de transmissions plus inhabituelles ont été rapportés. Ainsi, des cas de transmissions
sexuelles ont conduit le center for diseases control américain (CDC) et I'OMS a
recommander [’utilisation du préservatif ou d’éviter les relations sexuelles pour une durée
d’au moins 3 mois apres un épisode aigu de Zika. Cette transmission sexuelle pourrait
prendre sa source dans le tropisme observé de ZIKV pour les gonades (cf paragraphe 7.
c))(Counotte et al., 2018; Kim et al., 2018; “WHO | Sexual transmission of Zika Virus,”
n.d.). L’émergence épidémique a aussi mis en évidence une transmission verticale materno-

foetale avec des complications associées (Chan et al., 2016). La transmission verticale ne
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semble pas spécifique aux souches asiatiques epidémiques selon de récentes études sur des
souches africaines contemporaines qui seraient aussi capables d’induire des pathologies
neurologiques chez les nouveaux nés, peut étre méme plus séveres et potentiellement
responsables de fausse-couches (Aubry et al., 2021). La transmission par transfusion
sanguine existe et des précautions doivent étre prises dans les régions endéemiques de ZIKV
(R. Liu et al., 2019; Musso et al., 2016). Le risque de contamination par allaitement est tres
faible et ne semble pas apporter de risque supplémentaire aux nouveaux nés (Cavalcanti et

al., 2017; Sampieri and Montero, 2019).

i) Impact des réseaux sociaux sur la transmission du virus Zika et

communication autour des mesures de prévention

Lors de la pandémie de ZIKV, la seule mesure efficace pour prévenir I’infection était de se
protéger des piqlires de moustique avec I’utilisation de répulsif et de barriéres protectrices
comme des moustiquaires. L’efficacité des mesures barrieres, pour un pathogéne quel qu’il
soit, dépend avant tout de I’adhésion du grand public aux mesures. Dés lors, la
communication des instances de santé publique doit pouvoir avoir une portée la plus large
possible et la plus claire possible. Lors de la pandémie a virus Zika, des données ont montré
que cette communication a amélioré la perception du risque et in fine, a permis une meilleure
adhésion des populations aux mesures barrieres dans les pays concernés (Chan et al., 2018;
Painter et al., 2017). Néanmoins, méme si la circulation d’information est trés rapide sur les
réseaux sociaux et permet ainsi la diffusion des recommandations sur la gestion d’une
épidémie, les réseaux sociaux sont aussi le siege de rumeurs et fausses informations pouvant

enrayer les efforts dans la lutte contre la circulation d’un pathogene. Une étude comparant la
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diffusion des rumeurs et fausses nouvelles lors de 1’épidémie de Zika a montré que les
rumeurs etaient partagées trois fois plus que les informations vérifiées (Sommariva et al.,
2018). De plus, il semblerait qu’apporter des sources vérifiées pour contrer ces fausses
nouvelles réduirait la portée de ces rumeurs (Bode and Vraga, 2018). L’information et la
connaissance sur ce qu’est un agent infectieux et les risques qui lui sont associés sont
importants pour une stratégie de santé publique efficace. Ainsi, la prise en considération des
évolutions sociétales avec I’importance accordée aux réseaux sociaux dans la modélisation et
la prédiction d’émergence et diffusion de pathogénes semble étre devenue indispensable

(Sooknanan and Comissiong, 2020).

3. Diagnostic de I’infection

Une personne piquée par un moustique vecteur de ZIKV peut voir apparaitre les premiers
symptdbmes 3 a 10 jours aprés la contamination. La virémie qui est modérée peut étre
mesurée par RT-PCR jusqu’a 5 a 7 jours apres les premiers signes cliniques (JO). Une charge
virale peut continuer a étre détectée jusqu’a J10 apres l'apparition des symptomes,
notamment dans les urines (Gourinat et al., 2015). La réponse humorale peut étre estimée par
sérologie des IgM et IgG, une a deux semaines apres apparition des symptémes pour les IgM
et IgG respectivement (figure 5). Il est & noter que le présence d’IgM dirigées contre ZIKV
ne traduit pas forcément une infection récente. Ce type d’anticorps est fréquemment détecté
plusieurs mois apres les premiers symptomes chez certains patients (Griffin et al., 2019). Le
diagnostic sérologique des infections par flavivirus peut étre difficile a cause de nombreuses
réactions croisées avec d’autres Flavivirus dont le virus de la Dengue, ou si le patient a été

vacciné contre la fievre jaune. Ainsi des approches davantage discriminantes sont
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privilégiées comme les sérologies multiplex ou des tests diagnostiques (NAAT) basés sur la

détection d’acides nucléiques et offrant plus de sensibilité (Peters and Stevenson, 2019).

Virémie
Pigire de
Moustique infecté

1 |

| T
J-5a-3 Années

Période Manifestations Phase de rémission
d’incubation cliniques

<10 jours | NbJours aprés apparition >10 jours
des symptomes
Positive ZIKV RT-PCR Négative Positive ‘ Négative
: (-7 jours dans le sang, -10 Anti-ZIKV IgM, 1gG -

jours dans les urines)

2 X : Tests de SGaE <
Infection par virus Zika . . . W Infection a virus Zika non
T Tests sérologiques séroneutralisation s
confirmée g 5 confirmée
réactions croisées

Figure 5. Données virologiques et immunologiques et diagnostic de l’infection par ZIKV.
A) Cinétiques de la présence du virus dans [’organisme et de la réponse anticorps. La
virémie et la virurie sont détectables entre 3 et 10 jours. L’ARN viral peut étre détecté
Jusqu’a 3 mois apreés ['infection dans certains fluides (liquide séminal) représenté par la
courbe noire. Les anticorps apparaissent entre 5 et 15 jours apres le début des symptémes
pour les IgM et les IgG. B) Algorithme pour le diagnostic d 'une infection par virus Zika.

D ’aprés (Musso and Gubler, 2016)
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4. Tableaux cliniques et formes graves

Dans environ 80% des cas, l'infection par ZIKV ne produit aucun symptome (Haby et al.,
2018). Le tableau clinique est celui classiquement observé pour beaucoup d’arboviroses,
avec comme manifestations principales, de la fiévre, un rash cutané, une arthralgie et parfois
une conjonctivite (figure 6A) (Paixdo and Barreto, 2016). La plupart des manifestations
restent bénignes et se résolvent entre 3 a 7 jours. Néanmoins des complications sévéres
peuvent apparaitre aprés l’infection avec, dans les cas les plus graves, des défaillances
multiples d’organes. Parmi les tableaux graves et inattendus, un taux anormalement élevé de
syndromes de Guillain-Barré a été relevé dans les populations adultes dans les différentes
zones d’épidémie. Ce syndrome qui se manifeste par des atteintes du systéme nerveux
périphérique a concerné 2 a 3 personnes sur 10 000 personnes infectées, 1’incidence moyenne
annuelle attendue étant de 1 a 2 sur 100 000 (Brent et al., 2016; Mier-y-Teran-Romero et al.,
2018; Sarmiento-Ospina et al., 2016). Des études menées sur ces patients infectés par ZIKV
et présentant ce syndrome ont montré qu’ils avaient un taux élevé d’anticorps anti-
gangliosides, confirmant 1’auto-immunité classique provoquée lors de cette manifestation

pathologique (Cao-Lormeau et al., 2016; Rivera-Correa et al., 2019).

L’¢épidémie de Zika a surtout marqué les esprits en raison des cas de syndromes
neurologiques graves rapportés chez les nouveaux nés infectés par transmission virale
materno-foetale (Mlakar et al., 2016; Ximenes et al., 2019). Des 2015, la flambée
épidémique au Brésil révéle une augmentation du nombre de cas de microcéphalies chez les

nouveaux nés de meres infectées pendant la grossesse (Brasil et al., 2016; Rodrigues, 2016).
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La microcéphalie est caractérisée par une réduction du périmetre cranien d’au moins 3

déviations standard (DS) (figure 6B).

Figure 6. Tableaux cliniques de linfection Zika. A)  Manifestations
classiques,conjonctivite, gonflements articulaires, rash . B) Formes sévéres faisant partie
du syndrome congénital a virus Zika (SCZ). Le Panneau du haut est un schéma de
microcéphalie, caractérisé par la perte d’au moins 30% du volume crdnien. Le panneau
du bas est une IRM d’un enfant de 8 mois présentant des calcifications des zones
corticales. Extrait de (Musso and Gubler, 2016; Aragao et al., 2017; CDC, 2020)

Les études menées sur ces cas de microcéphalies avancent plusieurs hypotheses selon les
stades de la grossesse au cours desquels I’infection a eu lieu. Avant 12 semaines
d'aménorrhée (SA), I’hypothese la plus probable reste I’infection directe de I’embryon en
formation, pendant les stades précoces de son développement (neurulation) (Adibi JJ et al.
2016). Apres 12 SA, les voies de passage du virus ne sont pas clairement identifiées, mais
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différents tissus semblent montrer une certaine permissivité au virus notamment les
cytotrophoblastes, alors que les trophoblastes issus de placenta a terme, sont assez résistants
a I’infection (Bayer et al. 2016, Corry J. et al. 2017). Les cellules de Hofbauer qui sont des
macrophages résidant dans le placenta, semblent étre permissives au virus et une sur-
infiltration de ces macrophages au niveau placentaire pourrait participer a la pathogenése
(Simoni et al. 2016). Il faut ajouter que le spectre du syndrome congénital a virus Zika (SCZ)
semblait au départ limité¢ aux microcéphalies et a des calcifications sous corticales. Il s’avére
que cela ne représente que 4 a 6% des cas de pathologies consécutives a des infections par
ZIKV au cours de la grossesse. Les atteintes neurologiques et motrices observées chez les
enfants semblent bien plus larges, allant de troubles oculaires a des arthrogryposes
(malformations et raideurs des articulations) congénitales et ces atteintes concernent 10 a
15% des nouveaux nés de meres contaminées (Aragao et al., 2017). Le taux de mortalité
parmi les cas de SCZ est estimeé a 10% avec des facteurs aggravants comme un faible poids a
la naissance ou une prématurité (accouchement entre 34 et 36 semaines de grossesse) (Cunha

etal., 2017; N. Costa et al., 2020).

Une inquiétude s’est fait jour sur une possible apparition de pathologies chroniques post
Zika. En effet, ZIKV semble pouvoir se maintenir assez longtemps dans I'organisme apres la
phase aigué de I’infection. La virémie et I'excrétion d’ARN viral sont plutdt longues pour une
arbovirose, avec un maintien dans le sang et les urines qui peut durer plusieurs semaines
(Stone et al., 2020). Outre les atteintes oculaires et cérébrales, un maintien au sein de tissus
des organes reproducteurs a aussi été mis en évidence, suggérant une persistance virale dans
différents tissus immuno-privilégiés (oeil, systéme nerveux central, systéme reproducteur)

(Paz-Bailey et al., 2018). Plusieurs études de cas de bébés exposés in utero et des études en
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modele macaque décrivent des neuropathologies post-natales intervenant plusieurs mois
apres la naissance et l'infection par ZIKV et corroborent 1’hypothése d’une possible

persistance virale (van der Linden et al., 2016; Aragao et al., 2017; Mavigner et al., 2018).

5. Prise en charge des patients, options thérapeutiques, traitements et vaccins

Actuellement, il n'existe aucun traitement de l'infection Zika hormis les traditionnels
traitements symptomatiques. Le paracétamol est prescrit pour traiter la phase fébrile et
arthralgique en association a une hydratation continue. Des anti-inflammatoires non
stéroidiens peuvent étre prescrits en cas de crise aigué (arthralgie, myalgie, épisode fébrile
intense) mais sont a eviter dans les zones ou les co-circulations de ZIKV et de DENV sont
avéres, en raison des risques hémorragiques associés (Falcao et al., 2016). Devant un arsenal
thérapeutique inexistant et face a une pathologie dont I’impact en santé humaine était
méconnu, en particulier sur les femmes enceintes avec les risques de SCZ encourus par leurs
feetus, de nombreuses recherches ont été initiées pour mettre au point des médicaments et

développer des vaccins.

a) Traitements anti-infectieux

Un des moyens d’enrayer I’infection consiste a lutter précocement contre le virus. Ainsi
plusieurs traitements ont été proposés dont certains sont du repositionnement de molécules
aux propriétés anti-virales. Des antiviraux ciblent généralement les protéines du virus a
activité enzymatique (voir le paragraphe 6 pour la description des protéines virales) telles
que la protéase/hélicase NS2B/NS3 ou la MTase/RdRp de la NS5 (Baz and Boivin, 2019).

D’autres pistes d’action sur les protéines non enzymatiques codées par le virus ont
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également émerge, en particulier ciblant NS4B (Xie et al., 2015). Des molécules ou des
extraits de plantes médicinales capables d’agir sur différentes étapes du cycle viral sont a

I’étude (figure 7).

. @ Anticorps monoclonaux neutralisants, vaccins, molécules virucides
®_  Adnésion |

Inhibiteurs d’adhésion (suramine,curcumine)

(] Exocytose de la
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Endocytose Internalisation/endosome acidification \

/ (nanchangmycine, mefloquine)
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Bartezomib)

Maturzjy

Analogues nucléotidiques
(sofosbuvir ,ribavirine)

Réplication

@

Figure 7. Cibles de composés antiviraux lors de [’infection par virus Zika. Les cibles
thérapeutiques potentielles correspondent aux étapes nécessaires a la multiplication virale
(entrée, fusion, réplication, maturation, exocytose des virions). On distingue les antiviraux
directs : 1 et 4 qui ciblent les protéines virales (structurales pour [’entrée, non structurales
pour la réplication) et les antiviraux ciblant I'hdte 2, 3 et 5, soit en agissant sur des étapes
du cycle viral (fusion endosomale) soit sur des processus biologiques et/ou réponses de la
cellule hote importantes pour la multiplication virale(métabolisme, apoptose).

Certaines ont montré leur efficacité in vitro en bloquant notamment les étapes d’attachement

et d’entrée (Clain et al., 2019, 2018; Haddad et al., 2020; Singh et al., 2019).
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Le développement de médicaments anti ZIKV doit prendre en consideration plusieurs
spécificités telles que le passage du virus dans des sites immuno privilégiés (systéeme
nerveux central, placenta, gonades) et il doit étre adapté pour la cible particulierement fragile

que sont les femmes enceintes ou en projet de grossesse.

Il existe dans la littérature des essais menés in vivo sur primates non humains, visant a
administrer des anticorps monoclonaux isolés de patients infectés par ZIKV pour prévenir
d’une infection et notamment la transmission materno-foetale (Magnani et al., 2017). Les
stratégies préventives ou curatives utilisant des anticorps monoclonaux sont déja utilisées en
cancérologie et pour les pathologies inflammatoires et autoimmunes, mais rarement pour les
maladies infectieuses méme si de nombreuses études montrent des effets encourageants
notamment pour le SARS-CoV 2 (Ali et al., 2020; Qu et al., 2020; Chen et al., 2021).
Plusieurs stratégies cherchant a davantage cibler les réponses de la cellule héte en réorientant
des molécules thérapeutiques actives déja connues, comme celle utilisant le bartezomib, un
inhibiteur du protéasome, ont démontré une activité antivirale dans des modéles in vivo et
ont apporté certains espoirs (Bernatchez et al.,, 2020; Han and Mespléde, 2018). Les
avantages a cibler les réponses de 1'hote sont de limiter le risque d’apparition de variants
viraux résistants aux traitements, comme ce qui a été observé avec les analogues
nucléotidiques (Kumar et al., 2020; Saiz et al., 2018). Malheureusement, beaucoup de
composés ayant montré une efficacité antivirale in vitro ou chez I’animal ont échoué aux
tests cliniques, et aucun traitement n’a pour le moment montré suffisamment d’efficacité

chez ’homme.
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b) Vaccins

Plusieurs stratégies ont été envisagées jusqu'a récemment, optant soit, pour les virus
inactivés, soit pour des protéines d'enveloppe recombinantes associées a de I'ARN double
brin comme stimulant de I'immunité (Amaral et al., 2020; Garg et al., 2020) ou encore via
I'injection de protéines NS1 recombinantes (Bailey et al., 2019; A. Li et al., 2018). Des
vaccins @ ARN ont aussi été développés et testés sur des modéles murins (Pardi et al., 2017;
Richner et al., 2017). Cette technologie n’avait pas fait preuve de son innocuité ni de son
efficacité, jusqu’a la récente utilisation a tres large échelle des vaccins a ARN contre le
SARS-CoV 2, tournant une nouvelle page dans I’histoire de la vaccination (Dagan et al.,
2021; Pardi et al., 2018). Le but est surtout de protéger les personnes les plus a risque,
comme les femmes enceintes ou projetant de 1’étre, afin de protéger les nouveau-nés des
complications neurologiques dues a l'infection Zika (Rompay et al., 2019). Plusieurs
stratégies et options vaccinales ont déja été examinées en phase clinique I comme des
vaccins a ADN, des vaccins chimériques avec une base de VSV, ou des virus vivants

atténues (Abbink et al., 2018; Garg et al., 2018; Poland et al., 2019).

Les traitements et les vaccinations visent généralement a traiter ou a prévenir les
complications graves si elles n'induisent pas une immunité stérilisante. Etant donné le
nombre potentiellement important de formes asymptomatiques, ces essais thérapeutiques
n’auront un impact que si ils sont efficaces, mais surtout, ils doivent étre tolérables et siirs

pour les sujets sensibles (Schwartz, 2018).
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6. Organisation et structure du virus Zika

a) Structure génomique

Le génome du ZIKV est composé d’un ARN simple brin de sens positif de prés de 11 kb qui
code pour une polyprotéine maturée en 10 protéines, dont 3 structurales (Capsid: C,
Membranaire: prM, Enveloppe: E) et 7 non structurales (Non Structural: NS1, NS2A/B,
NS3, NS4A/B, NS5) (Cunha et al., 2016). La séquence codante est composée d’une unique
ORF et est encadrée par deux régions non traduites (UTR) (figure 8A). La polyprotéine
synthétisée sera maturée au cours du cycle viral pour donner les différentes protéines codées
par le génome. Chaque protéine posséde des fonctions spécifiques plus ou moins bien
caractérisées. La protéine C compose la nucléocapside enfermant le génome viral. La
protéine prM sert a la protection de la protéine d’enveloppe et joue le role de charniére dans
la particule virale. La protéine E est un composant de 1’enveloppe extérieure du virus en
contact avec les facteurs de liaisons cellulaires. Les protéines non structurales interviennent
pour le cycle de multiplication du virus en formant des complexes de réplication avec des
fonctions spécifiques, comme par exemple la protéine NS5 qui posséde 1’activité réplicative
avec un domaine de capping possédant une activité méthyltransférase (MTase) et une
fonction ARN polymérase ARN dépendante (RNA dependant RNA polymerase ou RdRp)

ainsi que les protéines NS2B/3 qui sont des protéases/hélicases.

La séquence non codante en 5’ est capable de former des structures secondaires et de
s’apparier avec des séquences codantes du virus, ce qui pourrait jouer un rdle dans le
déroulement du cycle viral et dans la capacité infectieuse (P. Li et al., 2018). Cette région

5’UTR permettra la reconnaissance par la NS5, la cyclisation de I’ARN viral et I’initiation de
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la traduction par la machinerie cellulaire (Ng et al., 2017). Chez les flavivirus, la mise en
place de la ‘coiffe’ (ou capping) de I’ARN viral se fait via la méthylation d’une guanosine
triphosphate en N-7 et du ribose en 2’OH via la NS5 et semble dépendante de la séquence de

I’ARN viral (Dong et al., 2007).

La région 3°’UTR quant a elle, est une suite de structures secondaires de type ‘tige-boucle’
qui constituent une caractéristique du genome des flavivirus. Elle se décompose en 3 sous-
régions distinctes, une hypervariable, une modérément variable et une région trés conservée
(Ng et al., 2017). La région 3’UTR est responsable d’une accumulation dans les cellules
infectées de sous populations d’ARN viral, les ‘subgenomic flavivirus RNA’ (sfRNA). Les
sfRNA sont produits par ’activité¢ des exonucléases XRNI1 et 2 de la cellule hote. Ces
exonucléases sont impliquées dans la dégradation des ARNm en conditions physiologiques.
Leur activité sur I’ARN viral depuis I’extrémité 5’ se heurte aux structures secondaires des
régions 3’UTR, ce qui inhibe leur progression. Le produit de la dégradation incompléte des
génomes viraux génére d’importantes quantités de sfRNA subgénomiques. Leur role est
semble-t-il important au cours du processus infectieux. lls participent ainsi a la manipulation
de diverses réponses cellulaires antivirales, chez les insectes comme dans les cellules de
mammiferes. lls constituent entre autres des leurres pour les systéemes de défense contre
I’intrusion de génomes étrangers tels que le systéme DICER d’interférence ARN (Chapman

et al., 2014; Schnettler et al., 2012; Slonchak et al., 2020a).
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Figure 8. Structure et maturation des flavivirus. A) Structure génomique des flavivirus
montrant ['unique ORF codant pour les genes structuraux ( C, prM, E) en rouge, et les
génes non structuraux (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5) en bleu. Elle est encadrée par
les régions non codantes (UTR) 5’ et 3°. B) Schéma de la maturation de la particule virale
avec la conformation des protéines d’enveloppe a chaque stade de maturation (DI, DII,
DIl représentent les domaines I, 1, et Ill, pr et FL représentent les protéines prM et la
séquence de la boucle de fusion des protéines d’enveloppe). C) Structure 3D obtenue par
cryoEM avec une résolution & 3,1 A. Un triangle noir représente la base de la structure
isocahédrale du virus, le parralelogramme représente un radeau de protéine d’enveloppe
(trimére de dimere) et de protéine M dans une particule mature. D) Dimere de protéines E
dans une particule mature de virus Zika. On peut observer les domaines | en rouge
associés a une boucle glycosylée, les domaines Il en jaune qui comportent une boucle de
fusion en vert, les domaines III en bleu marine. Enfin les domaines ‘tige’ et
transmembranaires sont en bleu clair. Le domaine transmembranaire de la protéine M est
en orange. Image modifiée de (Lee et al., 2018; Rey et al., 2018; Sevvana et al., 2018).
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b) Structure de la particule virale

La particule mature du virus Zika mesure environ 40 a 60 nm de diameétre. Sa structure est
composée d’une capside interne adoptant une structure icosahédrale, composée de protéines
C qui sont capables de lier et enfermer le génome viral (T. Y. Tan et al., 2020). Cette capside
est elle-méme entourée d’une enveloppe, composée de 180 protéines d’enveloppe (E) et
membranaires (M) qui s’associent au sein d’une bicouche lipidique. Cette enveloppe
provient, pour sa partie lipidique, du réseau endomembranaire de la cellule héte infectée. La
protéine d’enveloppe (E) contient 4 domaines, un transmembranaire (TM) associés a un
domaine ‘stem’ et 3 autres domaines appelés ectodomaines I, II et III (Figure 8B). Le
domaine | participe au maintien de la structure de la protéine E, le domaine Il est impliqué
dans la fusion et le domaine 111 est le domaine privilégié de liaison aux récepteurs cellulaires
impliqués dans 1’entrée virale. Il contient de plus les principaux épitopes reconnus par les
anticorps. Ensemble ces trois ectodomaines représentent la partie exposée de la protéine
d’enveloppe en surface de la particule virale. Les protéines E s’associent en dimeres
antiparalléles, puis en trimeres paralléles de dimeres, appelés radeaux (figure 8CD). La
particule est donc composée de 30 radeaux qui forment une structure mature dont la surface
est relativement lisse et comparable a une balle de golf (Zhang et al., 2017). Les protéines
virales membranaires ont une forme immature, prM, qui protege le peptide de fusion situé
dans la protéine d’enveloppe (E). Cette protéine prM évite une fusion précoce des particules
virales aux membranes cellulaires lorsqu’elles empruntent les voies de sécrétion cellulaire
pour étre exocytées (figure 8). Le peptide pr est clivé par les furines cellulaires lors de la
maturation de la particule (Yoshii et al., 2012). Celle-ci intervient au cours des toutes

derniéres étapes du cycle viral (voir ci-dessous), au moment de la sortie des virions et le
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peptide clivé est libéré dans le milieu extracellulaire en méme temps que la particule virale

mature.

7. Cycle viral

a) Attachement et entrée

L’entrée des flavivirus dans la cellule hote passe par une reconnaissance entre la particule
virale et des facteurs d’adhésion présents sur la surface des cellules cibles (Figure 9). Ces
derniers conditionnent le tropisme du virus. La reconnaissance et I'adhésion font intervenir
les composés lipidiques de I’enveloppe virale et la protéine d’enveloppe E, plus précisément
le domaine 11l de celle-ci (Zhang et al., 2017). Avant tout, pour comprendre comment le
virus peut interagir avec la cellule cible, il est nécessaire d’avoir une vision dynamique de la
particule virale qui n’est pas figée ni rigide. En effet, la variation de la structure méme de la
particule, notamment en fonction de la température, permet une sorte d’adaptation
‘morphologique’ en fonction des contextes. Les spécialistes parlent de ‘respiration’
permettant au virus d’adopter une forme davantage compacte et lisse chez les invertébrés, a
une température relativement basse (29°C) et une structure moins compacte avec des reliefs
dans un milieu a 37°C, comme chez les mammiféres. Cette derniere permet une meilleure
exposition de la protéine d’enveloppe et un acces aux lipides de la particule, parmi lesquels

des phosphatidyl-sérine (Fibriansah et al., 2013; Labeau, 2019).

Les facteurs protéiques présents en surface des cellules humaines et impliqués dans la liaison
et I’attachement de ZIKV a ses cellules cibles seraient principalement de la famille des
récepteurs TAM (AXL et TYRO1) qui opérent justement une reconnaissance des

phosphatidyl-sérines (PtdSer) en surface virale, via Gasé6 et les récepteurs de la famille TIM
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qui reconnaissent directement les PtdSer. Les récepteurs de type C-lectines (DC-SIGN,
mosGCTL-1) et des protéines de type 'heat shock protein’ (HSP70, GRP78/BiP) seraient
aussi des récepteurs potentiels du virus, aussi bien dans les cellules de mammiferes que dans
les cellules de moustique et ils reconnaitraient la glycoprotéine d’enveloppe E (Hamel et al.,
2015; Perera-Lecoin et al., 2013; Sirohi and Kuhn, 2017). Les glycosaminoglycanes de
surface cellulaire, comme le sulfate d'héparane, sont des facteurs d’adhésion moins
spécifiques mais ils participent a un tropisme relativement large des flavivirus et de ZIKV en

particulier (Kim et al., 2017).
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Figure 9. Cycle viral chez les flavivirus. L entrée des Flavivirus se fait aprés attachement
du virus sur la membrane plasmique suivie d 'une endocytose. La particule virale change
de conformation suite a [’acidification de [’endosome permettant [’exposition des
séquences de fusion et la libération du génome viral dans le cytoplasme. Le génome viral
est ensuite traduit par les ribosomes en une polyprotéine au niveau du réticulum
endoplasmique. Celle-ci est clivée par des protéases virales et cellulaires pour donner les
différentes protéines structurales et non structurales. La réplication du génome se met
alors en place au niveau d’invaginations de la membrane du RE ou [’encapsidation des
ARN viraux néosynthétises intervient. L’enveloppe virale mature ensuite dans [’axe
réticulum-golgi, ou le peptide pr de la protéine prM, qui protége la boucle de fusion est
clivé, permettant la formation d’un virion mature. La particule est ensuite sécrétée par
exocytose avec les peptides pr. Certaines particules sont néanmoins immatures ou non
infectieuses.

28



Apres I’étape d’attachement, le virus se fait internaliser suite a son endocytose par des voies
dépendantes ou indépendantes de la clathrine (Hackett and Cherry, 2018; M. Li et al., 2020).
Le transport vésiculaire centripete lui permet ensuite de gagner les endosomes dans lesquels
la fusion de I’enveloppe virale avec la membrane endosomale intervient, a la faveur d’un pH
endosomal acide et grace a une séquence de fusion présente dans le domaine Il de la E qui

est conservée chez tous les flavivirus.

Les protéines d’enveloppe des souches contemporaines de ZIKV comportent un site de
glycosylation sur [’asparagine 154 (N154) du domaine III. Cette glycosylation est
fondamentale pour une entrée efficace du virus, a la fois chez son hote vertébré et chez son
vecteur invertébré (Fontes-Garfias et al., 2017). Dans le cas de DENV, I’absence de
glycosylation de I’enveloppe ne semble pas impacter la cinétique de multiplication du virus
dans les cellules de moustiques, mais elle réduirait fortement I’infection des cellules
mammiferes (Mondotte et al., 2007). Enfin, la fusion de 1’enveloppe virale avec la
membrane endosomale, entraine la libération de la capside et du génome viral dans le

cytoplasme de la cellule (Lappala et al., 2018; Van Vlack and Seeliger, 2018).

b) Réplication et progénie

L’ARN viral libéré dans le cytoplasme est de polarité positive donc directement traduit par
des ribosomes. Ces derniers, associés au réticulum endoplasmique granulaire, permettent
I’insertion de la polyprotéine virale dans la membrane du réticulum. La polyprotéine subit
une maturation par l'action de protéases, d’origine virale (NS3) ou cellulaires (furines) (Roby
et al., 2015). Une fois les complexes de réplication formés par les protéines non structurales

maturées, I’ARN viral se circularise grace a une complémentarité entre les régions 5 et 3’
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non traduites, ce qui lui permet d’étre pris en charge pour étre activement répliqué. Dans les
complexes de réplication, la protéine NS5 orchestre la synthése d’'un ARN de sens négatif,
complémentaire au sens positif et permet la formation transitoire d’'un ARN double brin. Le
brin de polarité¢ négative sert de matrice pour une production en grande quantité d’ARN viral
de sens positif (Khromykh et al., 2001). Les nouveaux ARNSs viraux servent aussi bien

d’ARN messager que de matériel génétique a incorporer dans les nouveaux virions.

La réplication des flavivirus et du ZIKV en particulier est conditionnée par la formation
d’invaginations membranaires au sein du réticulum endoplasmique (Cortese et al., 2017).
L’expansion membranaire produite est la conséquence de modifications ultra structurales du
RE, induites et maintenues par le virus pour former des ‘plateformes’ de production de
nouveaux virions (Evans et al., 2020; D. L. Lin et al., 2019). Les ARNs néosynthétisés au
niveau de ces plateformes sont empaquetés par les protéines de capside. Un bourgeonnement
intervient pour enfermer les nucléocapsides dans la membrane du RE qui a incorporé les
protéines membranaires prM et d’enveloppe E (T. Y. Tan et al., 2020). Les nouvelles
particules émises dans la lumiere du RE transitent ensuite dans Golgi puis dans des vésicules
de sécrétion jusqu’a leur exocytose dans le milieu extracellulaire ou elles forment la progénie

virale (figure 9).

La littérature semble montrer une différence de cinétique d’infection, de réplication et de
production de particules virales infectieuses entre les souches africaines et asiatiques de
ZIKV. Les souches africaines présenteraient une plus grande capacité infectieuse en
comparaison des souches asiatiques épidémiques. Ce constat peut sembler contre intuitif

puisque les souches africaines ne sont pas connues pour étre responsables d’épidémies
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(Anfasa et al., 2017; Osterlund et al., 2019; Sheridan et al., 2018; Simonin et al., 2017). Les
différences entre les différentes souches virales, en termes de cinétique d’infection et de
réplication, pourraient étre liées a des capacités d’entrée différentes car il ne semble pas y

avoir de différences majeures dans I’activité intrinséque des RdRp de chaque souche (Zhao

etal., 2017; Bos et al., 2018).

c) Tropisme et cycle de multiplication dans 1’organisme humain

Les différentes manifestations cliniques résultent d’un tropisme cellulaire assez large de la
part de ZIKV lorsqu’il se multiplie dans I'organisme humain infecté (figure 10). Le premier
site de multiplication du virus, aprés pigdre par un moustique contaminant, se situe au niveau
de la peau. Les cellules épithéliales, les keératinocytes, les fibroblastes et les cellules
dendritiques résidentes semblent étres toutes susceptibles et permissives au ZIKV (Hamel et
al., 2015; J.-A. Kim et al., 2019). Plusieurs cellules immunitaires circulantes ou résidentes
semblent elles aussi permissives, participant a la dissémination virale dans ’organisme
(Michlmayr et al., 2017). ZIKV est surtout connu pour ses complications neurologiques chez
les nouveaux nés. Les données disponibles montrent que ZIKV infecte préférentiellement les
cellules neurales progénitrices et les astrocytes impliqués dans I’entretien du systéme
nerveux central. Ce tropisme explique en partie les retards de développement cérébral des
foetus et nouveaux nés infectés (Ferraris et al., 2019; Limonta et al., 2018). Une particularité
du ZIKV réside également dans sa capacité a persister dans le systéme reproducteur, en
raison d’un tropisme pour les cellules de sertoli et les spermatozoides (Mansuy et al., 2016;
Bagasra et al., 2017). De nombreuses lignées cellulaires issues de tissus variés sont

permissives et largement utilisées pour les infections in vitro. C’est le cas des cellules
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épithéliales pulmonaires (A549), ou des cellules hépatiques (HuH7, HepG2), ou encore

rénales (Alcendor, 2017; Shaily and Upadhya, 2019).

__/ Systéme
nerveux
central

L)

Leucocytes

Placenta et foetus

Figure 10. Tropisme du virus ZIKV. Adapté et traduit de (Miner and Diamond, 2017)

d)  Spécificités du genre flavivirus lors de leurs interactions avec leurs hotes et

pour la pathogenése

On connait une cinquantaine d’espeéces du genre Flavivirus. La plupart ont pour hote des
mammiferes, sont transmis par des arthropodes et sont donc des arbovirus (Simmonds et al.,

2017). Plusieurs aspects de l'infection par les flavivirus sont remarquables.
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(i) Les sfRNA

Une particularité déja évoquée est la production, au cours du cycle viral, de petits ARN
subgénomiques appelés sfRNA, correspondant a la région 3’ non codante du génome viral.
Ces ARNSs non codants semblent jouer un role trés important dans les processus infectieux et
lors de I’adaptation virale a ses différents hotes. Les sfRNA sont en effet connus pour
moduler les réponses antivirales comme la réponse Toll chez les arthropodes ou la réponse

interféron chez les mammiferes (Schnettler et al., 2012).

(if) “quasi espéces” et variabilité des génomes.

Comme pour de nombreux virus, la réplication des flavivirus aboutit a une production et une
libération de virus présentant des variabilités dans leurs génomes. On parle de quasi-espéeces.
Cette diversité des quasi-espéces permet par exemple au DENV d’optimiser ses interactions
avec son hote en favorisant la sélection de mutations dans la région 3’UTR qui lui sont
favorables chez I’insecte, puis d’en sélectionner d’autres plus optimales lors de son passage

chez les mammiferes (Villordo et al., 2015).

(iii) La protéine NS1

Une autre particularité des flavivirus est la production d’une protéine qui est sécrétée par les
cellules infectées, la protéine non-structurale 1 (NS1). Cette glycoprotéine virale est
retrouvée sous forme dimérique dans le réticulum endoplasmique et elle y est associée au
complexe de réplication viral. Elle est aussi retrouvée sous forme hexamérique comme
protéine extracellulaire soluble et circulante dans la sang (Muller and Young, 2013, p. 1). La
glycosylation de cette protéine semble indispensable pour sa stabilité et sa présence

33



extracellulaire, puisqu’une suppression de la glycosylation conduit a une réduction de sa
sécretion (Annamalai et al., 2019; Macdonald et al., 2005). La forme hexamérique de la NS1
sécrétée (sNS1), trés décrite pour la dengue, s’apparente a une lipoprotéine, car elle serait

capable de fixer et transporter des lipides (Gutsche et al., 2011, p. 1).

L’identification de la sNS1 a permis 1I’élaboration d’une stratégie diagnostique spécifique
pour les flavivirus (L. K. Tan et al., 2020), mais aussi de mettre au point des stratégies
antivirales. Cette protéine est en effet largement impliquée dans la pathogénése, en inhibant
les facteurs du complément pour le WNV, ou en participant a la perméabilité vasculaire pour
le DENV (Chen et al., 2018; Chung et al., 2006). La sNS1 aurait également un réle dans la

compétence vectorielle, en promouvant 1’infection chez le moustique (J. Liu et al., 2016).
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B. Interactions Hote-Pathogéne et manipulation des réponses de I’Hdte par le virus
Zika

La résolution de Il’infection virale dépend d’un ensemble de réponses cellulaires et
moléculaires, mises en place précocement dans le but d’éliminer rapidement le virus
pathogéne. Lors de I’infection et quel que soit I’hote, le virus révele d’étonnantes capacités a
établir des contre-mesures pour limiter, voire bloquer, certaines des réponses antivirales et
pour optimiser sa dissémination en échappant aux systéemes visant a le contrer. Les
interactions hote-virus ressemblent a une véritable course a “I’armement” et aux stratégies de
manipulations mutuelles, lesquelles semblent s’étre mises en place et avoir évolué depuis
leurs premiéres rencontres. Cette course parallele a contribué a voir émerger le concept
métaphorique de ‘red queen effect’ qui suggere que les interactions entre les pathogenes et
leurs hotes entrainent des évolutions permanentes pour le maintien d’une sorte de ‘“statu

quo™.

L'organisme a plusieurs niveaux de surveillance et de mise en ceuvre de défenses vis a vis de
I’agent infectieux. Les barriéres contre les infections sont d’abord physiques, avec les
différents tissus épithéliaux (peau, épithélium intestinal, epithelium pulmonaire) et les
cellules sentinelles du systeme immunitaire. Puis la lutte contre ’agent infectieux est
cellulaire et moléculaire. Un ensemble de réponses composent I’immunité innée ou acquise
et la réponse immunitaire adaptative. Elles conduisent a la mise en place de programmes et

d'outils moléculaires visant a neutraliser le virus. La multiplication intracellulaire d’un virus,
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le detournement des ressources et des activités cellulaires que cela occasionne vont
également engendrer divers stress (métabolique, oxydant, stress du réticulum endoplasmique
(RE),...). Ces stress seront autant de signaux de danger que la cellule analysera pour décider
de se maintenir ou pas en vie. Les réponses cellulaires a ces différents stress telles que
I’autophagie, I’'UPR ou I’apoptose font partie de 1’arsenal de réponses en principe antivirales
avec lesquelles le virus va composer. Les différentes réponses déployées par I'hote lors de
I’infection et leurs manipulations éventuelles par ZIKV seront abordées dans les prochains

paragraphes.

1. Les réponses immunes lors de I’infection par virus Zika

a) Laréponse cellulaire innée

La réponse cellulaire innée repose sur des cellules qui s'activent de maniere non spécifique et
peuvent répondre a tous les types de signaux de danger. C’est une premiere ligne de défense
de I'organisme qui doit par exemple faire face a I’élément exogene qui se multiplie a ses
dépens. Toutes les cellules qui détectent un intrus potentiellement dangereux sont capables
d’actionner individuellement des réponses innées. Des cellules spécialisées comme les
cellules dendritiques (DCs), les neutrophiles, les monocytes et les cellules tueuses naturelles
(NK) constitueront les sentinelles pour la détection de I’intrus. Lors d’une infection par un
arbovirus, les premiéres interactions virus-cellule interviennent dans le tissu épidermique
(Garcia et al., 2017; Glatz et al., 2017; Vogt et al., 2018). Les cellules dendritiques du derme
ou les cellules de Langerhans, et les monocytes circulants rapidement recrutés deviennent les
premiéres cibles (aprés les cellules de la peau) pour les arbovirus, car ces cellules mobiles

permettent aux pathogeénes de gagner I’ensemble des tissus (Johnston et al., 2000; Lei et al.,
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2020). Lors de l’infection par ZIKV, on observe une infiltration et une activation de
monocytes, neutrophiles, cellules dendritiques et cellules Natural Killer (NK) (Hirsch et al.,
2017; Silveira et al., 2017). Les monocytes intermédiaires (CD14+ CD16+) et les cellules
dendritiques plasmacytoides activées semblent retourner a un état basal pré-infectieux trés
rapidement lors de la phase de rémission (Lai et al., 2018; Tonnerre et al., 2020). En
rejoignant les ganglions lymphatiques primaires et secondaires, pour activer les cellules
immunitaires adaptatives, ces cellules permissives au virus et présentatrices d’antigénes
(CPA) participent a la dissémination virale dans 1’organisme (Michlmayr et al., 2017
O’Connor et al., 2018). Certains types de macrophages spécialisés comme les cellules de
Hofbauer qui résident dans le tissu syncytiotrophoblastique semblent permissives au ZIKV.
Leur capacité a franchir les barrieres expliquerait en partie la transmission materno-foetale
de ZIKV (Rabelo et al., 2020; Simoni et al., 2017; Zulu et al., 2019). ZIKV a pu acquérir la
capacité d’utiliser I’'immunité cellulaire innée, en infectant les monocytes/macrophages pour
accéder a des tissus normalement immuno-privilégiés. Cela expliquerait également sa
capacité a atteindre les tubes séminiféres par l'intermédiaire d’une infection des macrophages
S100A4+ et la production d’interféron gamma contribuerait a la perméabilisation de la

barriére sang-testicule (Yang et al., 2020).

b) La réponse immune adaptative

La migration des CPA au sein des ganglions lymphatiques conduit a une maturation et a une
plus grande spécificité de I'immunité a travers la mise en place de 'immunité adaptative
(Gaudino and Kumar, 2019). Les CPA présentent les antigenes viraux apres protéolyse et

association aux complexes majeurs d’histocompatibilit¢ (CMH) I et II. La réponse adaptative
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passe par ’activation des Lymphocytes cytotoxiques (CD8+) T Helper (CD4+) qu’on peut
diviser en deux groupes majoritaires, ceux de la réponse Thl qui participent a I’activation de
la réponse cytotoxique, et ceux de la réponse Th2, qui participent a I’activation des
lymphocytes B, producteurs d’anticorps (Berger, 2000). D’autres sous-types de lymphocytes
contribuent a la régulation des réponses Thl et Th2. Parmi les réponses, la Th17 est
caractérisée par la production d’IL-17 et est pro-inflammatoire et la Treg (régulatrice de
I’inflammation), caractérisée par la production d’IL-10, est anti-inflammatoire (figure 11)
(Eisenstein and Williams, 2009; Rouse and Sehrawat, 2010). Dans le cas d’une infection
virale, les lymphocytes B et T (CD4 et CD8) sont activés s'ils re¢oivent plusieurs signaux,
dont I’antigéne viral présenté par le CMH, mais aussi des signaux de costimulation comme
la liaison de CD40 - CD40L et CD28 - CD80/CD86 (Chen and Flies, 2013). Dans le cas de
I’infection par ZIKV on observe une réponse lymphocytaire T, CD4 (helper) et CD8
(cytotoxique) classique (Pardy and Richer, 2019). L’immunogénicité chez 1’homme est
associée a une activation forte des CD4 via les protéines E, NS1, NS3 et NS5, alors que la
réponse CD8 semble plutét activée par les protéines E, NS3 et NS5 (El Sahly et al., 2018).
Ces données montrent I’importance des protéines non structurales du virus pour la mise en
place d’une réponse immunitaire robuste. Cette implication doit étre considérée dans le
développement des stratégies vaccinales qui focalisent généralement sur I’immunogénicité
des protéines d’enveloppe. Enfin la réponse lymphocytaire B semble fortement induite lors
de I'infection par ZIKV, avec pour preuve la présence, dans les modeles de primates non-
humains, de centres germinatifs ou proliferent les lymphocytes B activés qui donneront les
lymphocytes B mémoires et les cellules productrices d’anticorps (antibody producing cell

APC), associés a une réponse humorale neutralisante (O’Connor et al., 2018).
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Figure 11. Réponse cellulaire innée et réponses cellulaire adaptative lors d’une infection
virale. Lors de [l’infection virale, les cellules présentatrices d'antigene et notamment les
cellules dendritiques et les monocytes s’activent et stimulent [’activation des cellules de
limmunité adaptative. Les cellules CD4+ activées s'orientent difféeremment selon le
contexte cytokinique. Les réponses Thl et Th17 sont des réponses a des signaux pro-
inflammatoires associées a une réponse cytotoxique. Les réponses Th2 et Treg sont des
reponses plutét anti-inflammatoires favorisant la réponse anticorps par les LB et inhibant
la réponse Thl. Extrait de (Rouse and Sehrawat, 2010).
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2. Laréponse humorale lors de I’infection par virus Zika

a) Lecomplément

Les facteurs du complément sont des protéines solubles du plasma impliquées dans le
controle des maladies infectieuses. Il existe 3 voies pour 1’activation du complément, une
voie classique, activée par les anticorps, une voie Mannose binding lectin (MBL) et une voie
alternative. Ces trois voies conduisent a la reconnaissance du pathogéne (opsonisation) et a
la destruction de ces micro-organismes ainsi que des cellules infectées via le complexe
d’attaque membranaire (MAC) (figure 12) (Serna et al., 2016). Lors de I’infection par
ZIKV, le complément semble jouer un réle non négligeable dans la réponse anti-virale. En
effet, la littérature met en évidence que la formation de MAC par la voie classique a un effet
virucide et conduit a réduction du titre viral (Schiela et al., 2018). Néanmoins, certaines
données montrent que dans le méme temps, la protéine E de ZIKV inhibe la formation de

MAC, limitant son effet virucide (Malekshahi et al., 2020).
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Figure 12. Systéeme du complément lors de ['infection par un flavivirus. Les voies
classiques (CP) et lectine (LP) conduisent a la formation de la C3 convertase classigue,
alors que la voie alternative (AP) conduit a une C3 convertase alternative. Les trois voies
conduisent ensuite a une C5 convertase et a la formation de complexes d’attaque
membranaire (MAC). La voie LP est plutét décrite pour interagir avec des protéines
virales solubles (NS1), alors que la voie CP aurait une interaction directe sur la particule
Virale. Les produits de clivage des protéines du complément qui n’entrent pas dans la
composition des convertases peuvent servir d’opsonine (C4b, C3b) ou de
chemoattractants/anaphylatoxines (C3a, C5a) Extrait de (Byrne and Talarico, 2021)

b) La réponse humorale adaptative

Lors d’une infection virale, la réponse humorale et lymphocytaire B, conduit a une
production d’anticorps neutralisants pour éliminer efficacement les virus circulants. Cette
réponse doit pouvoir induire une immunité mémoire pérenne pour étre protectrice vis-a-vis
d’une infection secondaire. (DOrner and Radbruch, 2007). La réponse humorale semble, tout

comme pour d'autres Flavivirus tels que la Dengue, étre dirigée contre les protéines prM, E

41



et NS1 mais aussi NS2B (Ravichandran et al., 2019; Stettler et al., 2016). La mise en place
de cette réponse humorale perdure au moins 2 ans et semble diminuer au-dela (Collins et al.,
2017). 11 est a noter que les sérologies croisées entre ZIKV et d’autres Flavivirus comme la
Dengue (Zaidi et al., 2020) rendent le diagnostic différentiel difficile. De plus, les
phénomenes de facilitation de I’infection par des anticorps préexistants avec 1’exemple des
infections secondaires par les différents sérotypes de Dengue (Guzman et al., 2013), posent
la question des risques liés a une immunité croisée. Il est connu que des infections
successives par différents sérotypes de Dengue conduisent a des formes sévéres plus
fréquentes. Le mécanisme de facilitation dépend d’une formation de complexes immuns
entre les virus infectieux et des anticorps devenus sub-neutralisants (antibody dependant
enhancement ADE) (figure 13) (Guzman et al., 2013). Ces complexes immuns modifient le
tropisme cellulaire viral et diminuent la réponse inflammatoire ce qui pourrait rendre compte
des formes plus sévéeres de Dengue. Des co-infections ou surinfections DENV/ZIKV ont été
observées en particulier au Brésil devenu endémique pour ces flavivirus (Carrillo-Hernandez
et al., 2018), mais les manifestations cliniques dues a Zika n’ont pas été significativement
différentes chez les sujets qui avaient été pré exposés au virus de la Dengue (Masel et al.,
2019). En revanche, il est possible qu’une pré-exposition au ZIKV puisse conduire a des
formes séveres de Dengue (Katzelnick et al., 2020). Des modeles expérimentaux montrent
une augmentation de la progénie virale lors de I’infection par ZIKV en conditions de pré-
exposition a la Dengue, soulevant des questions sur la modulation des transmissions
respectives de ces virus dans les régions de co-circulation (Tang et al., 2020). Finalement, les

données sur le role de I’ADE entre ZIKV et d’autres flavivirus comme celui de la Dengue
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restent trop parcellaires pour clairement démontrer un risque clinique accru lors d’une

réinfection.

DENV-Antibody
immune complex

DAK and
Atg5-Atgl2 l,DownreguIation

: 9 IL-12 and IFN-o.

P
1
]
1
1
1
1
1
]
]
1
)/ IL- 10
TPRR Signaling | PRR Signaling -
Involving RIG Involvmg RIG Secretion
and MDA5 and MDAS N o
Q e G p65 subunlt SOCS3
°f NE-1B and soc51

Production ¢Product|on
of IFN o/B of IFN a/B J[{IL-6, IL 8, IL-1B ]
Q and TNFa STAT 18,
~—— Activation
t Less virus progeny J : (5 : T:::;::z:

Figure 13. Mécanisme d’aggravation de [’infection médié par les anticorps. La partie
gauche montre une infection classique avec [’activation de plusieurs voies de |'immunité
innée, notamment a)b)c)d) aboutissement a une infection contrdlée. La partie droite
montre une internalisation du virus médiée par les anticorps et leurs récepteurs (FcyR),
conduisant a une diminution de la réponse interféron 2)3)4)8)9) associée a une
perturbation de la réponse cytokinique 6)7)10) conduisant a une progénie virale bien plus
importante que lors d’une primo infection 12). Extrait de (Khandia et al., 2018).
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3. Reéponses moléculaires innées antivirales

a) L’activation de PRRs lors de I’infection virale

La reconnaissance des éléments étrangers et notamment des pathogenes est possible grace a
la présence en surface cellulaire et au niveau intracellulaire de plusieurs ‘senseurs’ de motifs
pathogéniques exogenes (PAMPs, pour “pathogens associated molecular patterns”) ou
dangereuses (DAMPs, pour “danger associated molecular patterns”). On distingue dans cette
grande famille de récepteurs, les Toll like receptors (TLRs), les RIG-I like receptors (RLRS),
les NOD-like receptors (NLRs) et les AIM2-like receptors (ALRs). Ces PRRs reconnaissent
une trés grande variété de motifs conservés chez des agents étrangers, ou reflétant une
physiologie cellulaire aberrante (Takeuchi and Akira, 2010). Les TLRs 1, 2, 4, 5, 6 sont
exprimés a la surface cellulaire et sont principalement engagés dans la reconnaissance de
motifs lipidiques et glucidiques (Lipopolysaccharides, flagellines, glycoprotéines) provenant
de micro-organismes tels que les bactéries ou les champignons mais aussi certains virus. Les
TLRs 3, 7, 8, 9 RLRs et NLRs se retrouvent surtout aux niveaux intracellulaires et
reconnaissent principalement des acides nucléiques (ARN simple brin, double brin, ADN
CpG), des constituants des parois bactériennes ainsi que des composants intracellulaires
bactériens (Chow et al., 2015). L’activation des PRRs par ces motifs exogénes conduit a des
voies de signalisations intracellulaires conservées, souvent redondantes, mais tres controlées,
comme la voie NF-kB qui est un facteur de transcription lié a la production de cytokines pro
inflammatoires, telles que les interleukines 1 beta, 6, 8 (IL-1beta, -6, -8). Les virus a ARN
simple brin, tels que ZIKV, induisent majoritairement une réponse liée a la reconnaissance
de leur matériel génétique sous sa forme simple et double brin (qui est spécifique de la

réplication virale). Cette reconnaissance implique les TLR3 et TLR7, ainsi que les RLRs,
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RIG-I et MDA5 (Jensen and Thomsen, 2012) et conduit a la production d’interféron mais

aussi de cytokines pro-inflammatoires par activation de la voie NF-kB.

b) La réponse interféron

Une infection virale détectée par les récepteurs de I’'immunité innée déclenche la mise en
place d’un programme cellulaire antiviral. En 1957 Alick Isaacs et J. Lindenmann isolent
une molécule cellulaire interférant avec les virus animaux, et la nomme interféron (Henle,
1950; Isaacs and Lindenmann, 1957). Cette réponse interféron est induite par les PRRs
intracellulaires notamment TLR3/7 et les RLRs (RIG-I et MDA-5). Pour TLR3 une protéine
adaptatrice TRIF permet le recrutement et ’activation par phosphorylation d'IRF-3, un
facteur de transcription qui s’associe en homodimeére ou hétérodimére avec IRF-7, un autre
facteur de transcription (Yamamoto et al., 2003). Les RLRs, RIG-1 et MDA-5 sont des
senseurs cytosoliques reconnaissant I’ARN double brin produit par la réplication d’un virus a
ARN. Leur activation conduit a leur association avec la protéines MAVS (ou IPS1, VISA),
puis au recrutement des protéines TBK1 et IKKe, qui conduiront tout comme la voie TLR3 a
la phosphorylation d’IRF3 et/ou IRF7, lesquels activent la transcription du gene codant pour
I’interféron (Au et al., 1995; Rehwinkel and Gack, 2020). Toutes les cellules sont capables
de produire de I’'I[FNa/B, mais ces cytokines sont majoritairement produites par des cellules
spécialisées que sont les cellules dendritiques plasmacytoides (Siegal et al., 1999).
L’interféron de type I ainsi sécrété pourra agir de manicre autocrine ou paracrine en se fixant
sur les récepteurs de l'interféron o/ (IFNAR 1 et 2) dont la distribution est trés ubiquitaire.
Deux autres types d’IFN existent, I'IFN de type II (IFNgamma) dont les récepteurs sont les

IFNGRI1 et 2, et les types III (IFNlambda) dont les récepteurs sont les I’'ILIOR2 et
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I’IFNLR1(IL28R) (figure 14). La fixation de I’IFN conduit a la dimérisation des récepteurs
et a la transphosphorylation des protéines TYK1 et JAK2 (Janus Kinase 2) pour les IFNs de
type | et 1l qui utilisent les mémes voies de signalisation, alors que les IFN de type Il
passent par ’activation de JAK1 et 2 (Darnell et al., 1994). La transduction conduit a la
phosphorylation des protéines STAT (signal transducer and activator of transcription
proteins ) et a leur association 1) en homodimere pour STAT1 en réponse aux IFN de type 1l
et 2) en hétérodimere STAT1-STAT?2 et IRF9 pour les IFN | et Ill. Les dimeres de STATs
pourront ainsi gagner le noyau et jouer leur réle de facteurs activateurs de transcription des

génes stimulés par I’interféron (interferon stimulated genes, ISG) (Schneider et al., 2014).
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Figure 14. Cascade de signalisation des IFNs. Les IFNs de type | et 11l peuvent utiliser
des voies redondantes avec la formation d’homodimeres ou d’hétérodimeres de STAT1/2.
L’IFN de type Il passe exclusivement par la signalisation JAK1/2 et une homodimérisation
de STAT1. Extrait de (Ronnblom and Leonard, 2019)

c) Les geénes stimulés par I’interféron (ISGs)

Les dimeres de STATSs phosphorylés, jouent leur réle de facteurs de transcription au niveau
de promoteurs particuliers qui répondent a l'interféron (Interferon stimulated response
element, ISRE). Ces régions promotrices caractérisent les génes 1SGs, stimulés par
I’interféron pour la mise en place d’un programme antiviral (Au-Yeung et al., 2013). Les

ISGs rassemblent plus d’une centaine de génes aux fonctions diverses allant des PRRs aux
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facteurs de transcription, en passant par les molécules directement antivirales (figure 15).
Parmi les PRRs, on retrouve notamment les RLRs, et les TLRs, notamment RIG-1 et TLR3,
dont la surexpression en conditions infectieuses potentialise la détection du virus et la
réponse cellulaire antivirale. Les IRFs sont aussi sensibles a I’'I[FN comme IRF7. Parmi les
ISGs a action antivirale, les plus étudiés sont les OAS, qui synthétisent des 2’-5°
oligoadenylates sur les ARNSs viraux et permettent leurs reconnaissance et leur dégradation
par la RNAseL (Drappier and Michiels, 2015). Paralléelement a I’induction de leur
dégradation, les ARNs viraux constituent des PAMPs reconnus par la protéine Protein
Kinase R (PKR). PKR activée diminue la traduction par la phosphorylation de elF2a et
limite ainsi la synthése de protéines virales (Rojas et al., 2010; Taylor et al., 2005). PKR est
aussi impliquée dans I’induction de I’inflammation et de 1’apoptose lors de I’infection virale
(Gal-Ben-Ari et al., 2019). Certaines ISGs ont pour role de réguler la réponse IFN. C’est
notamment le cas des protéines Suppressor of cytokines signaling (SOCS) et ubiquitin
carboxy-terminal hydrolase 18 (USP18) qui inhibent la voie JAK/STAT (lvashkiv and
Donlin, 2014). Les données de la littérature indiquent que I’infection par ZIKV produit une
réponse IFN fonctionnelle (Frumence et al., 2016), mais modulée a plusieurs niveaux, qui

seront détaillés plus loin dans ce manuscrit.

48



‘hra'

DG tP ns

Long \, X
Tm ﬂ
CpG DNA dsRNA PPP-ssRNA
AN WAVAMR shot — pppms / Tm Ttl':‘;
SSRN A dsRNA dsDNA ¢ 14‘ i FvD2 :
7 /I ‘l/\/i\ D | ARl
. g {
End ~ D:‘),Al‘ DAI) ——» Pat hogen recognition
losome |-~
. LR9 TLR Mltochondrlon 'k’ R G-1 Regulation of host
DNA ss TRIM proteins =% response, inhibition
PS] receprors of viral transcription
MDAS \ = .
- | MicroRNAs )— Gene regulation
PS! & dsRNA
e A
T { 2'5"-OAS) .
/ li"\[i g E (RNasel RNA degradation
) Z0 |
e : Inhibition
\ > EXR) of translation
RF3 Inhibition of viral
o’ P50lpé5 > Mx protein) = transcription and
= U NFRB trafficking
(ADAR
™ Capceeci)y— > RNA editing
Cytoplasm (b lﬁ - Protein medification
[ ] e [ ) [ e - & [ - [ ) e D [ ] &> & > [ [ —
Nucleus =» Woay ———e
U’A\uBI E g JFN-stimulated |
(RF3 0Py Gy lgenes |
rez ) P 65 URF9)
MPNFAF ‘I/VAV N/ N/ N/

Nature Reviews | Immunology

Figure 15. Expression des genes stimulés par [’interféron. La reconnaissance des motifs
moléculaires étrangers, tels que de I’ARN simple brin (ssRNA) ou double brin (dsRNA)
peut conduire a [’activation de la voie NFkB, mais surtout a l’expression d’interféron et
aux genes antiviraux associés que sont les IFN-stimulated genes (ISGs). Parmi eux on
distingue des PRRs (RIG-I, MDAD5), des enzymes de dégradation des ARNSs viraux (OAS,
RNaseL), des inhibiteurs de traduction (PKR), ou des protéines modifiant des protéines
Virales et celles de I’héte comme des ubiquitine-ligases (TRIMs, 1SG15). Extrait de (Bowie
and Unterholzner, 2008).

d) L’inflammation viro-induite

L’afflux de cellules immunitaires conduit & une inflammation du tissu infecté. Si le
processus inflammatoire est une réponse innée et normalement protectrice quand elle est

résolue, elle peut devenir pathologique si elle est perturbée ou entretenue dans le temps
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(Furman et al., 2019). L’infiltration tissulaire et notamment dermique conduit a une
inflammation localisée avec une production de cytokines et chimiokines souvent pro-
inflammatoires et pyrogénes comme I’interleukine 1beta (IL-1b), I’interleukine 6 (IL-6) ou
I'interleukine 8 (IL-8) caractérisant la phase aigué de I’infection (lani et al., 2016; Tappe et
al., 2016). Ces réponses inflammatoires sont souvent dues a la production de ces cytokines
par des cellules de I'immunité innée et adaptative, mais aussi par les cellules non-
immunitaires. Elles permettent le recrutement efficace d’autres cellules immunitaires,
jusqu’a la résolution de I’infection. Les voies de signalisation conduisant a la production de
cytokines pro- ou anti-inflammatoires sont nombreuses et souvent redondantes lors des
infections virales (Mogensen and Paludan, 2001). Parmi toutes ces voies conduisant a la
production de cytokines, une est particulierement étudiée, c’est la voie impliquant le facteur
de transcription NFkB (Nuclear Factor kappa B). La voie NFkB est une réponse moléculaire
rapide et non dépendante d’une synthese protéique. En effet, il existe dans un état basal un
complexe formé de protéines inhibitrices de NFkB, notamment IkBa. IkBa pourra étre
phosphorylé par différentes voies de signalisation, via I’activation de PRRs. Parmi les voies
de signalisation conduisant a I’activation de NFkB, hormis les récepteurs de cytokines pro-
inflammatoires (TNFR, IL1R), on retrouve les TLRs. La reconnaissance des ARNS viraux
par TLR3 peut conduire, via la protéine RIP1, a ’activation de la protéine NEMO puis a la
dégradation des inhibiteurs de NFkB (IkB). Une fois phosphorylé, IkB sera ubiquitinylé et
adressé au protéasome pour dégradation, libérant ainsi les deux sous unités p50 et p65
formant le facteur de transcription NFkB (Liu et al., 2017). L'activation de NFkB conduit a
I’expression de nombreux genes dont plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que 1’IL-

1B et I'IL-6. L’activation de NFkb peut aussi conduire a la transcription de NLRP3 ou
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NALP3, protéine support de I’inflammasome. L’inflammasome est un complexe protéique
composé de NLRP3, la protéine adaptatrice ASC, et de la Caspase 1. Ce complexe permet

entre autres la maturation de cytokines pro-inflammatoires comme 1’IL-1b et 1’'IL-18.

4. Manipulation des réponses immunes par le virus Zika

a) Manipulation des voies de l'interféron

Comme énoncé dans le paragraphe précédent, la réponse interféron est une des réponses de
défense antivirale les plus immédiates auxquelles un agent infectieux pathogene
intracellulaire doit faire face. Il n’est donc pas rare de voir que les virus ont acquis au cours
de leur coévolution avec leur hote, une certaine protection vis a vis de cette réponse innée
qui leur est défavorable (Katze et al., 2002). ZIKV ne déroge pas a la regle et une abondante
littérature décrit les facteurs qui chez les flavivirus interferent avec la réponse interféron.
Premierement, un des facteurs propres aux flavivirus et propices a “interférer” avec les
réponses innées, est fourni par les ARN viraux subgénomiqgues, les sSfRNA (Goertz et al.,
2018). Ces sous-produits de la dégradation des ARNs viraux par la XRNase (voir plus haut)
avec leurs structures secondaires caractéristiques sont abondamment produits au cours du
cycle viral. Ils ont la capacité de leurrer la voie ARN interférant (RNAI), aussi bien chez le
moustique vecteur que chez les mammiferes (Schnettler et al., 2012). Ils permettent aux
génomes viraux complets d’échapper aux systémes de défense de 1’hote qui passent par la
dégradation des ARNs. Les sfRNA peuvent aussi perturber la réponse immune innée par la
voie RIG-I, via la déubiquitinylation de TRIM25 (Manokaran et al., 2015). Parmi les
facteurs viraux, la protéine NS5 est largement décrite comme inhibitrice de la translocation

nucléaire de STAT2, de la réponse via RIG-1 ou encore des facteurs intermédiaires de la voie
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interféron comme TBK1 (Grant et al., 2016; A. Li et al., 2020, p. 5; S. Lin et al., 2019). De
plus, la protéine NS5 du ZIKV formerait des structures particulieres, associées aux corps
nucléaires composé de Promyelocytic Leukemia Protein (PML) dans le noyau, voire
diminuerait leur nombre, ce qui limiterait d’autant plus la réponse a I’interféron (Conde et
al., 2020; Garcia et al., 2020; Tan et al., 2019). D’autres facteurs viraux ont été decrits
comme acteurs possibles d’'une modulation de la réponse interféron, notamment la protéine
NS1 de la souche épidémique qui semble avoir acquis une mutation (A188V) qui améliore sa
capacité a inhiber la réponse IFNo, en comparaison de la NS1 de la souche historique
MR766 (Xia et al., 2018). D’autres protéines virales sont impliquées dans la manipulation de
la réponse interféron comme la NS2B3 et NS4B qui retarderait méme possiblement la mort

cellulaire induite par la reconnaissance de double brin d’ARN (Wu et al., 2017).

b) Manipulation des voies de I’inflammation et de I’inflammasome

La réponse inflammatoire est cruciale pour la résolution d’une infection virale. En effet, elle
conditionne, entre autres, le recrutement des cellules immunitaires et les réponses innées et
adaptatives. Les cytokines pro-inflammatoires produites permettent aussi d’activer de
nombreuses réponses anti-virales et méme d’induire la mort cellulaire des cellules infectées.
Lors d’une infection par un flavivirus, de nombreuses voies de signalisation inflammatoire
sont activées (Garcia et al., 2017; Maximova et al., 2009). Dans le cas spécifique de ZIKV,
les cellules périphériques mononucléées (PBMC), les macrophages, les cellules astrocytaires
ou les cellules rénales humaines induisent une réponse inflammatoire avec une production
d’IL-1b mature via I’inflammasome (He et al., 2018; T. Liu et al., 2019; Tricarico et al.,

2017; Wang et al., 2018). Des données sur 1’activation de la caspase 1 et I'inflammasome,
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semblent montrer que la protéine NS1 serait capable de recruter une deubiquitinase pour
prévenir la dégradation de la caspase 1, ce qui permet d’entretenir la production de cytokines
pro-inflamatoires mais permet aussi de limiter la réponse IFN en clivant la protéine cGAS
(Zheng et al., 2018). Certaines données suggeérent néanmoins que des facteurs viraux,
comme la NS3, seraient capables de réduire I’activité¢ de l'inflammasome pour limiter la

réponse immunitaire (Gim et al., 2019)

5. Le stress du réticulum et la réponse UPR, réponses cellulaires lors de I’infection
virale

a) Le stress du réticulum

Le réticulum endoplasmique (RE) est un compartiment essentiel de la physiologie cellulaire.
C’est le lieu de la synthese et du renouvellement des composantes lipidique, protéique et
glucidique des membranes, le point de départ pour les voies de sécrétion et le site cellulaire
majeur pour le stockage des ions calcium libres Ca*. Les protéines transloquées dans le RE
acquierent la plupart du temps leur conformation native, au travers de la formation
d'interactions hydrogénes, d'interactions de faible énergie (Interactions de Van der Waal), de
la formation de ponts disulfures et en subissant des modifications post-traductionnelles
importantes, comme des glycosylations, des phosphorylations ou des oligomérisations. Le
repliement correct et le contrdle tres strict de celui-ci est trés organisé au sein du RE
(Braakman and Hebert, 2013). Néanmoins, suite a un événement perturbateur tel qu'un
afflux et une accumulation de protéines, un mauvais repliement protéique, une dysfonction
des échanges ioniques et treés fréquemment au cours d’une infection virale, le réticulum peut

étre sujet a un encombrement temporaire ou persistant, conduisant a un stress (ER stress)
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(Oakes and Papa, 2015). Physiologiquement, ce stress existe dans certaines conditions qui
exigent une sécrétion rapide et trés active de protéines. C’est le cas lors de la différenciation
des lymphocytes B en APC, ou le RE doit accroitre de maniéere importante sa capacité de

production d’immunoglobulines (Gass et al., 2004). C’est aussi le cas lorsque les cellules B
pancréatiques répondent 2 une élévation de la concentration en glucose, et augmentent le

niveau de la production de I’insuline (Kim et al., 2012). Le repliement et le contrdle des
configurations tridimensionnelles des protéines est assuré par de nombreuses protéines
chaperonnes, dont la Glucose Related Protein de 78kDa (GRP78/BiP) ou la GRP94. Cette
protéine GRP78 ou BiP joue un réle important dans la détection du stress du RE, puisqu'elle
sert au titrage des protéines mal repliées (Hendershot, 2004) et transduit le signal d’un
encombrement du RE. Le stress du RE est un dénominateur commun dans plusieurs
pathologies, comme le diabete, les maladies neurodégénératives ou les cancers. Le mauvais
repliement de protéines et leur accumulation conduit au stress qui induit ensuite une réponse
cellulaire a ces protéines mal repliées, appelée the ‘unfold protein response’ (UPR) initiée

pour résoudre le stress.
b) Laréponse UPR (Unfold Protein Response)

Suite a un stress du RE, la réponse UPR se met en place. Cette réponse biologique, dont
I’objectif est la restauration de I'homéostasie, permet dans un premier temps de limiter
I’afflux et I’encombrement du réticulum en protéines. Pour se faire, trois branches de ’'UPR

sont activees (figure 16).

La premiere voie est celle de la Protéine kinase R-like (PKR-like) Endoplasmic Reticulum

Kinase (PERK). PERK est un récepteur transmembranaire situé dans la lumiére du réticulum
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qui, dans des conditions normales et physiologiques, est lié a la protéine chaperonne
BiP/GRP78. Le recrutement de la chaperonne BiP par des protéines mal repliées en quantités
croissantes libére PERK qui peut alors oligomériser et s’autophosphoryler (Cui et al., 2011).
Cette activation de PERK conduit a la phosphorylation du facteur de traduction elF2-alpha
(elF2a). La forme elF2a phosphorylée inhibe la traduction protéique et en conséquence,
limite 1’afflux de protéines néosynthétisées dans le RE. Dans un méme temps, PERK induit
sélectivement, via elF20 phosphorylé, la traduction du géne codant pour le facteur ATF4
grace a une régulation spécifique de I’expression de ce gene qui repose sur la présence de
petits cadres ouverts de lecture (WUORF) en amont de I’ORF principale de ATF4 (Vattem and
Wek, 2004). L’activation d’ATF4 qui est un facteur activateur de la transcription conduit a

I’expression augmentée d'autres facteurs de transcription, comme certains ATFs et

GADD153/CHOP.

La seconde branche transduite de I’'UPR conduit a la relocalisation du facteur ATF6, depuis
le RE vers I’appareil de Golgi. Son clivage par les protéases Site-1 protease (S1P) et S2P, lui
permet de gagner le noyau ou il régule a la hausse ’expression de plusieurs protéines
chaperonnes, dont GRP78 et GRP94. L’activation d’ATF6 conduit aussi a celle de XBP1, un
facteur de transcription nécessaire a I’expression de genes impliqués dans la dégradation
protéique via le protéasome. ATF6 permet ainsi d’augmenter les capacités de traitement des
protéines devant étre repliées et dans le méme temps d'accentuer I’élimination des quantités

protéiques accumulées.

La troisitme voie passe par I’Inositol requiring enzyme 1 (IRE1). Sa dissociation de

Bip/Grp78 conduit a 1’autophosphorylation de IRE1 qui peut a son tour phosphoryler
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d’autres protéines telles que TRAF2, ASK1, ou JNK. Ces cibles jouent un role dans la mort
et la survie cellulaire. De plus, IREL1 posséde un domaine endonucléase qui permet un
épissage alternatif, dans le cytoplasme, du transcrit du gene codant pour le facteur de
transcription XBP1. Le transcrit alternatif permet la production du facteur de transcription
XBP1s. Ce dernier est responsable de I'expression accrue de genes liés a ’ERAD (ER stress
Associated Degradation) (Bouchecareilh and Chevet, 2009). Il contribue ainsi a réduire la
charge en protéines dans le RE en favorisant leur élimination. XBP1s est aussi impliqué dans
la transcription du gene codant pour le facteur de transcription pro-apoptotique
GADD153/CHOP (Yang et al., 2017). Les trois branches activées de I’UPR doivent
restaurer 1’homéostasie du RE et permettre la survie cellulaire. Si la réponse UPR ne suffit
pas a résoudre le stress du RE, cela peut conduire a la mort cellulaire par apoptose par des

voies décrites plus bas dans ce manuscrit.

56



IRE1 PERK
OO T OOOOO00, OO0 SR OO KL
(] RNA degradation
{R| RIDD_ _cn S e
& 1o Beee
\ 1 non-conventional @ @ @
splicing \

\ RTCB Translation @
.G DD34
Cytoplasm \ / -
1 V.

T

> ¥
(( \ UPR target genes >/

k Nucleus

Figure 16. Voies de signalisation de [’'UPR. L’activation de I’'UPR est dépendante du
recrutement de la protéine chaperonne GRP78/BiP lors du stress du RE. Il existe
actuellement 3 voies de signalisation de la réponse UPR. La voie ATF6, qui une fois clivée
dans le golgi conduit a I’expression de protéine chaperonne mais aussi de XBP1. La voie
IRE1 conduit, par son domaine exonucléase, a l’activation de XBPI par épissage non
conventionnel et a [’expression de genes impliqués dans la dégradation protéique mais
aussi dans la synthese lipidique. Enfin la voie PERK conduit a la réduction de la
traduction via elF2a, a une réponse anti-oxydante via NRF2 et a [’apoptose via

[’expression du facteur de transcription CHOP. Extrait de (Avril et al., 2017)
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6. L’autophagie, réponse cellulaire lors de I’infection virale

a) Role physiologique de 1’autophagie

L’autophagie est une réponse cellulaire physiologique indispensable au maintien de
I’intégrité cellulaire et tissulaire. Cette réponse cellulaire est impliquée dans 1’¢élimination de
contenu cellulaire indésirable mais sert aussi au recyclage et au maintien de ressources
énergétiques et nutritives (Dikic and Elazar, 2018). Classiqguement la privation de nutriment
ou un désordre énergétique conduit a l’initiation de I’autophagie, par 1’activation des
autophagy related genes ou protein (Atg ou ATG) et de la formation d’autophagosomes
permettant le recyclage de composés cellulaires et d’organelles (Mizushima and Komatsu,
2011). Un des médiateurs centraux de cette réponse est la protéine Beclin-1, qui avec
d'autres protéines comme UVRAG, Vps34 (PIBKC3) et Vpsl5 (dans un complexe
PI3Kinase) initie la formation des autophagosomes. La maturation de I’autophagosome
s’effectue ensuite via les conjugaisons des Atg5 et Atgl2 complexés avec Atgl6 puis la
conjugaison de la protéine LC3-1 avec les phosphatidylethanolamine (PE) pour former le
LC3-Il (He and Levine, 2010; Romanov et al., 2012, p. 5; Tanida et al., 2008, p. 3). La
protéine Beclin-1 est, en temps normal (si les ressources cellulaires sont suffisantes et en
absence de stress), liée a la protéine anti-apoptotique Bcl-2, ce qui inhibe I’autophagie
(Decuypere et al., 2012). Il est montré qu’il existe un lien trés fort entre I’induction de
I’autophagie et la survie cellulaire (Kang et al., 2011). En cas de stress divers, Bcl-2 est
notamment phosphorylé par la kinase JNK1 sur la tyrosine T69, et les sérines S70, and S87
et cette phosphorylation conduit a la dissociation de Bcl-2 et de Beclin-1 (Wei et al., 2008).
La survie cellulaire lors de la dissociation de Bcl-2 et Beclin est potentiellement due a

I’inhibition des protéines Bax et Bak par Bcl-2, limitant I’initiation de I’apoptose (Lindqvist
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et al., 2014). Néanmoins une autophagie trop importante conduisant a la neutralisation des
activités des organites intracellulaires, en particulier dans le cas d’une mitophagie

importante, peuvent conduire au contraire la mort cellulaire (Bialik et al., 2018).

b) L’autophagie lors de I’infection virale

La mise place d’une réponse autophagique, en principe antivirale, semble a double tranchant
au cours de l'interaction d’un virus et de sa cellule hote. Si 1’autophagie conduit a la
dégradation de nombreux composés cellulaires et donc a la dégradation de pathogenes
intracellulaires piégés dans ces phagophores puis digérés dans les autophagolysosomes,
certains pathogenes, dont des virus, ont évolué en contrant ces mesures de dégradation
spécifique de ‘virophagie’ (Choi et al., 2018). Certains virus, comme les alphavirus et le
virus du Chikungunya en particulier, ont ainsi acquis la capacité de se développer dans les
replis membranaires autophagiques en les transformant en plateformes de réplication
(Echavarria-Consuegra et al., 2019; Judith et al., 2013; Krejbich-Trotot et al., 2011b). Dans
le cas de la Dengue, l'autophagie semble indispensable pour la maturation des particules
virales et de la protéine membranaire prM en particulier, au profit d’une pathogénicité accrue
de DENV dans le modele murin (Mateo et al., 2013). L’infection par ZIKV des cellules de
mammiferes, s’accompagne d’un réarrangement drastique du RE (Cortese et al., 2017). Ce
réarrangement est accompagné d’une activation de I’autophagie, avec une augmentation des
marqueurs spécifiques tels que LC3-1I (Hamel et al., 2015). La littérature montre que
I’autophagie est a la fois bénéfique pour le virus en lui offrant des sites de réplication
privilégiés et antivirale par réticulophagie (ER-phagie) (Chiramel and Best, 2018). Des

modeles cellulaires de trophoblastes humain infectés et des modeles in vivo murin montrent
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que I’autophagie aggraverait 1’infection et la pathogénicité (Gratton et al., 2019). Cependant
I’autophagie semble aussi agir au détriment du virus par une action promotrice de la réponse
interféron (Huang et al., 2020). ZIKV induit le clivage de FAM134B via NS2B3, montrant
sa capacité a interférer avec une forme de l'autophagie (ER-phagie) qui lui serait néfaste
(Lennemann and Coyne, 2017). Ces diverses observations montrent que ZIKV multiplie les

stratégies pour contrecarrer des réactions de défense mises en place par les cellules infectées.

2. L’apoptose, réponse cellulaire lors de I’infection virale

Lors de I’interaction entre un pathogene et son hdte et parmi les réponses qu’une cellule
engage pour se défendre contre un virus qui a détourné son fonctionnement a son unique
profit, il y a I’apoptose. Cette autodestruction programmeée est en quelque sorte un sacrifice
engagé en dernier recours pour permettre de court-circuiter la multiplication du virus et sa
propagation. Au cours du processus infectieux, la cellule est soumise a une accumulation de
plusieurs stress décrits dans les paragraphes précédents et chacun peut étre déclencheur
d’une signalisation qui aboutit & son suicide. Des dommages divers, tels que la surcharge
protéique du réticulum lors de la réplication virale et la réponse UPR, 1’autophagie, les
interférences entre le cycle viral et le cycle cellulaire ou encore la production d’espéces
réactive de I’oxygene (ROS), la reconnaissance du génome viral par les PRRs et I’'immunité
innée, sont autant de signaux pouvant conduire a la mort cellulaire par apoptose (Simon et
al., 2000; Thyrell et al., 2002; Tabas and Ron, 2011). Les protéines virales elles-mémes sont
capables d’induire individuellement la réponse apoptotique, démontrant la relation ambigué
que le pathogene établit avec cette réponse qui lui est en principe défavorable (Teng et al.,

2017; Bhagat et al., 2018). L’induction de I’apoptose est une stratégie antivirale coliteuse
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pour I’organisme, car elle peut contribuer a la pathogenése lors de 1’élimination massive de
cellules dans certains tissus, en particulier lorsque cette autodestruction concerne des cellules
ne se renouvelant pas. Inversement, elle semble nécessaire pour permettre une résolution de
I’infection et I’¢limination du virus dans le temps de la phase aigué de 1’infection. Un défaut
ou un retard de ce mécanisme est impliqué dans les phénomenes de persistance virale et
d’évolution des pathologies infectieuses vers des formes chroniques. Le prochain chapitre
sera consacré a un état de I’art sur la mort cellulaire apoptotique et son impact dans les
conditions d’infection virale et comment ces données m’ont conduit a la problématique de

recherche que je présente, sur la manipulation de cette réponse par ZIKV .

C. Mort cellulaire par apoptose
1. L’apoptose dans I'homéostasie tissulaire

a) Equilibre cellulaire dans les tissus

L’apoptose est une mort cellulaire génétiquement programmée permettant de réguler
I’homéostasie tissulaire et ainsi d’éliminer les cellules non-viables, délétéres, endommagées,
infectées ou non-nécessaires (Meier et al., 2000). Un déséquilibre entre croissance et mort
cellulaire peut conduire a plusieurs pathologies associées, entre autres, a des cancers ou des
maladies neurodégénératives (Mattson, 2000). La mort cellulaire par apoptose répond a des
criteres morphologiques et biologiques spécifiques. Cette terminologie a été proposée en
1976 par Kerr et ses collaborateurs pour décrire une mort cellulaire par étapes bien
identifiées, qu’il nomme ‘apoptose’ en référence a une locution grecque utilisée par
Hippocrate pour décrire une destruction tissulaire lui faisant penser a la chute des feuilles en

Automne (Kerr et al., 1972). La morphologie de la cellule apoptotique se modifie avec une
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condensation de son noyau (pyknosis), sa fragmentation (karyorrhexis) suivies d’un stade de
bourgeonnement de la membrane plasmique (blebbing) et de production de ‘blebs’ et de
corps apoptotiques qui seront internalisés par des cellules avoisinantes ou des phagocytes
professionnels (efferocytose). On parle souvent de ‘mort propre’ pour caractériser 1’apoptose.
En effet, cette mort programmée permet aux cellules d'exposer des signaux membranaires,
les phosphatidyl-sérines/PtdSer qui, en face extracellulaire constituent les signaux ‘Eat-me’
et d’émettre des molécules de localisation ‘Find-me’, ‘come and get-me’ (nucléotides ATP et
UTP) qui entrainent le recrutement et la reconnaissance par des cellules immunitaires, dont
des macrophages qui vont assurer une élimination rapide des cellules mourantes (Depraetere,
2000). Dans ces conditions, 1’apoptose n'entraine aucune réponse inflammatoire,
contrairement a ce qui est observé dans un tissu nécrotique (Rock and Kono, 2008). L’entrée
d’une cellule en apoptose est dépendante de signaux internes et/ou externes, conduisant a
I’activation de protéases spécialisées, les caspases, et a la dégradation du contenu cellulaire
(Fink and Cookson, 2005). Les caspases sont des enzymes exprimées de maniére
constitutive, présentes sous forme inactive et qui s’activent via une association a des
complexes protéiques de signalisation spécifiques (le DISC pour la caspase 8; I’ Apoptosome

pour la caspase 9) ou suite a une activation par d’autres caspases.

b) Suractivation de I’apoptose dans un tissu

Si I’apoptose permet un contrdle quantitatif et qualitatif pour ’homéostasie cellulaire et
tissulaire, une suractivation de cette voie de mort peut devenir pathologique. Une activation
trop importante de I’apoptose peut conduire a des situations inextricables lorsqu’elle

concerne certaines populations de cellules qui ne se renouvellent pas ou dont la perte peut
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affecter le fonctionnement d’un organe ou d’un systéme, comme par exemple dans le cas du
systtme immunitaire. Un excés d’apoptose est en cause dans les pathologies neuro
dégénératives telles que Alzheimer, Parkinson ou Huntington. L’apoptose faisant partie des
systemes de défenses cellulaires rapidement mises en place pour faire face a un agent
infectieux, 1’autodestruction excessive de cellules infectées participe aux processus
pathologiques lors d'une infection. Par exemple, la mort cellulaire induite des lymphocytes
T4 lors d’une infection par le virus de I’'immunodéficience humaine (VIH), participe a la
lymphopénie sévere et a la pathologie SIDA (Février et al., 2011, p. 4). Dans les arboviroses,
I’apoptose des cellules infectées participerait a [’évolution de la pathologie et aux
manifestations cliniques, notamment arthralgiques pour le chikungunya (Long and Heise,
2015), et/ou neurologiques pour plusieurs flavivirus, tels que ZIKV ou le virus du Nil

occidentale (WNV) (de Sousa et al., 2019; Peng and Wang, 2019).

c) Défaut d’apoptose dans un tissu

Un défaut d’induction de 1’apoptose s’avére souvent tout aussi délétére que 1’exces pour le
maintien de I’homéostasie. En effet, une mise en place partielle de la mort cellulaire
programmée lors du développement embryonnaire, peut conduire a diverses dysfonctions ou
anomalies, telles qu’une syndactylie, impliquant la surexpression du facteur de croissance
FGF, ou un défaut de production d’acide rétinoique et d'expression de genes pro
apoptotiques, tels que Bax ou Bak (Al-Qattan, 2019). Lors de la mise place des répertoires
lymphocytaires, la différenciation des LB et LT s’accompagne d’une importante élimination
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de toutes les cellules qui peuvent réagir contre le “soi” et