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Principal agent de la bronchiolite du nourrisson, le virus
respiratoire  syncytial (RSV) est responsable d'infections
respiratoires sévéres chez les enfants mais aussi chez les sujets
agés ou fragilisés. En dépit de son importance en santé publique,
il n'existe a ce jour aucun vaccin ni traitement antiviral curatif
contre le RSV. Dans ce contexte, une meilleure connaissance de
ses mécanismes de réplication est essentielle pour proposer de
nouvelles stratégies antivirales. Le RSV est un virus enveloppé a
ARN négatif simple brin dont le cycle de réplication est
exclusivement cytoplasmique. Les étapes de synthese des ARN
viraux ont lieu au sein d'inclusions cytoplasmiques appelées
corps d’inclusion ou IBs. Lors de la réplication, les génomes
néosynthétisés sont encapsidés par les protéines N et associés
au complexe polymérase formant ainsi les ribonucléoprotéines
virales (RNP). Ces RNPs rejoignent ensuite la membrane
plasmique ou ont lieu les étapes d'assemblage et de
bourgeonnement. Les RNPs sont des objets volumineux qui ne
peuvent pas diffuser librement dans le cytoplasme, mais les voies
cellulaires impliquées dans leur transport restent inconnues a ce
jour. Pour étudier le trafic des RNPs néosynthétisées, nous avons
produit un virus recombinant exprimant une N fluorescente ce

qui permet de visualiser pour la premiere fois les RNPs dans des
cellules vivantes et d’analyser leurs trajectoires. Une majorité des
RNPs présentent des mouvements de type brownien mais
d'autres sont animés de mouvements rectilignes et rapides de
I'ordre de 2 pm/s évoquant un transport sur les microtubules.
Nous avons en effet visualisé les mouvements des RNPs sur les
microtubules marqués. La dépolymérisation des microtubules
entraine un arrét total des mouvements rapides des RNPs
confirmant leur implication dans ces transports. De plus, lors de
ces mouvements rapides les RNPs sont associées a Rab11, un
marqueur de l|'endosome de recyclage. L'observation des
mouvements des RNPs et des vésicules Rab11 positives montrent
en effet des RNPs animées de mouvement rapides qui semblent
tirées par Rab11. La vitesse des RNPs et la distance qu'elles
parcourent sont diminuées lors de linhibition transitoire de
I'expression de Rab11a. Enfin des expériences
d'immunoprécipitation mettent en évidence une interaction entre
Rab11a et les RNPs. En conclusion, nos résultats démontrent que
les RNPs du RSV utilisent les microtubules pour se déplacer en
détournant la voie de recyclage des endosomes.
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Respiratory syncytial virus (RSV) is the main agent of infant
bronchiolitis and is responsible for severe respiratory infections
for children, but also for elderly or frail subjects. Despite its
importance in public health, there is currently no vaccine or
curative antiviral treatment against RSV. In this context, a better
understanding of its replication mechanisms is essential to
propose new antiviral strategies. RSV is an enveloped single-
stranded negative RNA virus with an exclusively cytoplasmic
replication cycle. The synthesis steps of viral RNAs take place
within cytoplasmic inclusions called inclusion bodies or IBs.
During replication, the neosynthesized genomes are
encapsidated by N proteins and associated with the polymerase
complex forming viral ribonucleoproteins (RNPs). These RNPs
then reach the plasma membrane where the assembly and
budding steps take place. RNPs are bulky objects that cannot
freely diffuse into the cytoplasm, but the cellular pathways
involved in their transport remain unknown to date. To study the
trafficking of neosynthesized RNPs, we produced a recombinant
virus expressing a fluorescent N, which allows us to visualize for

for the first time RNPs in living cells and to analyze their
trajectories. A majority of RNPs show Brownian-like movements
but others are animated by rectilinear and fast movements of the
order of 2 pym/s evoking a transport on microtubules. We have
indeed visualized the movements of RNPs on labeled
microtubules. The depolymerization of microtubules leads to a
total stop of the fast movements of RNPs confirming their
involvement in these transports. Moreover, during these rapid
movements, RNPs are associated with Rab11, a marker of the
recycling endosome. The observation of RNPs movements and
Rab11 positive vesicles show indeed RNPs animated by fast
movements which seem to be pulled by Rab11. The speed of RNPs
and the distance they travel at are decreased upon transient
inhibition of Rab11a expression. Finally, immunoprecipitation
experiments show an interaction between Rab11a and RNPs. In
conclusion, results demonstrate that RSV RNPs use
microtubules to move by hijacking the endosome recycling
pathway.
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Chapitre 1. Le Virus Respiratoire Syncytial en
sante publique

Depuis sa découverte en 1955, le virus respiratoire syncytial (RSV) occupe une place importante
en santé publique. Sa circulation en période hivernale se chevauche avec celle d'autres virus
respiratoires tels que le virus influenza, le métapneumovirus et les virus parainfluenza. Pour
autant, il reste la premiere cause de bronchiolite chez les nourrissons. Il est ainsi a I'origine de
nombreuses hospitalisations dans les pays développés et entraine au moins 120 000 déces
d'enfants de moins de 5 ans essentiellement dans les pays en voie de développement. Les
réinfections sont fréquentes y compris chez I'adulte et peuvent étre séveres notamment pour
les personnes agées et immunodéprimées. La morbi-mortalité associée aux infections par le
RSV chez les sujets fragilisés serait proche voire équivalente a celle des infections grippales (M.

Rameix-Welti and Gault 2017).

Dans cette revue, ou nous discutons des métapneumovirus et du RSV, ma contribution a été
de décrire les génomes ainsi que les protéines virales composant les ribonucléoprotéines
virales (RNP) soit N, P, L, M2-1, M2-2 et les protéines non structurales NS1 et NS2. De décrire
succinctement le cycle viral du RSV et du métapneumovirus. J'ai rappelé I'importance de ces

virus en santé publique chez I'enfant et I'adulte, la clinique ainsi que le diagnostic virologique.
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Virus respiratoire syncytial
et métapneumovirus humain

G. Cosentino, K. Marougka, M.-A. Rameix-Welti

Résumé : Les infections respiratoires basses demeurent la principale cause de décés chez les enfants
de moins de 5 ans dans le monde. Les virus seraient responsables de plus de 60 % des pneumonies
séveres de I’enfant dans les pays en voie de développement. Parmi ceux-ci, le virus respiratoire syncytial
(RSV) arrive largement en téte causant a lui seul plus de 30 % des pneumonies de I’enfant de moins de
5 ans. En Europe, 1 a 3 enfants de moins de 1 an pour 1000 sont hospitalisés chaque année du fait
d’une infection par le RSV. Le métapneumovirus est aussi un pathogene important retrouvé dans 5 %
des cas. L'impact en termes de morbi-mortalité de ces virus ne se limite pas a la pédiatrie. L'importance
et la sévérité des infections par le RSV et métapneumovirus humain (hMPV) chez les sujets dgés ou
fragilisés sont en effet maintenant bien établies et font de ces virus des pathogénes majeurs de I'adulte.
Les connaissances fondamentales sur la multiplication du RSV et dans une moindre mesure du hMPV ont
beaucoup progressé ces derniéres années. Pourtant, malgré toutes les données disponibles, les stratégies

thérapeutiques et préventives restent extrémement limitées.

© 2021 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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B Virologie générale

Le virus respiratoire syncytial (RSV) et le métapneumovi-
rus humain (hMPV) sont deux virus ubiquitaires responsables
d’infections respiratoires chez 'nomme #I. Le RSV a été isolé
pour la premiére fois en 1955, a partir des sécrétions nasales de
jeunes chimpanzés présentant une rhinite et des rales sibilants.
Un an apres, il était retrouvé chez deux enfants présentant 1'un
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une bronchiolite et I'autre une pneumonie. Ce virus fut nommé
« virus respiratoire syncytial » en référence aux syncytia obser-
vés en culture cellulaire /. Le hMPV a été isolé beaucoup plus
récemment, en 2001 aux Pays-Bas, a partir de prélevements naso-
pharyngés d’enfants présentant une infection respiratoire sans
étiologie connue. C’est le premier virus identifié par la biologie
moléculaire a 1’aide d'une technique de polymérisation en chaine
apres transcription inverse (RT-PCR) utilisant des amorces aléa-
toires. L'analyse des séquences obtenues a retrouvé une homologie
avec le avian metapneumovirus ce qui a permis de le classer en
hMPV [,

Structure des virions

Le virus respiratoire syncytial (RSV) appartient au genre Ortho-
pneumovirus et le hMPV au genre Metapneumovirus, deux genres
qui font partie de la famille des Pneumoviridae. Les Pneumoviri-
dae avaient été initialement classés au sein des Paramyxoviridae
mais ils ont été individualisés en 2016 en raison de la présence
du gene M2 dans le génome de Pneumoviridae et des différences
structurales au niveau du complexe polymérase. Ils appartiennent
a l'ordre Mononegavirales (MNV), qui est dédié aux virus dont le
génome non segmenté présente une polarité négative /],

Les Pneumoviridae forment des particules virales enveloppées
sphériques, asymétriques ou filamenteuses © (Fig. 1). Les parti-
cules sphériques ont un diametre de 'ordre de 150 a 250 nm.
La longueur des particules filamenteuses peut atteindre plusieurs
pm pour un diametre qui reste de ’ordre de 90-100 nm. Ces fila-
ments ressemblent aux filaments viraux observés a la surface des
cellules infectées 1 1%, Le génome encapsidé sous la forme d’une
longue ribonucléocapside (NC) hélicoidale se trouve au cceur de la
particule. Les particules virales pourraient contenir de multiples
génomes pour le RSV comme pour le hMPV ', La protéine M
tapisse la face interne de la membrane des virions formant une
couche cylindrique presque continue pour les virions filamenteux
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alors qu’elle est présente sous la forme de plages éparses pour les
formes arrondies. La membrane virale comporte les protéines de
surface F et G, ainsi que la protéine SH peu abondante. La répar-
tition de la F a la surface du RSV a été étudiée par microscopie
électronique sur des virions dépourvus de G. La F est répartie
de facon irréguliere a la surface des particules sphériques alors
qu’elle recouvre de facon uniforme et dense les particules fila-
menteuses ',

@ M @N

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
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Figure 1. Représentation schématique des particules virales du virus
respiratoire syncytial (RSV) et du métapneumovirus humain (hMPV). Les
virions ont des formes sphériques, filamenteuses (représentée ici) ou des
formes intermédiaires. Trois glycoprotéines sont insérées dans I’'enveloppe
virale : la protéine de fusion (F), la protéine d’attachement (G) et la petite
protéine hydrophobe (SH). La protéine de matrice (M) tapisse la face
interne de I'enveloppe. Le génome viral encapsidé par la nucléoprotéine
(N) et associé a la polymérase (L), la phosphoprotéine (P) et la protéine
M2-1 (uniquement pour le RSV) sont associées formant les ribonucléo-
protéines virales (RNPs).

Génome

Les génomes du RSV et du hMPV sont des acides ribonucléiques
(ARN) simple brin de polarité négative de respectivement 15 et
13 kb. Ils comportent des unités de transcription individuelles
encadrées chacune par une séquence promotrice (gene start) et une
séquence de terminaison de la transcription (gene end). Leurs extré-
mités 5’ (trailer) et 3’ (leader) contiennent les signaux de réplication
du génome (Fig. 2). Cette organisation est commune a 'ensemble
des MNV, l'ordre des genes sur le génome étant méme relative-
ment conservé avec la polymérase en 3’ et les protéines N et P en
5’. Le RSV possede 1'un des génomes les plus complexes codant
11 protéines a partir de dix genes. Il possede en particulier deux
protéines non structurales NS1 et NS2 qui ne sont pas retrouvées
chez le hMPV 18,

Protéines de surface

Les Pneumovirus possedent deux glycoprotéines d’enveloppe
majeures : G et F ainsi qu'une petite protéine transmembranaire
SH.

La protéine G du RSV et du hMPV est une glycoprotéine de
type II, avec un domaine hydrophobe en N-terminal qui per-
met l'ancrage dans la membrane plasmique. L'ectodomaine de
la G est constitué par deux larges domaines connectés par une
courte région centrale (Fig. 3). Ces domaines sont caractérisés par
une intense glycosylation de type O-Glycan d’ou leur désigna-
tion par le terme « mucin like domain » %3, Sur la G du RSV,
la courte région centrale qui connecte les deux mucin like domains
est trés conservée et correspond au domaine de reconnaissance du
CX3CR1. Ce motif est absent de la G du hMPV. La séquence de la
G est treés variable, en particulier au niveau des mucin like domains
et est a 'origine de la classification des groupes et des génotypes
pour le RSV etle h(MPV. Le RSV est divisé en deux groupes (RSV-A et
RSV-B) dont les protéines G présentent moins de 53 % d’identité.
Chacun de ces groupes comprend de nombreux génotypes, défi-
nis sur la base de la séquence de la G ; Trento et al. ont proposé une
classification unifiée des RSV du groupe A en sept génotypes sur
la base d’une distance intra génotypique P maximale de 0,049 14,
Les analyses phylogénétiques de la G du hMPV révelent deux
groupes majeurs en circulation (A et B) avec en moyenne 34 %
d’identité entre les séquences des protéines G ' 10,
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Gene End |

—

15 kb — 10 génes — 11 protéines

(b) hMPV
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o | -
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Figure 2. Organisation schématique de I’acide ribonucléique (ARN) génomique du virus respiratoire syncytial (RSV) et du métapneumovirus humain (hMPV).

Les génomes du RSV et du hMPV possédent 10 et 8 génes qui codent pour 11 et 9 protéines respectivement. lls ont en commun les génes qui expriment

la protéine de fusion (F), la glycoprotéine (G), la petite protéine hydrophobe (SH), la protéine de matrice (M), la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine
(P), le facteur de transcription M2-1 et I'’ARN dépendante ARN polymérase (L). A I'extrémité 3’ du génome du RSV, on retrouve également les génes qui
codent pour deux protéines non structurales (NS1 et NS2). Chaque géne est encadré par des séquences Gene Start et Gene End. Les génes sont représentés
par des rectangles de couleur en respectant les rapports de longueur (sauf pour L). Les échelles ne sont pas respectées pour les séquences intergéniques, les

séquences Gene Start, les séquences Gene End, le leader et le trailer.
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Figure 3. Organisation et structure de la glycoprotéine G du virus respiratoire syncytial (RSV) et du métapneumovirus humain (hMPV) (a et b). Répresentation
schématique de |'organisation des domaines de la G (TM : région transmembrabaire) (c). Répresentation de la structure tridimentionnelle de la G RSV

membranaire ou sécrétée.
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Figure 4. Structure de la glycoprotéine F du virus respiratoire syncytial
(RSV) et du métapneumovirus humain (hMPV). Répresentation sché-
matique de I'organisation des précurseurs peptidiques FO (a,b). Le/les
clivages protéolytiques produisent les sous-unités F1 et F2. (PS) peptide
signal, (pep 27) fragment de 27AA éliminé de la forme mature, (PF)
peptide de fusion, (TM) région transmembranaire, (HRA et HRB) régions
répetées. (c) Répresentation schématique de la structure trimerique de
la F du RSV en conformation pré- et post-fusion. Les sites antigéniques
présents sur chacune des formes sont indiqués.

Les protéines de fusion (F) du RSV et du hMPV sont des gly-
coprotéines de type I homotrimériques. A la différence de la
G, leurs séquences sont tres conservées avec respectivement, 91
et 95 % d’identité entre les protéines F des groupes RSV-A et
B et des groupes hMPV-A et B 1171, La F est synthétisée sous
forme d’un précurseur polypeptidique (FO) qui va subir un cli-
vage post-traductionnel. Chaque monomere de F comporte ainsi
deux sous-unités F1 et F2. Ces clivages sont indispensables pour

EMC - Biologie médicale

rendre F compétente pour la fusion de 'enveloppe virale avec
la membrane des cellules cibles '8!, Lors de la fusion, la F subit
un changement conformationnel majeur passant de la forme de
pré-fusion de F dite « métastable » en une structure de « post-
fusion » trés stable ' 1! (Fig. 4). Les différences structurales entre
les formes pré- et post-fusion de la F du RSV ont des conséquences
importantes en termes de stratégies vaccinale et antivirale. La F
pré-fusion du hMPV est de plus surmontée d'une couche dense
de glycosylation qui pourrait bloquer la reconnaissance par les
anticorps 2%

Les SH sont des petites protéines hydrophobes (SH) possédant
une seule a-hélice transmembranaire. Elles forment des oligo-
meres en présence de différents détergents. De par leur localisation
et leur conformation, les SH sont considérées comme des viro-
porines, protéine membranaire qui forme des canaux ioniques
ou protoniques. SH n’est pas indispensable pour la croissance
du RSV ou du hMPV en culture cellulaire et sa fonction n’est
pas connue 2!!. SH pourrait intervenir dans le controle de la
réponse immunitaire comme le suggerent 1'atténuation in vivo
de RSV n’exprimant plus SH et I'induction par ces virus d'une
forte réponse interleukine-18 (IL-1B) 122

Protéines de matrice

Les protéines de matrice (M) du RSV et du hMPV sont des pro-
téines structurales clés qui tapissent la face interne de ’enveloppe
virale. Elles orchestrent 1’assemblage et le bourgeonnement des
virions via de multiples interactions avec les ribonucléoprotéines
(RNPs), les queues cytoplasmiques des protéines de surface et les
lipides membranaires ?%l, Les M du RSV et du hMPV ont une
structure en feuillets B qui présente de fortes homologies avec la
structure de VP40, protéine matrice d’Ebola ?* 2°!, Elles forment
des dimeres qui eux-mémes s’assemblent en oligomeres de haut
grade en particulier au contact des lipides *°1. Méme si les méca-
nismes exacts ne sont pas connus, I’assemblage des virions semble
impliquer la formation d’oligomeres constituant un treillis sous la
membrane plasmique qui fait le lien entre la RNP et les protéines
de surface *% 21,

Nucléoprotéine et protéines du complexe
polymérase

Les nucléoprotéines (N) du RSV et du hMPV sont des protéines
d’environ 42 kDa. Leur principale fonction est ’encapsidation
du génome viral. Elles présentent une organisation structurale
trés similaire en deux larges domaines globulaires avec deux bras
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libres aux extrémités C-ter et N-ter 28], Dans une cellule infec-
tée, la N existe sous deux formes : une forme multimérique liée
a ’ARN formant la NC mais aussi une forme monomérique non
liée & ’ARN complexée & P (Ny-P) 2% 291, Dans la NC qui forme
une hélice gauche, ’ARN est fixé au niveau du sillon entre les
deux domaines globulaires et les bras N- et C-ter interagissent
avec les monomeres adjacents %31, Dans le complexe Ny-P, la
P maintient la N sous forme monomérique en bloquant les sites
d’interaction avec les bras N-ter et C-ter des N adjacentes et la
liaison a 'ARN 2731, La P libére la N lors de la réplication du
génome viral, ce qui pourrait permettre I’encapsidation sélective
de I’ARN viral néosynthétisé. Outre son role d’encapsidation, la N
du RSV pourrait aussi intervenir directement dans le controle de
la réponse innée 321,

Les ARN polymérases ARN dépendantes (RdRp) du RSV et du
hMPV sont de tres grosses protéines d’environ 250 kDa, appelées
L pour « Large ». Six domaines homologues sont retrouvés sur les
polymérases des MNV. Le domaine III porte l'activité catalytique
« ARN polymérase ARN dépendante » et les domaines V et VI
catalysent l'addition et la méthylation de la coiffe. Les structures
des RdRp du RSV et du hMPV ont été récemment résolues 3334,
Elles sont trés proches méme si leurs séquences en amino-acide ne
présentent que 48 % de similitude. Elles présentent un trés large
domaine qui abrite le site de polymérisation de I’ARN, surmonté
par les domaines impliqués dans 1’ajout de la coiffe. Dans les deux
cas, elles sont tres étroitement liées a la protéine P. Ces données
structurales devraient permettre le développement d’antiviraux
ciblant la polymérase dans les années a venir.

Les phosphoprotéines P sont des cofacteurs indispensables de
la polymérase pour ’ensemble des MNV. Les P du RSV et du hMPV
ne présentent que 36 % d’acides aminés communs mais leurs
structures sont similaires 313334, Ce sont des protéines homo-
tétramériques d’environ 35 kDa. Chaque monomere présente un
court domaine d’oligomérisation central en hélice et deux bras (N-
ter et C-ter) intrinsequement désordonnés. De ce fait, P présente
une plasticité structurelle unique lui permettant d’interagir avec
de trés nombreuses protéines virales (L, N sous forme NC et Nj,
M2-1) et cellulaires (PPI). Elle semble ainsi jouer le role de « chef
d’orchestre » lors de la transcription-réplication virale. En interac-
tion avec la L, chaque monomere de P adopte une conformation
différente illustrant bien la plasticité de la structure de cette pro-
téine 3, P posséde plusieurs résidus phosphorylés. Toutefois, le
rOle de ces phosphorylations reste peu connu pour le RSV comme
pour le hMPV.

Les protéines M2-1, du RSV et du hMPV sont considérées
comme des facteurs de transcription viraux. Seuls les Filoviridae
possédent un équivalent de M2-1 (VP 30). La M2-1 est une pro-
téine basique de 22 kDa homotétramérique avec un large domaine
globulaire en hélice « en C-ter, un domaine d’oligomeérisation
et un domaine a doigt de Zinc en N-ter >3, Elle présente un
domaine d’interaction avec ’ARN et un domaine d’interaction
avec la P. La M2-2 est la 2¢ protéine codée par 'ORF M2 de 11 kDa
du génome viral RSV et hMPV. A ce jour, il n’existe aucune étude
révélant sa structure. Elle interviendrait dans le contrdle du pas-
sage de la transcription a la réplication pour le RSV 1¥71,

Protéines non structurales

Les protéines NS1 et NS2 du RSV sont de petites protéines non
structurales de, respectivement, 17,5 et 14,5 kDa. Leurs genes sont
situés en 3’ du génome viral, ils sont transcrits massivement des
Iinitiation de l'infection. Elles n’ont pas d’équivalents chez les
autres virus ARN négatifs simple brin a 1’exception des Orthopneu-
movirus. Ce sont des protéines multifonctionnelles qui jouent un
role essentiel dans 1’échappement a la réponse immunitaire. Seule
la structure de la protéine NS1 est connue. Elle est étonnamment
proche de la structure de la M, suggérant qu’il pourrait s’agir d'un
paralogue *8],

Cycle viral

Ce paragraphe décrit essentiellement le cycle du RSV (Fig. 5) en
soulignant les spécificités connues du hMPV [, T/attachement

4

du RSV a la surface de la cellule cible implique les glycoprotéines
de surface F et G. La protéine G se lie aux glycoaminoglycanes
(GAGS), aux héparines sulfates ainsi qu’au CX3CR1 %I, Son role
dans l'entrée est encore mal compris. A la différence de la G, la
F est indispensable pour la multiplication du RSV. La nucléoline
serait un des récepteurs cellulaires clés du RSV reconnu par la pro-
téine F. Des travaux récents ont mis en évidence un mécanisme
plus complexe en deux étapes. La F interagirait initialement avec
Uinsulin-like growth factor 1 receptor (IGF1R), induisant une cascade
de signalisation intracellulaire qui aboutit a la translocation de
la nucléoline du noyau vers la membrane plasmique ou elle est
reconnue par le F B9, L'existence d’une étape d’internalisation par
endocytose ou macropynocytose avant la fusion membranaire est
encore discutée. Il est en revanche clairement établi que la fusion
est médiée par la protéine F et n’est pas déclenchée par une modi-
fication du pH. Le génome ainsi libéré, les étapes de transcription
et de réplication vont se dérouler dans le cytoplasme de la cel-
lule au sein d’inclusions cytoplasmiques viro-induites appelées
corps d’inclusion (IBs pour inclusion bodies). Ces IBs, qui consti-
tuent de véritables usines virales, contiennent les protéines du
complexe polymérase et les ARN viraux %, En utilisant comme
matrice le génome viral encapsidé par la N, la polymérase (L)
associée a son co-facteur P et a la protéine M2-1 va transcrire
les ARNm viraux. La protéine M2-1 est indispensable a la trans-
cription des ARNm du RSV mais pas du hMPV 1. Le complexe
polymérase s’engage sur la matrice au niveau du leader en 3’ et
transcrit les genes de facon séquentielle en initiant au niveau de
gene start et terminant sur le gene end de chacun des genes. La
réinitiation de la transcription au niveau du gene start n’est pas
systématique et la polymérase peut se « décrocher » de la matrice.
Le gradient transcriptionnel, c’est-a-dire le fait que plus les genes
sont proches du trailer, plus ils sont transcrits, résulte de ce méca-
nisme de transcription séquentielle. Il faut toutefois souligner que
ce gradient typique des Paramyxoviridae est moins prononcé pour
le RSV 2. La polymérase assure également ’addition de la coiffe
et la polyadénylation de 'ARNm ™!!. Les transcrits viraux ainsi
coiffés et polyadénylés sont ensuite traduits comme des messa-
gers cellulaires. Le complexe L-P assure la réplication du génome
viral a partir de la méme matrice en synthétisant un ARN anti-
génomique, a son tour répliqué en ARN génomique. Lors de la
réplication, la polymérase synthétise un ARN complet qui est
encapsidé par la N au fur et a mesure de sa synthese. La spécificité
d’encapsidation semble controlée par la P qui joue un role de cha-
peronne sur la N en bloquant sa liaison avec les ARN et libére la
N pour encapsider le génome viral ** 34, Les nouveaux génomes
encapsidés s’associent avec L, P et M2-1, formant de nouvelles
RNPs virales. Ces RNPs rejoignent alors la membrane plasmique
ou sont concentrées les glycoprotéines virales, et ot ont lieu les
étapes finales de ’assemblage des virions %!, Les étapes de bour-
geonnement et de libération des virions sont peu connues. Les
protéines M, F et P, et la protéine N dans une moindre mesure, sont
essentielles pour la formation des filaments viraux, précurseurs
des virions observés a la surface des cellules, suggérant qu’elles
occupent un role central dans I'export des RNPs et le bourgeon-
nement du RSV et du hMPV.

B Epidémiologie et pouvoir
pathogéne
Circulation

Le RSV et le hMPV sont des virus ubiquitaires extrémement
prévalents. Tous les enfants de 1’dge de 2 ans ont déja été infec-
tés au moins une fois par le RSV, dont 70 % avant 'age de 1
an 3. Le hMPV infecte préférentiellement les enfants entre 2
et 5 ans. A 5 ans tous les enfants ont été infectés au moins une
fois BB, Les réinfections par ces deux virus sont fréquentes tout
au long de la vie. Ils sont tres contagieux. Le taux d’attaque du
RSV atteint 100 % chez les sujets naifs, et est de 'ordre de 40 %
chez I’adulte ¥, IIs sont transmis par des gouttelettes respiratoires
(>S5 pm) ou par voie manuportée. Le RSV comme le hMPV peuvent
en effet résister a la dégradation pendant quelques minutes sur les
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Schéma du cycle de réplication du virus respiratoire syncytial (RSV). La particule virale s'attache a la surface des cellules permissives a |'infection

(1). L'enveloppe virale fusionne avec la membrane plasmique gréace a la protéine F (2). Les ribonucléoprotéines (RNPs) sont regroupées aux niveaux des
corps d’inclusion ol se déroulent la réplication et la transcription (4a et b). Les acides ribonucléiques (ARN)m viraux sont traduits dans le cytoplasme (5).
Les protéines du complexe polymérase et la N néosynthétisées se concentrent dans les corps d’inclusion participant a la production de nouvelles RNPs. Les
protéines de surface, la protéine de matrice et les RNPs néosynthétisées sont amenées jusqu’aux sites de bourgeonnement (6, 7 et 8). Les particules virales

sont libérées (9). L : polymérase ; P : phosphoprotéine ; M : protéine de matrice ; F :

SH : petite protéine hydrophobe ; ARN : acides ribonucléiques.

la protéine de fusion ; G : la protéine d’attachement ; N : nucléoprotéine ;
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Représentation graphique de I'incidence hebdomadaire du virus respiratoire syncytial (RSV) au Royaume-Uni et en Afrique du Sud sur 3 années

mains et pendant plusieurs heures sur des surfaces non poreuses
favorisant une transmission indirecte [+ 451, En revanche, la trans-
mission par aérosol, c’est-a-dire par de tres petites gouttelettes
capables de perdurer en suspension dans l'air, est plus discu-
tée 191, Dans les services hospitaliers, ces virus communautaires
sont régulierement responsables d’épidémies nosocomiales dont
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les conséquences peuvent étre graves chez des patients fragiles.
Leur prévention repose sur la mise en place de mesures barrieres
dites « précaution gouttelettes » qui comprennent entre autres
le port de masques chirurgicaux, le renforcement des mesures
de désinfection des surfaces et des objets, I’hospitalisation en
chambre seule /1. Dans les zones tempérées, le RSV et le hMPV
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sont responsables d’épidémies saisonnieres automno-hivernales
voire printaniéres pour le hMPV 91 (Fig. 6). Le RSV est retrouvé
pendant a peu pres la moitié de 'année dans la majorité des
pays avec une circulation relativement conservée d'une année
sur l'autre 81, Dans les zones tropicales, le RSV semble circuler
pendant de plus longues périodes avec des pics épidémiques pen-
dant les périodes humides. Il faut noter que la circulation du RSV
reste peu documentée, méme dans les pays développés. Dans ce
contexte, ’Organisation mondiale de la santé (OMS) a décidé en
2017, d’utiliser la plateforme en place pour la surveillance de
la grippe : Global Influenza Surveillance and Response System
(GISRS) pour la surveillance du RSV.

Les facteurs expliquant la saisonnalité des épidémies d'infection
par le RSV sont peu connus. Le froid et ’humidité pourraient favo-
riser la conservation du virus dans le milieu extérieur et induit
aussi un regroupement des populations a l'intérieur favorable a
la circulation du virus. Enfin, il faut noter que méme si les virus
influenza et le RSV circulent pendant les mémes périodes, le pic
épidémique du RSV précede classiquement celui de la grippe de
plusieurs semaines, amenant certains a proposer des interactions
négatives entre les deux virus. Le décalage de plus de 3 mois de
I’épidémie de RSV lors du pic épidémique de grippe trés précoce
de la pandémie de 2009 va dans ce sens . Lors de la pandémie
liée au SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus
2), 1a circulation hivernale dans I’hémisphere sud des autres virus
respiratoires comme les virus influenza et le RSV a été considé-
rablement réduite sans doute du fait des mesures barrieres et de
« distanciation sociale » *°1. La méme tendance se dessine pour la
saison 2020-2021 dans I'hémisphére nord.

Le mode de circulation des groupes et des génotypes est
complexe. Lors d'une épidémie, un ou plusieurs groupes et géno-
types de RSV ou hMPV peuvent co-circuler au sein d'une méme
communauté. Un méme génotype peut circuler pendant des
années, certains génotypes peuvent disparaitre et d’autres peuvent
étre dominants 4. Par exemple pour le RSV, le génotype ON1 est
quasiment le seul génotype de RSV-A retrouvé lors des épidémies
depuis 5 ans. La question d'une corrélation entre la sévérité des
symptomes et le génotype a été étudiée mais reste en suspens pour
le RSV comme pour le h(MPV.

Poids en santé publique des infections
par le RSV et le hAMPV

Infections par le RSV et le hMPV en pédiatrie

La pathogénicité du RSV en pédiatrie est bien établie. Les
deux derniéres larges études publiées donnent des estimations
proches, estimant que le RSV est responsable chaque année dans
le monde de 33,2 millions de cas de bronchiolite et 3,2 millions
d’hospitalisations chez des enfants de moins de 5 ans V52, La
mortalité serait de I'ordre de 118 000 enfants par an, essentielle-
ment dans les pays en voie de développement. En France, le RSV
serait responsable d’environ 450 000 cas de bronchiolite par an
avec plus de 10 000 hospitalisations ce qui en fait la premiere
cause d’hospitalisation des enfants de moins de 6 mois.

Une large étude rétrospective américaine portant sur les don-
nées d’hospitalisations pédiatriques de 1997 a 2006 estime
I'incidence annuelle des hospitalisations liées au RSV a 32 pour
1000 nourrissons (< 1 an) correspondant a 126 000 hospitalisa-
tions par an dans cette tranche d’age et 172 000 hospitalisations
pour les enfants de moins de 5 ans I, Le recours aux soins inten-
sifs est nécessaire dans 27 % des hospitalisations. Des facteurs de
risque de bronchiolite sévere ont été identifiés, au premier rang
desquels la prématurité. S’y ajoutent des facteurs comme le faible
poids de naissance, le tabagisme passif ou encore le syndrome
de Down, les pathologies cardiaques, pulmonaires ou les déficits
immunitaires % I, 1l faut toutefois noter que presque la moitié
des enfants hospitalisés ont moins de 2 mois et que la grande
majorité ne présente pas de facteur de risque particulier autre que
I'age 1. Ainsi, dans I’étude de Stockman et al., seuls 4 % des
enfants hospitalisés pour une infection par le RSV présentent un
facteur de risque 5%, Ces données sont a prendre en compte pour
les stratégies préventives.

6

Le hPMV est également un pathogéne responsable d’atteinte
respiratoire chez les enfants de moins de 5 ans, avec environ 1
million de consultations externes, 263 000 visites aux services
d’urgences et 20 000 hospitalisations par an aux Etats-Unis 1571,
L'incidence annuelle globale des hospitalisations associées au
hMPV est de 1,2 pour 1000 d’enfants de moins de 5 ans. Son
incidence est nettement inférieure a celle du RSV dans les pre-
miers mois de vie mais se rapproche de celle de la grippe ou des
virus parainfluenza °®l. Globalement le hMPV infecte des enfants
plus agés que le RSV, avec un pic d’infection entre 6 et 9 mois.
De plus, 40 % des enfants hospitalisés présentent des patholo-
gies sous-jacentes telles que la prématurité, ’asthme, les maladies
pulmonaires chroniques et les cancers % 51,

11 est bien établi que les infections par le RSV ou d’autres virus
respiratoires peuvent exacerber un asthme existant °°/, Dans le
cas du RSV, il semble qu'une infection sévére constitue en soi
un facteur de prédisposition au développement ultérieur d'un
asthme. Une étude de cohorte a ainsi mis en évidence un risque
d’asthme plus élevé chez les enfants agés d’environ 4 mois au
pic épidémique d’infections par le RSV que chez les enfants agés
d’environ 12 mois ®!!. Dans une étude interventionnelle rando-
misée, I'administration de palivizumab a des enfants prématurés,
par ailleurs en bonne santé, a significativement réduit le risque
d’asthme méme apreés l'arrét du traitement (621,

Infections par le RSV et le hMPV chez I'adulte

Les réinfections par le RSV et le hPMV sont fréquentes tout au
long de la vie. Considérées comme bénignes chez les enfants de
plus de S ans et les adultes sains, elles peuvent étre séveres chez
les sujets agés ou fragilisés.

L'incidence des réinfections chez les sujets sains est trés mal
connue. Le taux de réinfection par le RSV est estimé a 5-10 % des
adultes par an [ et 2,2-10,5 % pour le hMPV [, La majorité
des adultes en bonne santé infectés par le hMPV sont asymp-
tomatiques (44-71 %). Au contraire, 'infection par le RSV chez
I'adulte est généralement symptomatique (84 %) entralnant un
absentéisme au travail dans 38 % des cas [°°!. 11 faut toutefois noter
que des infections basses sévéres sont décrites chez des sujets sains
sans aucun facteur de risque pour le RSV et le h(MPV.

La sévérité des infections par les RSV chez les sujets agés est
aujourd’hui clairement démontrée. Une large étude prospective
multicentrique établit I'incidence de ces infections a 3-7 % par an
pour des adultes de plus de 65 ans sans comorbidité et 4-10 % pour
des sujets a risque [*’l, I'incidence annuelle des hospitalisations
dues a une infection respiratoire par le RSV serait de 1 pour 1000
pour les plus de 65 ans dans les pays développés avec une durée
moyenne de séjour de 3 a 6 jours [°°), Un recours aux soins intensifs
est nécessaire pour 10 a 31 % des adultes hospitalisés pour une
infection par le RSV et le recours a une ventilation mécanique
pour 3217 % des cas [°”), La mortalité chez les patients hospitalisés
est de 'ordre de 8 a 10 % (%% %81 Ainsi les infections par le RSV des
sujets de plus de 65 ans seraient responsables d’environ 180 000
hospitalisations et de 14 000 décés annuels aux Etats-Unis %],
Une large analyse systématique des données de morbi-mortalité
de 195 pays [ estime que 54 820 sujets de plus de 65 ans décédent
suite a des infections par le RSV, a comparer a 76 477 pour les
virus influenza. La morbi-mortalité des infections par le RSV chez
les sujets de plus de 65 ans serait ainsi comparable a celle des
infections grippales 7% 7!, voire supérieure comme suggérée par
une large étude rétrospective récente 2.

Moins documentée, la morbi-mortalité associée aux infections
des sujets de plus de 65 ans par le hMPV apparait trés impor-
tante. Une large étude prospective sur 2 ans chez 1’adulte estime
I'incidence des hospitalisations avec pneumonie objectivée a la
radiographie et recherche de hMPV positive a 2,5 pour 10 000
adultes de plus de 65 ans par an aux Etats-Unis, un chiffre compa-
rable a celui retrouvé pour les infections par le RSV dans cette
méme étude |73, Dans une étude prospective sur trois saisons grip-
pales consécutives, le hMPV est retrouvé chez 4,5 % des sujets de
plus de 50 ans hospitalisés pour pathologie respiratoire. Il faut
souligner que les patients infectés par le hMPV sont plus agés et
présentent plus de comorbidités que ceux infectés par la grippe
ou le RSV 711,
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Chez les patients profondément immunodéprimés, en par-
ticulier les patients ayant recu une greffe de cellules souches
hématopoiétiques ou les transplantés de poumon, le RSV et le
hMPV sont responsables d’infections tres séveres avec une excré-
tion virale prolongée. Chez les patients transplantés de cellules
souches hématopoiétiques, le RSV est le virus le plus fréquem-
ment identifié dans les infections respiratoires avec une incidence
de 2 a 17 % selon la population et la saison. Le hMPV arrive en
deuxiéme position (3-9 %) 4. Dans prés de la moitié des cas,
I'infection respiratoire haute progresse vers une infection respira-
toire basse associée a une mortalité de prés de 30 % 7> 7¢l, Le RSV
et le hMPV sont associés a respectivement 11 et 6 % des infec-
tions respiratoires observées chez les transplantés pulmonaires.
Ces infections conduisent a des rejets aigus et surtout chroniques
dans 25 a 88 % des cas "7,

Chez les patients atteints de maladies pulmonaires obstructives
chroniques telles que les bronchopneumopathies chroniques obs-
tructives (BPCO), les infections virales sont une cause commune
de poussées aigués. Le RSV fait partie des trois principaux virus
retrouvés tandis que le hMPV se place en 7¢ position dans ce type
d’infection 7% 7’1, Ces poussées sont responsables d’'une morbidité
et d'une mortalité importantes ainsi que d’un déclin des fonctions
pulmonaires a long terme.

B Physiopathogie et clinique
Clinique

La primo-infection par le RSV est en regle générale symp-
tomatique, responsable chez le nourrisson d'une rhinite avec
éventuellement une fievre modérée. Dans 15 a 50 % des
cas, l'infection évolue vers une bronchiolite qui nécessitera
I'hospitalisation dans 1 & 3 % des cas [°°l. Le RSV est le prin-
cipal agent étiologique de la bronchiolite mais d’autres virus
peuvent engendrer un tableau similaire. La bronchiolite se carac-
térise par des signes d’infection respiratoire haute, suivis d'une
dyspnée expiratoire. Les symptomes typiques sont une rhinor-
rhée, une toux, et des rales sibilants (wheezing) a 1’auscultation
qui peuvent s’accompagner d'une tachypnée et de signes de
lutte respiratoire (tirage intercostal et/ou sus sternal, balance-
ment thoraco-abdominal). La fievre n’est retrouvée que dans
50 % des cas. Il faut toutefois noter que l'auscultation « carac-
téristique » est en fait assez variable d'un observateur a un
autre %, La radiographie de thorax est non contributive et
n’est pas recommandée en l'absence de suspicion de foyer bac-
térien. L'hospitalisation est décidée devant des signes de gravité :
signes d’épuisement respiratoire dont les apnées et ’hypoxémie,
signes de déshydratation ou encore un terrain a risque. Les
traitements recommandés actuellement sont uniquement des
traitements symptomatiques : désobstruction des voies aériennes
supérieures, oxygénothérapie voire ventilation mécanique, frac-
tionnement de 'alimentation voire hydratation parentérale. Les
antitussifs et fluidifiants bronchiques sont contre-indiqués, les
autres traitements médicamenteux (bronchodilatateur, sérum salé
hypertonique, etc.) ne sont pas indiqués. La kinésithérapie res-
piratoire ne fait pas partie des recommandations de la Haute
Autorité de santé (HAS) en 2019 (voir recommandations de la HAS,
Fiche outil HAS Novembre 2019 consultables sur www.has-sante.
fr).

Lors des réinfections par le RSV chez I'adulte, les symptomes
varient selon 1'age et le terrain sous-jacent. La maladie débute
par une atteinte respiratoire haute, mais la fievre est inconstante,
retrouvée dans environ 50 % des cas. La toux est le symptome
le plus fréequemment rapportée (85-95 %). Comme chez 'enfant
aprés quelques jours d’évolution, une dyspnée et un wheezing sont
courants (50-90 %). L'imagerie peut révéler une infiltration pul-
monaire (38,8 %).

Les infections par le hMPV sont plus souvent asymptomatiques
(environ 40 % des cas). Les symptomes sont proches de ceux
retrouvés dans les infections par le RSV avec une rhinorrhée, une
toux dans 75 % des cas et un wheezing dans 30 % des cas. La
fievre est trés inconstante 14! La sévérité des infections par le RSV
ou le hMPV de I'adulte est fréquemment liée a une exacerbation
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de pathologies sous-jacentes (maladies pulmonaires chroniques
comme l'asthme et les BPCO, cardiopathies chroniques). Ainsi,
au moins une condition pathologique antérieure est retrouvée
chez environ 70 % des adultes hospitalisés [°8/. Chez les sujets trés
agés, les signes respiratoires peuvent méme manquer et I'infection
peut se traduire par la seule décompensation de pathologies sous-
jacentes (insuffisance cardiaque, détérioration de 1’état mental,
etc.) 1. Ces infections peuvent aussi se compliquer de surin-
fections bactériennes pulmonaires retrouvées chez environ 20 %
des patients hospitalisés suite a une infection par le hMPV ou le
RSV [82, 83] .

Les connaissances sur la physiopathologie de bronchiolite du
nourrisson ont progressé, mais de nombreuses questions restent
en suspens, en particulier concernant les roles respectifs de répli-
cation virale et de la réponse immunitaire dans 1’obstruction
respiratoire.

Physiopathologie

L'infection par le RSV et le hMPV se fait par voie respiratoire
et débute au niveau du tractus respiratoire supérieur apres une
courte incubation. I'atteinte des voies respiratoires inférieures sur-
vient quelques jours apres chez environ un tiers des nourrissons.
Les données histologiques obtenues dans le modele d’infection
de l’agneau ont permis de compléter les quelques données issues
d’autopsies. In vivo, le RSV et le hMPV infectent essentiellement
les cellules ciliées de 1'épithélium respiratoire, mais in vitro leur
tropisme est beaucoup plus large #* 8 Dans les lésions de bron-
chiolites séveres, les bronchioles sont obstruées par un infiltrat
inflammatoire massif composé de polynucléaires neutrophiles et
de macrophages ainsi que par du mucus et des débris cellulaires
issus de la nécrose et de I'apoptose des cellules épithéliales .
Une hyperplasie des épithélia agressés et un infiltrat inflamma-
toire péribronchiolaire réduit encore la lumiere des bronchioles.
Une réponse inappropriée du systéme immunitaire a longtemps
été considérée comme la cause de 1’obstruction pulmonaire. Les
infiltrats inflammatoires ainsi que les fortes concentrations de
médiateurs inflammatoires retrouvées dans les cas séveres sont
en faveur de cette hypothése 8%, De plus, dans les modéles
d’épithélium bronchique reconstitués in vitro, I'infection par le
RSV est peu cytopathique allant a I’encontre d'un role direct du
virus dans les Iésions ®*. Un mécanisme immunopathologique
mettant notamment en cause une orientation de la réponse T
régulatrice vers un profil typique des réponses allergiques et des
réponses contre les pathogenes extracellulaires (dit profil « Th2 »
pour T helper 2) au détriment des réponses antivirales dites « Th1 »,
a été évoqué tres tot sur la base des résultats des premiers essais
vaccinaux dans les années 1960. En effet, les enfants vaccinés avec
du RSV inactivé a la formaline ont développé lors de l'infection
naturelle des symptomes séveres conduisant a une hospitalisa-
tion dans 80 % des cas et & deux déceés 1¥7!. Les enfants décédés
présentaient des infiltrats inflammatoires massifs riches en poly-
nucléaires éosinophiles. Ce modele d’'immunopathologie apres
vaccination a pu étre reproduit chez la souris ¥, et une produc-
tion importante d'IL-4 (cytokine de la réponse Th2) a été associée
a des signes d’obstruction bronchique #%, mais de facon incons-
tante . Des éléments récents ont remis en cause cette vision en
suggérant un role direct de la réplication virale dans 1'obstruction
bronchiolaire. Tout d’abord, méme si le virus est peu cytopathique
dans les modeles d’épithélium respiratoires, il induit une expul-
sion des cellules infectées de ’épithélium, une hypersécrétion de
mucus et une inhibition des mouvements ciliaires. De plus, la
corrélation entre la charge virale et la sévérité des symptomes,
longtemps discutée, semble maintenant établie °*°?. Enfin, la
réponse cytotoxique T8 semble corrélée avec I’élimination du
virus et la guérison plutdt qu’avec une aggravation des symp-
tomes. Aujourd’hui, la question du role respectif du virus et de
la réponse immunitaire dans les symptomes reste ouverte. II est
toutefois clair que le RSV mais aussi le hMPV, sont des virus
qui contrdlent remarquablement bien les réponses immunitaires
innées et adaptatives en comparaison avec des virus comme la
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Réponse immunitaire et mécanismes
d’échappement

La premiere étape de la réponse innée adaptative implique une
reconnaissance des pathogeénes. Par exemple, le TLR4 (Toll-like
receptor) exprimé a la surface des cellules dendritiques interagit
avec la F du RSV et avec la G du hMPV 495 De méme, les deux
virus sont reconnus au niveau des endosomes par les TLR3/TLR7
(voie MyD88 : myeloid differenciation primary response 88). En plus,
la présence dans le cytoplasme des ARNs double brin et des 5’
triphosphates non coiffés est détectée par les récepteurs MDAS
(melanoma differenciation-associated protein 5) et RIG-1 (retinoic
acid-inducible gene I) respectivement, qui activent la voie MAVS
(mitochondrial antiviral-signaling protein) . Lors de l'infection, les
cellules épithéliales vont produire différentes chimiokines (IP-10
et IL-8), responsables d’un afflux de polynucléaires neutrophiles
au site de l'infection, ainsi que des interférons de type 1. Les
macrophages alvéolaires et les cellules dendritiques produisent
aussi des cytokines proinflammatoires (Interférons, IL-1 et IL-18)
en quantité permettant le recrutement des autres effecteurs de
I'immunité 3. Lors de I'infection par le RSV chez la souris, les
premiceres cellules a gagner les voies respiratoires sont les cellules
NK, qui sont ensuite rejointes par des lymphocytes T helpers (T4)
et des lymphocytes cytotoxiques (T8). Cette réponse va permettre
une ¢€limination du virus et I'induction d'une réponse humorale.
Cette réponse IgG et IgA dirigée contre les protéines de surface
permet de prévenir les réinfections. Il faut toutefois souligner que
I'immunité induite par I'infection est trés transitoire comme en
témoigne la fréquence des réinfections *3I,

Le RSV et le hMPV ont développé plusieurs stratégies pour
s’opposer a la réponse immune.

Le RSV posséde deux protéines, NS1 et NS2, spécialisées dans
I’échappement a la réponse de I'hote. Elles inhibent l'induction
et les réponses interféron via de multiples cibles comme TRAF3
(TNF receptor associated factor 3), IKKe (inhibitor-«B kinase ¢),
TBK1 (TANK-binding kinase 1), IRF3 (interferon regulatory factor),
et IRF7 32961, De plus, NS1 et NS2 forment un complexe proche
du protéasome appelé « NS degradasome » qui dégrade spécifi-
quement des protéines de 'immunité innée comme STAT-2 ¢l
La protéine G du RSV lie le récepteur de chimiokine CX3CR1 et
induit son activation ¥, 11 existe aussi une forme sécrétée de la
G qui pourrait jouer le role de leurre pour les anticorps neutrali-
sants. Par ailleurs, I'engagement du TLR4 par la F du RSV provoque
une augmentation de I’expression de ce dernier en surface, ce qui
pourrait augmenter la susceptibilité de 1’épithélium aux ligands
TLR4, dont I’endotoxine bactérienne [°4.

Le hMPV ne possede pas de protéines non structurales, mais ses
protéines M2-2, G, P et SH inhibent la détection des ARNs viraux
et d’autres motifs moléculaires viraux par des récepteurs de recon-
naissance de motifs moléculaires comme les TLR et RIG-I via des
stratégies diverses. Par exemple, M2-2 s’associe directement avec
Myd88 et bloque ainsi 'activation des voies pro-inflammatoires
dépendantes de Myd88 17!, Les stratégies de controle de la réponse
de 1’'hote par la hMPV restent moins bien caractérisées que pour
le RSV. Le mécanisme par lequel la protéine P du hMPV inhibe la
reconnaissance des 5 triphosphates par RIG-I reste par exemple
incompris.

Le RSV et le hMPV limitent le recrutement de cellules den-
dritiques matures (cellules présentatrices d’antigene) au site de
I'infection en perturbant la formation des synapses immunolo-
giques entre ces derniéres et les lymphocytes T 8/, Ce phénomeéne
contribue a l'incapacité de l'organisme a établir une mémoire
immunologique durable.

Diagnostic virologique

Le diagnostic étiologique des infections respiratoires n’est pas
systématique. Il est essentiellement réalisé en cas de formes séveres
ou a des fins épidémiologiques. Ces tests reposent sur la recherche
du virus ou de ses composants dans des prélevements respira-
toires. L'isolement des virus en culture aujourd’hui est réservé
aux centres de référence. Actuellement deux grands types de
tests sont utilisés : les tests rapides type point-of-care tests (POC),

8

et les tests moléculaires réalisés dans des laboratoires spéciali-
sés 183991 T’avantage des POC est 'obtention d’une réponse trés
rapide sans recours a un laboratoire spécialisé, ce qui permet
de limiter le recours a des antibiothérapies et des explorations
complémentaires inutiles ainsi que la transmission nosocomiale.
Il n'en existe que pour le RSV. La premiere génération de tests
avait des performances médiocres en particulier chez I’adulte avec
une sensibilité de moins de 20 %. Des tests plus récents affichent
des performances acceptables de 'ordre de 85 % de sensibilité et
95 % de spécificité par rapport aux des tests moléculaires chez
I’enfant et méme chez l’adulte ', Dans les laboratoires, les tests
moléculaires se sont imposés comme méthode de référence. De
nombreux tests commerciaux sont proposés, tous trés sensibles
et spécifiques. A coté des automates permettant la réalisation de
larges séries de tests, il existe aussi des formats unitaires simples
et rapides qui sont adaptés pour les diagnostics d'urgence. La
recherche de RSV et de hMPV est enfin intégrée dans les tests
moléculaires permettant une approche syndromique. Ces tests
recherchent simultanément un large panel de pathogénes viraux
et bactériens impliqués dans des infections respiratoires. Ils per-
mettent de détecter en quelques heures plusieurs virus ou bactéries
avec une trés grande sensibilité quel que soit 1’age du patient et
la qualité du prélevement, mais restent plus onéreux que les tests
recherchant un a trois virus.

H Antiviraux et vaccins

Antiviraux spécifiques actuellement
commercialisés

L'arsenal thérapeutique actuel reste extrémement restreint.
Deux antiviraux sont actuellement utilisés : la ribavirine, un
antiviral ciblant les virus ARN et le palivizumab, un anticorps
monoclonal réservé au traitement préventif des infections par le
RSV.

Ribavirine

Les bénéfices de la ribavirine dans le traitement des infec-
tions par le RSV sont faibles pour un colt et une toxicité
importante. Ainsi la ribavirine n’est plus indiquée dans le trai-
tement des infections pédiatriques ['°!. Bien qu’il n’existe aucune
étude randomisée, les données disponibles suggerent que la
ribavirine permettrait de réduire la mortalité et la morbidité
en cas d’'infection par le RSV chez les transplantés de cellules
souches hématopoiétiques [°2 1931, A ’heure actuelle, les groupes
d’experts européens recommandent 'administration de ribavi-
rine en aérosol ou en systémique chez les patients transplantés
a haut risque d’évolution vers une infection respiratoire basse par
le RSV %4, I’administration concomitante d’immunoglobulines
polyclonales reste discutée. Les données portant sur 'utilisation
de la ribavirine dans les greffes d’organes solides sont encore plus
limitées. La société américaine de transplantation pulmonaire
recommande toutefois son utilisation par voie orale ou inhalée
chez les greffés de poumon infectés par le RSV avec un niveau
de preuve modéré 1) En I'absence de données concernant le
traitement des infections par les hMPV chez les sujets profondé-
ment immunodéprimeés, les recommandations concernant le RSV
peuvent s’appliquer aux infections par le hMPV [105 106],

Palivizumab

Le palivizumab est un anticorps monoclonal humanisé qui cible
la protéine F du RSV. Il a été mis sur le marché en 1998 en
prévention des infections par le RSV chez les enfants a risque.
Il est administré sous forme d’injections intramusculaires men-
suelles (15 mg/kg) pendant la période de circulation du RSV. Dans
I'essai princeps, IMpact-RSV, la prophylaxie par le palivizumab
réduisait de 55 % le risque d’hospitalisation pour infection par
le RSV des enfants prématurés (supérieur a 35 semaines gesta-
tionnelles) ou atteints de dysplasie bronchopulmonaire (4,8 vs.
10,6 %, p < 0,001) 1971, Les études ultérieures ont retrouvé des
résultats similaires 18,
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14 .
Point important

Indications du palivizumab dans |'autorisation de mise sur
le marché (AMM) :

e enfants nés a 35 semaines d'age gestationnel ou moins
et agés de moins de 6 mois au début de I’'épidémie saison-
niere a RSV ;

e enfants de moins de 2 ans qui ont nécessité un traite-
ment pour dysplasie bronchopulmonaire au cours des 6
derniers mois ;

e enfants de moins de 2 ans atteints d’une cardiopathie
congénitale avec retentissement hémodynamique.

Pour plus d’informations se référer a la stratégie thérapeu-
tique recommandée, définie dans l'avis de la Commission
de la Transparence du 5 avril 2017.

Antiviraux en développement

Le développement d’antiviraux efficaces et peu toxiques pour
le traitement des infections par le RSV est un enjeu de santé
publique majeur, mais aussi un enjeu industriel important au
vu de l'importance du marché potentiel. C’est un champ de
recherche tres actif avec de nombreuses molécules dans les dif-
férentes phases de développement. Dans cet article, nous nous
concentrerons essentiellement sur les molécules ayant été testées
chez I'homme qui sont toutes des antiviraux ciblant le RSV. Pour
le hMPV, aucun essai chez ’homme n’a été rapporté.

Anticorps

La protéine F étant trés conservée, elle apparait comme une
cible de choix. Sur le modeéle du palivizumab, différents anticorps
monoclonaux ciblant la protéine F ont été développés, essentiel-
lement destinés au traitement préventif des infections séveres.

Le plus avancé est le MEDI8897, une IgGl monoclonal
humaine, qui dérive de 'anticorps D25 développé par MedIm-
mune et Sanofi Pasteur. Le D25 cible I'épitope @ de la F en
conformation pré-fusion avec une efficacité de neutralisation
in vitro 100 fois supérieure a celle du palivizumab 7. La chaine
lourde a, de plus, été modifiée pour augmenter la demi-vie du
MEDI8897 chez le nourrisson permettant en théorie une protec-
tion pour toute une saison avec une administration unique 1%,
Apres des résultats encourageants en phase 2b, des essais cliniques
de phase 2/3 et 3 sont en cours chez les nourrissons présentant
ou non des facteurs de risque. Le REG2222 (Sputavizumab, Rege-
neron pharmaceuticals) a été testé en phase 3 comme traitement
préventif chez les nouveau-nés mais les essais ont été interrom-
pus car les critéres d’efficacité n’étaient pas atteints. L'ALX-0171,
enfin, est un nanobody dirigé contre la F qui a été développé pour
une utilisation curative. Les nanobodies dérivent d’anticorps de
camélidés qui ont la particularité de ne posséder qu'une seule
chaine. I’ALX-0171 est un nanobody trivalent, ciblant le méme
épitope que le palivizumab 9. Les résultats des premiers essais
chez I'’homme étaient encourageants mais fin 2019 les essais ont
été interrompus a la suite de 1'essai de phase 2b réalisé sur 180
enfants. A coté des stratégies ciblant la F, il faut mentionner des
stratégies alternatives développées en préclinique dont un anti-
corps ciblant le domaine CXCR3 de la G (domaine conservé) ou
encore un agoniste de la nucléoline testés dans le modele murin.

Sur le modele du palivizumab des anticorps monoclonaux

ciblant la F du hMPV ont été testés avec succeés chez la sou-
so (111,112
ris .

Inhibiteurs de fusion

Des criblages de différentes banques de petites molécules ont
permis l'identification de composés capables de bloquer la fusion
du RSV avec les cellules. Trois molécules, le presatovir (GS 5806),
le JNJ-53718678 et le RV-521 ont été administrées oralement en
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double aveugle a des volontaires sains dans un modele d’infection
expérimentale par le RSV 2l Ces trois molécules, administrées
dés les premiers symptomes, permettent une importante réduc-
tion de la charge virale et des symptomes '3-115 Toutefois les
résultats des essais de phase 2b du Presatovir, la molécule dont le
développement est le plus avancé, semblent décevants, ne per-
mettant pas de réduire les symptomes ou la charge virale lors
d’infections naturelles ' "7l D’autres molécules sont actuelle-
ment en développement en phase 2 comme 1’AK0529 ou testées
dans le modele humain d’infection expérimentale (Tableau 1).
L’émergence rapide de mutations de résistance in vitro et in vivo
lors de l'utilisation des inhibiteurs de fusion est préoccupante,
d’autant plus qu’elles conférent en général une résistance croi-
sée a plusieurs inhibiteurs de fusion. Ces mutations apparaissent
regroupées au niveau de la cavité centrale de la forme pré-fusion
de la F dans la région ou se trouve le peptide de fusion. Ces
données suggerent que ces molécules agissent en stabilisant la
forme pré-fusion de la F plutét qu’en bloquant le repliement de
la forme post-fusion comme proposé initialement ['?71, Le défi
est maintenant d’utiliser ces données pour développer de nou-
veaux inhibiteurs de fusion non impactés par ces mutations de
résistance.

Pour le hMPV, un peptide inhibant la fusion permet une réduc-
tion de la charge virale, de l'inflammation et de 1'obstruction
pulmonaire dans un modeéle murin d’infection 28I,

Antiviraux ne ciblant pas I'entrée

La molécule la plus avancée est la lumicitabine développée
par Alios Biopharma et Johnson & Johnson. Cet analogue de la
cytidine inhibe spécifiquement la polymérase du RSV. Le posi-
tionnement des mutations de résistance sur la structure de la L
suggere que la drogue ne se fixe pas directement au niveau du
site catalytique mais a proximité de celui-ci et agit en modulant
l'activité de la polymérase *3I. Comme le presatovir, la lumicita-
bine a démontré son efficacité dans un essai en double aveugle
sur le modeéle d’infection expérimentale de I'adulte sain '?°1, Tou-
tefois, les essais de phase 2b ont été arrétés au cours de 1’été 2019.
Deux autres inhibiteurs ciblant la polymérase ont fait I'objet de
développement préclinique. Le BI-D, qui inhibe 1'addition de la
coiffe sur les messagers viraux réduit la charge virale chez la souris.
1'AZ-27, dont le développement est aujourd’hui arrété, inhibe la
polymérase virale en se fixant dans le « connector domain » entre
les domaines « ribonucleotidyl transferase » et « méthyl trans-
ferase » de la L 3341, Le RSV 604 est une molécule qui cible la
N, efficace en préclinique, les essais chez I’homme n’ont encore
jamais été publiés. Parmi les stratégies originales, il faut citer
I’ALN-RSVO1 qui est un petite ARN interférent ciblant 'ARNm de
la nucléoprotéine N du RSV. Administré en aérosol, il a démon-
tré une activité antivirale dans le modele murin. Dans un essai
randomisé, I’administration en aérosol d’ALN-RSV001 chez des
patients greffés de poumons infectés par le RSV a permis de réduire
le risque de bronchiolite oblitérante a 6 mois par rapport au
placébo 231,

Vaccination

Presque 60 ans apres I’échec retentissant du premier essai vac-
cinal contre le RSV, la mise au point d'un vaccin reste I'une des
priorités de santé publique définie par 'OMS. Deux types de stra-
tégies sont développées : soit des vaccins vivants qu’ils s’agissent
de virus atténués ou de vecteurs viraux, soit des vaccins sous-
unitaires avec des protéines recombinantes. En mars 2020, plus
de 80 essais chez I’homme étaient recensés, dont 24 en cours sur
une vingtaine de candidats vaccins (Fig. 7). Pour le métapneumo-
virus, des stratégies analogues sont a 1’étude principalement en
phase préclinique.

Les vaccins vivants atténués sont essentiellement destinés a
la vaccination d'une population pédiatrique car I'établissement
d'une immunité par l'infection naturelle devrait les inhiber.
La voie intranasale est privilégiée pour induire une immunité
muqueuse et parce qu’elle permet d’éviter les injections doulou-
reuses chez I'enfant. Les premiers vaccins vivants atténués ont
été développés par passage a basse température pour obtenir des
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Tableau 1.
Antiviraux.
Antiviral Cible Développement actuel Phase clinique atteinte # Compagnie Références
AK-0529 = Ziresovir Inhibiteur de fusion En cours Phase 2b Ark Biosciences Inc., b
Roche Pharma
AZD-9639 Inhibiteur de fusion Arrété Phase 1 AstraZeneca Plc
BTA-9881 Inhibiteur de fusion Arrété Phase 1 Biota Scientific (18]
Management Pty
Ltd
BTA- Inhibiteur de fusion Arrété Phase 2a Aviragen
C585 = Enzaplatovir Therapeutics Inc.
JNJ-8678 = JNJ- Inhibiteur de fusion En cours Phase 2b Johnson & Johnson (119, 120]
53718678
MDT-637 (VP 14637) Inhibiteur de fusion Arrété Phase 2a MicroDose [121]
Therapeutx, Inc.
GS-5806 = Presatovir Inhibiteur de fusion En cours Phase 2b Gilead Sciences Inc (113,116, 117]
RV-521 = Sisunatovir Inhibiteur de fusion En cours Phase 2a ReViral Ltd [B]
ALN-RSVO1 RNA i contre N Arrété Phase 2b Alnylam (122,123]
spray Pharmaceuticals Inc.
ALS-8176 RSV polymerase Arrété Phase 2b Alios Biopharma 0224
Lumicitabine Johnson & Johnson [125]
RSV-604 (A-60444) N Arrété Phase 2 Novartis [126]
EDP-938 N En cours Phase 2a Enanta 22
Pharmaceuticals

2 Cloturée, interrompue ou en cours 2¢ trimestre 2020.
b Toovey SWJ, 1t International Meeting on Singapore 2015. Respiratory Pathogens.
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Figure 7. Résumé des candidats vaccins du virus respiratoire syncytial (RSV) actuellement en cours d’évaluation clinique. Le numéro indique la phase des
essais les plus avancés pour le candidat. Le nom des laboratoires a I'origine des essais est indiqué en italique. Adapté de RSV Vaccine and mAb Snapshot -

PATH Vaccine Resource Library - https://vaccineresources.org.

mutants thermosensibles. Depuis 1995, ils sont produits par géné-
tique inverse, permettant 'introduction de mutations spécifiques
et/ou la délétion de genes. Les stratégies d’atténuation les plus
prometteuses sont les délétions de la protéine M2-2, ce qui per-
turbe 1'équilibre transcription-réplication, et de la protéine NS2
impliquée dans le controle des réponses antivirales. Des mutations
ponctuelles dans la polymérase sont ajoutées pour limiter la répli-
cation et augmenter la stabilité des candidats vaccins. En effet,
la stabilité et I'innocuité de ces vaccins vivants sont cruciales en
particulier en cas d’inoculation intranasale avec excrétion de virus

10

vaccinal. Cinq essais de phase 1 sont actuellement en cours dont
quatre organisés par le National Institute of Allergy and Infectious
Diseases (agence du ministere de la santé américain).

Les vaccins utilisant des vecteurs viraux actuellement en
développement dérivent d’adénovirus pour deux d’entre eux.
L’Ad26-RSv PreF exprime une F stabilisée dans sa conforma-
tion pré-fusion pour induire une forte réponse neutralisante. Le
ChAd155 dérive d’'un adénovirus de chimpanzé modifié pour
exprimer F N et M2-1 pour une vaccination pédiatrique. Un
troisiéme (MVA-BN-RSV) utilise une souche défective pour la
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réplication de vaccine pour exprimer plusieurs antigénes viraux
(F, G, N et M2-1).

Les stratégies reposant sur des protéines purifiées utilisent majo-
ritairement la F comme antigene du fait de sa conservation.
L'obtention de la structure de la forme pré-fusion de la F a révélé
la présence d’épitopes spécifiques ciblés par des anticorps neu-
tralisants. Les résultats obtenus chez l’animal ont confirmé les
avantages d'une F stabilisée dans sa conformation pré-fusion pour
la vaccination [V1, Tl faut noter que parmi les six vaccins sous-
unitaires actuellement en phase 1 ou 2, I'un utilise de la SH
(DPX-RSV-SH) et I'autre utilise de la G (rRSV-G).

Trois autres candidats vaccins reposent sur I’administration de F
en conformation pré-fusion. Le plus avancé est le candidat de Pfi-
zer, actuellement en phase 2b chez I'adulte. Le ResVax repose sur
I'administration de la protéine F sous forme de nanoparticules per-
mettant I'induction d’une meilleure réponse immunitaire. Dans
un essai de phase 3 sur plus de 10 000 patients agés de plus de
60 ans, le ResVax n’a pas permis de prévenir les infections modé-
rées ou séveres par le RSV. L'essai de phase 3 d’immunisation
maternelle a montré une diminution des hospitalisations et
des formes les plus séveres chez les nourrissons sans toutefois
atteindre ses objectifs initiaux !'*°!. Ces résultats sont encoura-
geants méme s’ils n’ont pas permis la mise sur le marché du
vaccin.

Le développement de vaccin contre le hMPV est nettement
moins avancé mais repose sur les mémes stratégies : vaccins
vivants et vaccins sous-unitaires. Les vaccins les plus avancés
sont les vaccins recombinants avec des résultats prometteurs chez
I'animal [*°!, Un vaccin recombinant dans lequel la P a été rem-
placée par celle du métapneumovirus aviaire est le seul a avoir
été testé chez I'homme ; il s’est révélé trop atténué méme chez
les enfants séronégatifs pour hMPV 131, La majorité des vaccins
sous-unitaires reposent sur l'utilisation de de la F comme anti-
gene. L'identification d’épitopes communs entre les F du RSV et
du hMPV pourrait ouvrir la voie a la mise au point d’'un vaccin
« pan-pneumovirus humains » 1132,

H Conclusion

Depuis la découverte du RSV en 1955 et du hMPV en 2001,
de nombreuses connaissances se sont accumulées concernant
I'importance de ces pathogenes en santé humaine, leur épidémio-
logie et leurs mécanismes de réplication. De nombreux antiviraux
ont été testés chez ’homme mais trés peu sont aujourd’hui uti-
lisables. La résolution récente des structures des polymérases de
ces deux virus représente un espoir important de développe-
ment de nouveaux antiviraux spécifiques. Malgré des dizaines
d’année de recherches intensives, les interactions du RSV avec
I’h6te demeurent peu connues. Les capacités du RSV a contourner
a la réponse immunitaire ont tenu en échec toutes les tentatives
de vaccination jusqu’a ce jour. Les progres rapides dans la compré-
hension de la pathogénese de ces infections et I'intensification des
essais cliniques vaccinaux permettent d’espérer la mise au point de
stratégie de prévention adaptées pour les différentes populations
dans un futur proche.

Déclaration de liens d’intéréts : les auteurs n’ont pas transmis de déclaration
de liens d’intéréts en relation avec cet article.
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Chapitre 2. Généralités sur le Virus Respiratoire
Syncytial

1. Composition des virions

1.1. Morphologie des virions et des filaments viraux
Les virions ont majoritairement une forme filamenteuse, de 200 nm a 2 uym et un diametre de
70 nm a 190 nm (Ke et al. 2018). Mais il existe également des formes sphériques de 100 nm a
1 um et asymétriques (Figure 1). (Kiss et al. 2014; Liljeroos et al. 2013; Bachi and Howe 1973).
L'enveloppe virale du RSV est composée d'une membrane issue des cellules infectées dans
laquelle sont enchassées les trois protéines virales transmembranaires F (pour Fusion), G (pour
Glycoprotéine) et SH (pour Small Hydrophobic). Sur les virions, la protéine F peut présenter 2
conformations bien distinctes : forme pré-fusion et post-fusion sur les virions. De maniére
intéressante, la prédominance de forme pré et post fusion a la surface est corrélé a la forme
des virions (Figure 1) (Liljeroos et al. 2013; Ke et al. 2018).
La surface interne de I'enveloppe virale est tapissée par la protéine de matrice M. Des zones
dépourvues de M peuvent étre observées en particulier sur les virions sphériques ou
asymétriques. Ces données suggerent que la protéine M maintient la forme filamenteuse des
virions (Kiss et al. 2014; Ke et al. 2018; Liljeroos et al. 2013). Des données récentes de
cryo-électromicroscopie montrent I'arrangement de la M en diméres, eux-mémes organisées
en matrice. Ces diméres semblent conditionner la disposition de la protéine F en surface
(Conley et al. 2021; Sibert et al. 2021).
Au centre du virion se trouve la ribonucléocapside. Elle se compose du génome viral, un ARN
négatif simple brin, encapsidé par la nucléoprotéine N sous forme d'une hélice gauche d'un
pas de 68 A (Bakker et al. 2013; Tawar et al. 2009). Les virions semblent renfermer de multiples
copies du génome viral, en particulier dans les formes sphériques qui peuvent contenir jusqu'a
9 génomes (Kiss et al. 2014). La polymérase (L) et son cofacteur, la phosphoprotéine (P) sont
associés a la ribonucléocapside. Dans les virions filamenteux la protéine M2-1 semble tapisser
la premiere couche formée par M et ainsi ancrer de la RNP a I'enveloppe (Ke et al. 2018; Kiss
et al. 2014; Liljeroos et al. 2013).
Des filaments viraux sont observés a la surface des cellules infectées par le RSV en microscopie

a fluorescence ou en microscopie électronique. Ces filaments peuvent mesurer entre 0,5 et
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Filamentous

12 pm de long pour un diametre moyen de 130 nm (Ke et al. 2018). lls sont marqués par des
anticorps anti-F, M, N ou P et semblent abriter des ARN viraux (Shaikh, Utley, et al. 2012). Ils

sont considérés comme des virions en cours d'assemblage ou assemblés qui n'ont pas été

libérés.
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Figure 1. Structure des virions du RSV. A) Images des différentes morphologies observées en
microscopie cryo-électromicroscopie. B) Représentation schématique des structures filamenteuses
et sphériques des virions ainsi que la composition membranaire et répartition des formes
pré-fusion et post-fusion de la protéine F. Extrait de Kiss 2014.

1.2.  Protéines virales et données structurales

Le génome du RSV, un acide ribonucléique (ARN), est de polarité négative non segmenté.
D’une taille de 15 kb, il comporte 10 unités de transcription. Chacune d'elles est encadrée par
une séquence promotrice (Gene Start) et une séquence de terminaison de transcription (Gene
End). Les extrémités 5' (Leader) et 3' (Trailer) contiennent les signaux de réplication génomique

(Kuo et al. 1996).
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Figure 2. Organisation génomique de la famille des Paramyxovirus et Pneumoviridae.
L'organisation génomique de la nucléoprotéine (N), la phosphoprotéine (P), la protéine
matricielle (M), la protéine de fusion (F) et 'ARN polymérase dépendante de ['ARN (L), est
semblable entre les deux familles. La protéine de fixation correspond aux protéines notées H, HN
ou G, la petite protéine hydrophobe SH, 'ORF M2, et les protéines non structurales NS1, NS2
Extrait de Shahriari 2016.

La Figure2 permet de se rendre compte de la complexitt du génome du
RSV (Orthopneumovirus) par rapport aux autres Mononegavirales (MNV). Il code notamment
pour deux protéines non structurales en 3’ et la 9°™ unité de transcription (M2) code pour

deux protéines distinctes. Le génome du RSV code pour 11 protéines listées dans le tableau 1.

28



Tableau 1. Protéines virales du RSV, masse et structure.

Protéine Virale Poids moléculaire Structure
Glycoprotéine G 95-180 kDa RMN (Sugawara et al. 2002)
Fusion F F1 55 kDa Rayon X cristallographie (McLellan,
F2 15 kDa Ray, and Peeples 2013) Ectodomaine
. Toute longueur 7.5 kDa
Small Hydrophobic SH Tronquée 4.5 kDa RMN (Gan et al. 2012)
. Cristallographie (Money et al. 2009;
Matrice M 28 kDa Conley et al. 2021; Forster et al. 2015)
. . Cristallographie (Tawar et al. 2009;
Nucléocapside N 42 kDa Bakker et al. 2013)
Polymérase L 250 kDa Cryo-EM (Gilman et al. 2019)
Cryo-EM (Pereira et al. 2017; Gilman et
Phosphoprotéine P 35 kDa al. 2019; Cardone et al. 2021;
Dongdong Cao et al. 2020)
Cristallographie
(Blondot et al. 2012; Tanner et al.
M2-1 25 kDa 2014; Selvaraj et al. 2018; Gao et al.
2020)
M2-2 22 kDa X
Non structurale NS 17.5 kDa Rayon X cristallographie (Chatterjee et
al. 2017)
Non structurale NS2 14.5 kDa X

Ce tableau décrit les différentes protéines virales codées par le génome du RSV, leurs poids
moléculaires et les articles décrivant leur structure et la méthode d'observation comme la
résonance magnétique nucléaire (RMN), la cryo-électromicroscopie (cryo-EM) ou cristallographie
par rayon X.

1.2.1. Les glycoprotéines de surface

Glycoprotéine G
La glycoprotéine G participe a l'attachement du virion sur la membrane cellulaire (Levine,

Klaiber-Franco, and Paradiso 1987). Elle va notamment reconnaitre le récepteur au
CX3C (CX3CR1) (Tripp et al. 2001), les héparanes (Feldman, RM, and JA 1999) et
glycoaminoglycanes sulfatés (GAGs) (Hallak, Kwilas, and Peeples 2007) présents sur la surface
des membranes. La protéine G est également importante dans le contrOle des réponses
immunitaires. En effet, son interaction avec le CX3CR1 inhibe le recrutement des cellules
immunitaires et elle pourrait aussi masquer les sites antigéniques de la protéine F (Battles and
McLellan 2019). De plus, sa forme sécrétée jouerait le réle de leurre immunitaire (Ray et al.

2001; Chirkova et al. 2013). Bien qu'elle participe a I'attachement, elle n’est pas indispensable
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a la multiplication virale et les virus Delta-G montrent une atténuation in vitro et une diminution

de l'infectiosité in vivo (Teng and Collins 2002; Karron et al. 1997).

La protéine G comporte environ 290 acides aminés correspondant a un poids moléculaire initial
de 32 kDa. C'est une protéine transmembranaire de type Il (Figure 3) qui comprend une queue
cytoplasmique (en N-terminal), un domaine transmembranaire et un ectodomaine en C-ter. Ce
dernier se compose de deux domaines peu structurés de type mucine encadrant une boucle
maintenue par 2 ponts disulfures appelée Cystine nose (McLellan, Ray, and Peeples 2013). Cette
structure serait la séquence de reconnaissance du CX3CR1 cellulaire. Ce niveau de séquence
est trés conservé. Au contraire, les régions qui I'encadrent sont tres peu conservées, peu
structurées et richement glycosylées. La glycoprotéine G est la protéine la plus variable des
protéines du RSV avec moins de 40% d'identité entre les G des RSV de groupe A et de groupe
B (Mufson et al. 1985). Sa glycosylation varie selon le type cellulaire. En effet, dans les lignées
cellulaires immortalisés comme les HEp-2, la protéine G présente une masse d’environ 95 kDa,
mais cette masse peut atteindre 180 kDa dans les cellules bronchiques différenciées (King et
al. 2021). La forme soluble de la protéine G est produite a partir du codon alternatif (M48) (S.
Roberts et al. 1994). Apres sa synthése, elle va subir une coupure protéolytique du domaine
transmembranaire restant, permettant la libération la protéine G. Cette forme jouerait plutot

un réle de leurre immunitaire empéchant I'action des leucocytes (Battles and McLellan 2019).

a Cx,C
Trans- Central Heparin-
Cytoplasmic membrane  Mucin-like conserved | binding
tail domain variable region domain domain
e [ i |
Amino |l | i ||| Carboxyl
terminus L ll ul M‘“ u l llu l l‘u'n terminus
Met48 N-linked and Cystine
O-linked glycans noose
c
Disulfide bond Cystine
b
Full-length G Soluble G
@ g\ Proteolysns
Met48
N

Figure 3. Structure de la glycoprotéine G. a) Représentation des domaines protéiques et des
modifications post-traductionnelles b) Schéma des deux isoformes de la protéine G avec la forme
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entiere (a gauche) et de la forme soluble (a droite) c) Structure des parties adjacentes au domaine
cystine noose avec en bleu extrémité N-ter et en rouge C-ter. Les deux liaisons disulfures dans le
neeud de cystine sont représentées comme des batons reliant les hélices. Extrait de Battles 2019.

Protéine de fusion F
La protéine de fusion F possede deux réles principaux. Tout d'abord, elle va se lier aux

récepteurs cellulaires tels que I'lGFR1 et la nucléoline (Griffiths et al. 2020). Elle va ensuite
permettre la fusion de I'enveloppe avec la membrane de la cellule cible permettant la libération
du génome viral dans le cytoplasme cellulaire. La fusion des membranes des cellules infectées

en syncytium est caractéristique et va donner son nom au RSV.

b c
MSiteo M Sitelll F F,
M Site | M Site IV e
Mael. WSy Postfusion F trimer 26| {109 157 i Fusion peptide

Prefusion F trimer
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inhibitor

=

Figure 4. Structure et localisation des sites antigéniques de la protéine de Fusion F. a) Localisation
des sites antigéniques majeurs selon la conformation pré-fusion et post-fusion de la protéine F.
b) Les mutations d'échappement aux inhibiteurs de fusion sont colorées en orange, vert et bleu
¢) Représentation schématique de la forme pré-fusion (gauche) et pré-hairpin (a droite) ainsi que
le point de blocage des inhibiteurs de fusion. Extrait de Battles 2019.

La protéine F est une protéine homotrimérique transmembranaire de type | (Yin et al. 2006).
Elle comprend un large ectodomaine en N-ter, un domaine transmembranaire et un court
domaine intra-cytoplasmique en C-ter (FCT) (Figure 4). Elle est synthétisée sous la forme d'un
précurseur FO de 574 acides aminés (Collins, Huang, and Wertz 1984) qui va étre clivé par des
protéases « furin-like » dans I'appareil de Golgi. Un peptide de 27 acides aminés est éliminé.
La forme mature de F comprend 2 sous-unités protéiques, F1 (55 kDa) et F2 (15 kDa), qui

restent liees entre elles par des ponts disulfures.
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La F est une protéine de fusion de type I, comme I'hémagglutinine des virus Influenza.
L'ectodomaine peut adopter 2 conformations: la forme pré-fusion (instable) et la forme
post-fusion (stable). Lors de la fusion, un peptide hydrophobe situé en N-ter des protomeres
F1, appelé peptide de fusion, va s'enchasser dans les membranes cibles. La protéine F va ensuite
se replier permettant le rapprochement des membranes de I'enveloppe virale et cellulaire

entrainant leur fusion (Battles and McLellan 2019).

Au contraire de la G, la F est tres conservée avec 90% d'identité entre les F des RSV de groupes
A et B. Elle est la cible d"'anticorps neutralisants bloquant l'infection. Certains sites antigéniques
comme les sites |, Il, Il IV sont présents sur les formes pré et post-fusion tandis que les sites 0
et V sont spécifiques de la forme pré-fusion (Figure 4). L'existence de 2 conformations
antigéniquement distinctes de la F est un élément tres important a prendre compte pour le

développement d'anticorps thérapeutiques ou de vaccins (Jones et al. 2019).

Protéine SH
Les fonctions de la protéine Small hydrophobic (SH) sont encore mal connues. Elle permettrait

d'augmenter l'efficacité de l'infection virale chez les mammiféres (Whitehead et al. 1999;
Bukreyev et al. 1997) bien que sa présence ne soit pas nécessaire in vitro (Bukreyev et al. 1997).
Comme pour d'autre paramyxovirus (PIV5, le virus des oreillons...) elle induirait un blocage de

I'apoptose des cellules infectées (Fuentes et al. 2007).

La proteine SH est une protéine transmembranaire de type Il tres conservée de 64 a 65 acides
aminés (M. Chen et al. 2000). Durant l'infection, SH peut étre retrouvée sous 4 formes selon
son niveau de glycosylation et sa taille. La forme entiere non glycosylée est majoritairement
retrouvée. Son domaine transmembranaire est constitué d'une hélice hydrophobe dont la
partie C-ter forme une queue cytosolique. Comme le montre la Figure 5, elle s'assemble en
homopentameére formant un pore ionique (viroporine) dans la membrane (Li et al. 2014; Araujo
et al. 2016). Elle s'accumule principalement au niveau de structures riches en lipides tel que les
membranes du réticulum endoplasmique, l'appareil de Golgi et la membrane
plasmique (radeau lipidique) tandis que de faibles quantités sont retrouvées dans les filaments

viraux matures (Rixon et al. 2004).
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Figure 5. Structure de la protéine Small Hydrophobic.
Modele  structural  de la  protéine  SH
homopentamérique en vue de cété en membrane
palmitoyl-oleoyl-phosphatidyl-choline. La partie N-
terminale a une orientation intracellulaire et la partie
C-ter a une orientation extracellulaire. Extrait de
Araujo 2016.

Protéine de matrice M
La protéine structurale de matrice M tapisse la surface interne de I'enveloppe virale (Kiss et al.

2014). Elle joue un réle clé dans I'assemblage et le bourgeonnement viral ainsi que dans la
maturation des filaments viraux (Mitra et al. 2012; Forster et al. 2015). Elle présente des sites
d'interaction avec la protéine P et semblerait rentrer en contact avec M2-1 (M Bajorek et al.
2021; Kiss et al. 2014). Ces éléments laissent supposer que la protéine M fait le lien entre des

protéines de la RNP et la membrane plasmique (M Bajorek et al. 2021).

La protéine M (Figure 6) est composée de 2 domaines, un domaine N-terminal et un domaine
C-terminal, composés en grande partie de feuillet B (Money et al. 2009). Sa structure lui permet
d'établir des interactions protéine-lipide et protéine-protéine (Money et al. 2009). Les protéines
M s’associent en dimeéres (Forster et al. 2015; Trevisan et al. 2018) qui s'assemblent eux-mémes
en oligomeres d'ordre supérieur au contact des lipides (M. Bajorek et al. 2014). Lors de
I'infection, la protéine M est retrouvée au niveau des corps d'inclusion et du noyau cellulaire.
Cette localisation suggere un réle de M dans la régulation de la synthése des ARN cellulaires

et/ou le transport des RNPs et/ou dans I'assemblage (Ghildyal et al. 2003; 2005).

B
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Figure 6. Structure de la protéine de matrice M. A et B) Structure au rayon X de la protéine M vue
de dessus A) et vu de cété B). C) La coupe a travers et la reconstruction du subtomogramme
montre ['orientation du M-dimere par rapport au feuillet interne de la bicouche lipidique (en bas).

1.2.2. Les protéines de la ribonucléoprotéine virale

Nucléoprotéine N
La nucléoprotéine N assure I'encapsidation des ARN viraux génomiques et anti-génomiques

(Tawar et al. 2009). Cette encapsidation permet notamment de protéger I'’ARN viral et de limiter

sa détection par les acteurs de I'immunité de la cellule (Lifland et al. 2012).

Elle est composée de 2 domaines globulaires (N-ter et C-ter) et de deux bras libres C-ter et
N-ter. De la méme maniére que lors de I'encapsidation de I’ARN viral, son expression dans des
bactéries, montre elle se lie aux ARN bactériens en formant des structures en anneaux de 10 a
11 monomeres (Figure 7). Chaque monomere se lie aux monomeres adjacents via les bras N-ter
et C-ter. L'ARN viral se loge dans le sillon formé par les domaines globulaires de la protéine,
environ 70 nucléotides par tour d’hélice. L'interaction entre I'’ARN viral et les nucléoprotéines
est spécifique du squelette d’ARN et non des nucléotides présents, ensemble ils forment la
nucléocapside (Nnc) (Tawar et al. 2009). N existe également sous une forme monomérique libre
non liée a I'ARN ie No (Galloux et al. 2015). C'est la liaison a la P qui permet le maintien de la N
sous la forme No. Ce complexe NoP est essentiel pour permettre |I'encapsidation sélective de

I’ARN génomique (Esneau et al. 2019).

el ryy

Figure 7. Structure d'un anneau de protéines N liées
a UARN. Une sous-unité N est colorée : domaine
globulaire en jaune et rouge indiquent le NTD et le
CTD respectivement, et les bras Nter et Cter libres
sont bleus. L'ARN est représenté avec le squelette en
cyan et les bases en noir. Les bras libres permettent
de faire le lien « main dans la main » entre chaque
monomere. Extrait de Tawar 2009.
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Polymérase L
La polymérase L porte I'ensemble des activités enzymatiques permettant la synthése du

génome viral et des ARN messagers viraux. C'est une ARN polymérase ARN dépendante (RdRp)
capable d'initier a la fois la transcription et la réplication. Elle est aussi responsable de la
polyadénylation des messagers viraux. Elle assure également I'addition et la méthylation de la
coiffe des ARNm viraux. On notera que le mécanisme d'addition de la coiffe implique un
transfert de I'’ARN en cours de synthése sur le GTP, réaction différente de celle impliquée dans

le capping des messagers cellulaires (D Cao, Gao, and Liang 2021).

Appelée L pour « large », la polymérase est une grosse protéine de 250 kDa. Ces derniéres
années, les structures en cryo-électromicroscopie des polymérases de différents MNV ont été
publiées (Liang 2020; Gilman et al. 2019; Jenni et al. 2020; Dongdong Cao et al. 2020). Elles
comprennent 5 domaines : le domaine de synthése de 'ARN (RdRp) et le domaine d'addition
de la coiffe (PRNTase) surmontés par un domaine charniere/connecteur, le domaine
méthyltransférase (MTase) et en enfin le domaine C-ter. Dans les structures publiées de la L du
RSV (Figure 8), seuls les domaines RdRp et PRNTase sont visibles (Gilman et al. 2019; Dongdong
Cao et al. 2020). La comparaison des structures des L des MNV suggere une grande flexibilité
de la L puisqu’elle adopte des conformations différentes en phase d’initiation ou d'élongation
(D Cao, Gao, and Liang 2021; Blanchard et al. 2020). Le mécanisme d'ajout de coiffe des ARN
et de méthylation de celle-ci implique un processus unique et différent des cellules
mammiféeres (Ogino and Green 2019; D Cao, Gao, and Liang 2021). Du fait de son rdle central
et de ses activités enzymatiques spécifiquement virales (RdRp et PRNTase), la protéine L
représente une cible de choix pour de futurs antiviraux. La résolution récente de sa structure

devrait permettre I'élaboration de nouvelles molécules antivirales dans le futur.
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Figure 8. Structure en Cryo-Electromicroscopie de la polymérase. A) Présentation schématique
du domaine RdRp et PRNTase de la protéine L du RSV et B) Structure publiée de la L du VSV
(Liang et al. 2015) sont représentés sous forme de rubans colorés. Le domaine connecteur (CD),
le domaine méthyltransférase (MTase) et le domaine C-terminal (CTD) sont colorés en blanc pour
le VSV et ne sont pas observés dans la structure du RSV. La carte linéaire montre les portions de
L qui sont résolues dans la structure du RSV sous forme de barres colorées. Extrait de Gilman
201709.

Phosphoprotéine P
La phosphoprotéine P peut étre considérée comme le chef d'orchestre de la réplication et de

la transcription virale. En effet, elle interagit avec I'ensemble des protéines impliquées dans ces
processus : elle est le cofacteur essentiel de la polymérase a laquelle elle est intimement liée
(Gilman et al. 2019), elle interagit avec la Nnc et maintien la N sous forme monomérique non
liée a I'ARN dans le complexe NoP (Galloux et al. 2015) et elle interagit avec le facteur de
transcription viral M2-1 (Blondot et al. 2012). Enfin, une étude récente montre I'importance des
protéines P et M dans la formation des filaments viraux et la production de VLP (virus like

particul) (M Bajorek et al. 2021).

La protéine P s'associe en homotétrameres au niveau d'une région centrale
d'oligomérisation (OD) structurée en hélice. Les bras N-ter et C-ter de P sont intrinsequement
désordonnés. Les domaines d'interaction avec les différents partenaires se structurent au
contact des interacteurs. La plasticité de la P est illustrée par les différentes conformations que

prennent les 4 bras C-ter de P liées a la L (Figure 9) (Gilman et al. 2019).
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Figure 9. Structure de domaine d'oligomérisation et du C-terminal de la phosphoprotéine en
Cryo-Electromicroscopie avec la polymérase. La polymérase L est représentée par une surface
moléculaire grise. Les monomeres P1 a P4 sont colorés (bleu a rouge, terminaison N a C,
respectivement). Ces monomeres permettent de visualiser la capacité de P a moduler sa
conformation en fonction des interactions. Extrait Gilman 20109.

Protéine M2-1
La protéine M2-1 peut étre considérée comme un facteur de transcription virale. Elle est

absolument indispensable a la transcription des genes viraux. En I'absence de M2-1, seuls des
niveaux tres faibles de '’ARNm correspondant au gene le plus proche du Leader sont observés
(Fearns and Collins 1999). M2-1 favorise la processivité de la polymérase. C'est une protéine
de liaison a I'ARN (Cuesta et al. 2000) qui se lie préférentiellement aux ARNm du RSV et aux
séquences riches en A (Cartee and Wertz 2001; Blondot et al. 2012).

Cette petite protéine basique forme des homotétrameres (Figure 10). Chaque protomere
présente un domaine N-ter en doigt de zinc (ZBD), un motif de tétramérisation en hélice et un
large domaine globulaire C-ter (Tanner et al. 2014). De plus, M2-1 est déphosphorylée dans
les cellules par la protéine cellulaire PPI (Richard et al. 2018) sur les résidus sérines 58 et 61. La
régulation de son état de phosphorylation semble cruciale pour la liaison a I'ARN. Récemment,
une étude a révélé que M2-1 interagit spécifiquement avec I'ARN du RSV sens positif et a des
transcrits cellulaires et non avec I'ARN du génome sens négatif (Braun et al. 2021). M2-1 est
recrutée dans les IB via son interaction avec P (Blondot et al. 2012) puis se concentre avec les

ARNmM viraux dans des sous-structures appelées IBAGs (cf cycle viral) (Rincheval et al. 2017b).
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Les sites d'interaction de P et de I'ARN sur M2-1 sont partiellement chevauchants, montrant
gu'il existe une compétition pour leur fixation (Tran et al. 2009). De plus, le domaine ZBD et le
domaine central de M2-1 interagissent indépendamment avec I'ARN (Gao et al. 2020). Apres

la synthese et libération des ARN dans le cytoplasme, il a été montré que M2-1 reste en partie

liée aux ARNm viraux (Bouillier, Cosentino, et al. 2019).

Figure 10 . Structure d'un complexe M2-1 du RSV en interaction avec un ARN court. A) Vue de
face de la protéine tétramérique de M2-1. B) Vue de cé6té de la protéine tétramérique de M2-1
associé a un ARN court. Les sous-unités M2-1 A, B, C et D sont respectivement en bleu, vert, jaune
et cyan. Les ARNT et ARNZ sont respectivement en rouge et orange. Les résidus interagissant
avec 'ARN de M2-1 sont en magenta. Les ions Zn 2+ sont représentés par des spheres grises. La
vue latérale met en évidence les interactions entre l'ARN et le domaine de liaison au zinc (ZBD)
de M2-1 comme indiqué dans la boite en pointillés. Extrait de Gao 2020.

Protéine M2-2
M2-2 participe au contréle de la balance entre la transcription et la réplication virale

(Bermingham and Collins 1999). Peu abondante, elle est synthétisée a partir du méme ARNm
que M2-1 par un mécanisme d'initiation alternative de la traduction. Pour que se produise de
maniére efficace une traduction couplée des protéines M2-1 et M2-2, la région de
chevauchement des ORF n'est pas suffisante, elle nécessite aussi la présence de structures
secondaires des séquences en amont (Gould and Easton 2005). Aucune caractérisation de la

structure de M2-2 n’a été réalisée a ce jour.

1.2.3. Protéines non structurales

Les protéines NS1 et NS2 jouent un réle dans le controle de la réponse immunitaire de la
cellule. Ces protéines fonctionnent individuellement et en coopération pour supprimer
I'induction d'interféron (IFN). En effet, il a été montré que les cellules infectées présentaient

une réduction de la production d'interféron | et Ill (Lo, Brazas, and Holtzman 2005). Les
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protéines non structurales vont réduire cette production d’IFN par la cellule en jouant sur un
grand nombre de protéines de signalisation et des facteurs des transcriptions nucléaires

(Sedeyn, Schepens, and Saelens 2019).

La protéine NS1 est décrite comme un paralogue de la protéine de matrice M (Figure 11). Elle
est principalement formée de feuillet § et semble étre monomérique (Chatterjee et al. 2017). A

ce jour il n'existe aucune donnée structurale pour la protéine NS2. Les protéines NS1 et NS2

ne sont pas présentes au sein des virions.

Figure 11. Structure de la protéine non
structurale 1 du RSV. a) L'unité
cristallographique asymétrique contient deux
molécules de NST (magenta et bleu clair) b)
Structure du domaine N-terminal (NTD) de
NST.
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2. Cycle viral
In vivo, le RSV présente un tropisme marqué pour les cellules ciliées de I'épithélium respiratoire.
In vitro, il est capable d'infecter un grand panel de lignées cellulaires. La Figure 12 schématise

les différentes étapes simplifiées du cycle viral.
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Figure 12. Cycle viral du virus respiratoire syncytial. 1) Attachement et entrée du virion dans la
cellule 2) Libération des RNPs dans le cytoplasme 3) Formation des corps d’inclusion (IB) en gris
4) Transcription primaire des ARNm 5) Réplication du génome viral et transcription secondaire
6) Export des RNPs néosynthétisés a la membrane plasmique 7) Bourgeonnement des virions 8)
Libération du virion apres scission membranaire. Les protéines F sont marquées en rouge, G en
vert, la protéine de matrice (sous la membrane plasmique) n’est pas représentée sur ce schéma.
Les protéines virales, N sont marquées en violet, L en violet claire/rouge, P en bleu et M2-1 en
gris.
2.1.Entrée virale

L'entrée virale se décompose en 3 étapes: une étape d'attachement, une étape
d'internalisation et une étape de fusion membranaire. L'attachement peut se faire via différents
récepteurs cellulaires. Cette diversité peut indiquer que la voie d'entrée virale varie selon le
modele cellulaire et/ou de la souche virale étudiée. Méme si elle n'est pas indispensable, la
protéine G va participer a I'attachement du virion a la membrane de la cellule en interagissant
avec les récepteurs CX3CR1, les GAGs ainsi que les héparanes (Battles and McLellan 2019;

McLellan, Ray, and Peeples 2013). Les protéines de fusion interagissent avec des récepteurs de
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I'lGF1 ce qui induit la translocation de la nucléoline depuis le compartiment nucléaire vers la
membrane plasmique. L'interaction de F avec la nucléoline est essentielle pour 'attachement
et participe a I'entrée du RSV notamment dans des modeles de cellules ciliées (Figure 13)
(Griffiths et al. 2020; Tayyari et al. 2011; Mastrangelo et al. 2021). La F est responsable de la
fusion membranaire mais le lieu exact de cette étape est mal compris. Des études montrent
que la fusion se déroulerait au niveau de la membrane plasmique dans des domaines riche en
cholestérol (radeau lipidique) (San-Juan-Vergara et al. 2012; Bachi 1988), tandis qu’'une autre
démontre une fusion aprés macropinocytose des virions (Krzyzaniak et al. 2013). Il est possible
qu'in vivo les deux phénomenes se produisent de maniére concomitante afin de permettre une
multiplication virale plus efficace. (Battles and McLellan 2019). Il est admis que la fusion
membranaire est indépendante du pH (Kahn et al. 1999), mais les facteurs déclenchants de la
fusion membranaire restent méconnus. La transconformation de la F, permet de fusionner les
membranes virales et cellulaires, libérant ainsi les ribonucléoprotéines virales dans le

cytoplasme cellulaire.

Figure 13. Schéma de l'interaction de F avec son récepteur et le recrutement des corécepteurs. La
protéine de fusion (en noir sur la particule virale) interagit avec le récepteur IGFIR. Cette
interaction stimule la voie de signalisation de PKC{ Cela entraine la translocation de la
nucléoline (NCL) du noyau a la membrane plasmique. F interagit avec les cofacteurs NCL. La
nucléoline attire le récepteur IGFRT améliorant l'adhésion de la particule virale et les processus
d'internalisation et de fusion. Extrait de Griffiths 2020.
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2.2.  Production protéique et réplication du génome viral

Transcription et réplication
Les étapes de transcription et réplication du génome viral se déroulent apres libération de la

RNP dans le cytoplasme. Dans un premier temps, la transcription utilise le matériel de la
ribonucléoprotéine libéré pour transcrire les ARNm viraux grace la protéine L et son cofacteur
P. Dans sa conformation d'hélice gauche (Baker 2013), le complexe L-P peut accéder
simultanément aux deux éléments de séquence: le séquence Leader et le gene start. La
polymérase transcrit de maniere séquentielle le génome viral et subit des détachements
aléatoires. Il en résulte un gradient transcriptionnel, c’est-a-dire que les génes situés a
proximité du promoteur (en 3’) sont plus transcrits que ceux situés en 5' de 'ARN génomique.
Ce gradient est observé chez d'autres virus a ARN négatif (Whelan, Barr, and Wertz 2004). Pour
le RSV, ce gradient est toutefois discuté puisqu’une étude récente montre que la glycoprotéine
G est plus transcrite que la protéine N (Piedra et al. 2020). Lors de la réplication, la polymérase
avec son cofacteur P synthétise un intermédiaire nommé I'anti-génome, a partir duquel elle va
répliquer le génome viral. Une étude suggére un réarrangement des interactions entre L et les
autres protéines virales telles que M2-1 apres 6 a 8 heures post-infection, pouvant
correspondre a la mise en place de la réplication a I'aide de M2-2 (Bermingham and Collins
1999; Blanchard et al. 2020). L'encapsidation par la nucléoprotéine est concomitante a la
synthése des nouveaux génomes viraux. La ribonucléocapside s'associe avec les protéines L, P
et M2-1 pour former la ribonucléoprotéine (RNP). En parallele de la réplication, la transcription

des ARNm viraux par L-P continue.

Les Corps d'inclusions (IBs)

Partenaires cellulaires Parena e vinaias
MBS, LA, R, M2-2, NS1, M...
|B ’ ’

PPI, Hsp70...
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Figure 14. Composition des corps d'inclusion et des IBAGs. L'image de gauche représente des
cellules HEp-2 infectées, la protéine N (vert) délimite les corps d'inclusion (IBs) et la polyA-binding
protein (rouge) délimite les granules associées aux corps d'inclusion. Le schéma de droite présente
les protéines cellulaires et virales retrouvées associées a chaque compartiment viral et
notamment aux IBAGs (Inclusion body associated granules).

Comme pour un grand nombre de MNV (Nevers et al. 2020; Etibor, Yamauchi, and Amorim
2021) des inclusions cytoplasmiques appelées corps d’inclusions (IBs) sont observables apres
6 a 8 heures d'infection (Norrby, Marusyk, and Orvell 1970; Rincheval et al. 2017b). Leur taille
et leur nombre augmentent au cours du cycle viral. Ces structures sont assez mal caractérisées
et font encore I'objet de plusieurs études. Présentes tout au long de l'infection virale, ce sont
des structures liquides sans membrane, dynamiques, capables de fusionner et de se déformer.
Une étude suggére que la synthese des protéines N et P en quantité croissante suffirait a
entrainer une séparation de phase dans le cytoplasme permettant I'apparition de ces corps
d’inclusion (IB) (Galloux et al. 2020). Les corps d'inclusions sont le lieu des étapes de
transcription et réplication virale (Rincheval et al. 2017a; Risso-Ballester et al. 2021). Les IBs
regroupent des protéines virales et cellulaires (Figure 14). Parmi les protéines virales, les IBs
contiennent L, N, P, M2-1, M2-2 et le génome viral (Rincheval et al. 2017b) ainsi que NS2 et M
(Weber et al. 1995; R et al. 2002). Des études ont aussi retrouvé des protéines cellulaires
notamment des protéines impliquées dans la traduction des ARNm telles que PABPC1, elF4G
et PPI (Bouillier, Cosentino, et al. 2019; Rincheval et al. 2017a; Richard et al. 2018; Wei et al.
2014), des protéines chaperonnes HSP90 et HSP70 (Munday et al. 2015; Radhakrishnan et al.
2010) ainsi que de I'actine et des protéines régulatrices associées a I'actine (Jeffree et al. 2007;
Kipper et al. 2015). Les IBs peuvent aussi servir de lieu de séquestration des protéines
impliquées dans la réponse antivirale comme MDAS (gene 5 associé a la différenciation du
mélanome) et MAVS (signalisation antivirale mitochondriale) (Lifland et al. 2012). Au sein des
corps d'inclusions se trouvent des sous-structures nommées IBAGs dans lesquelles se
concentrent les ARNm viraux néosynthétisés, la protéine M2-1 et les protéines cellulaires liés
a la traduction (Bouillier, Cosentino, et al. 2019; Richard et al. 2018; Rincheval et al. 2017b). Au
fur et a mesure de la transcription, les ARNm sont concentrés dans les IBAGs (inclusion body
associated granules) puis expulsés des IBs pour étre traduits par la cellule (Rincheval et al.

2017b). Ce mécanisme d'expulsion n'est pas encore caractérisé.
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2.3.  Export et bourgeonnement

La libération d'un virion infectieux implique le transport des RNPs vers les sites d’assemblage,
I'assemblage du virion, son bourgeonnement et sa libération. Ces étapes terminales sont
souvent étudiées en observant la formation de filaments viraux a la membrane. Ceux-ci sont
considérés comme des précurseurs des virions, de VLP ainsi que de virus infectieux, ce qui ne

permet pas d'approcher ces étapes de maniére indépendante.

L'expulsion des RNPs hors des IBs reste un processus inconnu. Ensuite, les RNPs doivent migrer
jusqu'a la membrane plasmique. Leur taille volumineuse (plusieurs milliers de kDa) ne leur
permet pas de diffuser librement dans le cytoplasme cellulaire. A ce jour, aucune équipe n'a
étudié cette étape de transport indépendamment. Pour autant, la présence de M aux IBs et a
la membrane suggeére qu’elle pourrait avoir un role dans le transport des RNPs (Ghildyal et al.
2003; 2005; Monika Bajorek et al. 2021). Le site d’assemblage exact des virus reste incertain.
Une étude récente suivant le cycle de recyclage de la glycoprotéine G révele la présence de
filaments cytoplasmiques dynamiques sous-membranaires sur lesquels sont présents les
protéines N, P et M ainsi que I'’ARN génomique. Ces filaments cytoplasmiques formeraient une
plateforme d'assemblage sous la membrane plasmique, mais il n’est pas démontré qu'ils soient
les précurseurs des filaments viraux observés a la membrane (Vanover et al. 2017). Les filaments
viraux sont considérés comme des virus en cours de bourgeonnement. Les protéines
indispensables a la formation des filaments viraux sont M, P et F (Meshram et al. 2016). Plus
précisément, c'est la queue cytoplasmique de la protéine F qui est impliquée dans le formation
des filaments et I'incorporation des protéines virales dans les virions (Shaikh, Cox, et al. 2012;
Baviskar et al. 2013; Meshram et al. 2016; AG, KP, and GW 2006). Des études montrent qu’un
défaut dans la dimérisation de la protéine M (Forster et al. 2015) et dans l'interaction avec P
(Monika Bajorek et al. 2021) empéche la formation des filaments viraux et la libération de VLP.
Ce dernier élément reste a interpréter avec précaution puisque le domaine de P nécessaire a
la formation des filaments viraux est différent du domaine de P interagissant avec la protéine
M (Mitra et al. 2012; Monika Bajorek et al. 2021). Des études montrent que la formation des
filaments viraux se produit au sein des radeaux lipidiques (McCurdy and Graham 2003;
Santangelo and Bao 2007). Ces mécanismes de formation des filaments ainsi que les
interactions entre protéines sont encore mal connues et nécessitent d'autres études. L'étape

terminale est une scission membranaire permettant la libération des virions vers I'extérieur de
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la cellule. Au contraire d'autres virus tels que la rage ou la rougeole, le mécanisme de libération
est indépendant de la voie ESCORT (Utley et al. 2008). Pour autant le mécanisme de scission
reste inconnu. Apres libération des virions, il existe une fraction infectieuse tres importante qui
reste liée aux cellules (Kiss et al. 2014). Puisque les filaments sont les précurseurs virauy, il est
possible que ces derniers subissent une cassure afin de permettre une libération dans la

fraction libre (Figure 15).

Dans le chapitre suivant nous développerons I'implication du cytosquelette dans le cycle viral.

En effet celui-ci peut intervenir sous plusieurs formes a plusieurs étapes du cycle.

Figure 15. Assemblage et bourgeonnement du RSV. a) Représentation schématique des
connaissances actuelles sur 'étape de transport des RNPs des IBs a la membrane plasmique b)
Image en microscopie électronique de bourgeonnement a la surface de la cellule en absence de
filaments viraux. Les annotations a a d représentent les différentes étapes du bourgeonnement.
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Chapitre 3. Structures cellulaires impliquées
dans le transport et réseau de recyclage des
endosomes

Sous plusieurs aspects, le cytosquelette est essentiel aux cellules eucaryotes. En effet, il permet
la mobilité cellulaire, le changement de forme et la conservation de morphologie. Il permet le
maintien et le positionnement des organites cellulaires ainsi que le transport et la

communication intracellulaire (entre organite) et avec I'extérieur de la cellule.

1. Cytosquelette cellulaire
Le cytosquelette est composé de trois réseaux: les microfilaments d'actine, les filaments

intermédiaires et les microtubules (MT).

1.1.  Réseau de microtubules

1.1.1. Généralités
Les MT participent a I'organisation des chromosomes et a leur ségrégation durant la division
cellulaire. lls participent aussi aux transports et a la distribution de différentes cargaisons,

comme les vésicules et organelles intracellulaires (Goodson and Jonasson 2018).

Les MT sont assemblés a partir d'hétérodimeres d'a et B-tubuline formant de longs polymeres
appelés aussi protofilaments. Leur longueur peut dépasser 100 um pour un diametre d’environ
25 nm. Les protofilaments s'associent pour former des tubules de, généralement, 13
protofilaments dont le centre est creux (Figure 16). Leur surface est chargée négativement,
permettant les interactions avec protéines de liaisons aux MT (Goodson and Jonasson 2018).
Les MT sont des structures rigides et dynamiques. lls sont orientés avec un pole positif (+) zone
de polymérisation (croissance du MT) et un pdle négatif (-) qui tend a se dépolymériser. Leur
stabilité peut dépendre de modifications post-traductionnels. En effet, I'acétylation des
microtubules augmente leur stabilité (Janke and Montagnac 2017). lls participent ainsi a la
polarisation cellulaire. Le centrosome est considéré comme le principal centre organisateur de
microtubule (MTOC) contenant une machinerie spécialisée : le complexe y-tubuline (y-TuRC)
(Zupa et al. 2021). Il concentre et stabilise les extrémités (-) des MT qui irradient dans la cellule
a partir de ce centre. En réalité cette vision classique du réseau est incomplete. De nombreux

MT émanent de l'appareil de Golgi lui-méme. lls peuvent méme polymériser a partir d'autres
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MT. Dans les cellules épithéliales polarisées dont les cellules cibles du RSV in vivo, le complexe
annulaire y-tubulin (y-TuRC) se trouve au niveau apical induisant la formation d'un réseau
polarisé avec le pdle négatif en apical (Sanders and Kaverina 2015; Sanchez and Feldman 2017;

Toya et al. 2016).

[l existe un grand nombre de protéines associées aux MT. Parmi elles, des protéines régulatrices
et métaboliques conférant leur dynamique aux MT. Certaines protéines vont servir de liens
membranaires (non-moteur) afin d'ancrer les organites aux MT tandis que d’autres joueront
un réle moteur (kinésine et dynéine) afin de déplacer des éléments au sein de la cellule.

(Goodson and Jonasson 2018).
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Figure 16. Structure des microtubules. A) Différente structure et type d'assemblage des
microtubules B) Image de microscopie d’une cellule humaine dont les microtubules ont été
marqué en fluorescence, barre d'échelle 10 um. Goodson et Jonasson 2018.

1.1.1. Moteurs moléculaires associés aux microtubules
Les moteurs moléculaires associés aux MT sont de deux types: les kinésines et les

dynéines (Figure 17).
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Figure 17. Microtubules et moteurs moléculaires. Microtubule en cryo-EM représenter avec les
moteurs moléculaire kinésine liée a sa cargaison et dynéine lié a son adaptateur (dynactin)
lui-méme lié a sa cargaison. MTBD signifie microtubule-binding domain et BICD signifie
BicaudalD. Extrait de Manka et Moores 2018.

Les kinésines ont pour particularité d'étre des moteurs moléculaires dont la progression se fait
vers le pole positif des MT a quelques exceptions pres. Le génome humain code 45 kinésines
différentes qui sont classées en 14 familles sur la base de I'analyse phylogénétique de la
séquence de la «téte » (Lawrence et al. 2004). La plupart des kinésines partagent une
organisation en domaine avec une région dite « téte » qui contient le domaine moteur, une
tige et une queue (Ali and Yang 2020). Le domaine moteur subit des cycles itératifs de
transconformation ATP-dépendants qui générent les forces motrices, la tige conditionne le
niveau d'oligomérisation et la queue permet l'interaction avec les cargos et intervient dans
I'autorégulation de I'activité. Certaines kinésines s'associent préférentiellement a des types
spécifiques de MT sans que les déterminants de ces spécificités soient clairement

compris (modification post-traductionnelle, protéines liant le MT...).

Les moteurs de la famille des dynéines progressent vers le pole négatif des MT. Une seule
dynéine est décrite dans les cellules mammiferes (Reck-Peterson et al. 2018). Il s'agit d'un large
complexe d'environ 1500 kDa comprenant 2 chaines lourdes, 2 chaines intermédiaires et 8
chaines légéres. La chaine lourde de la dynéine existe sous une seule isoforme. C'est une
protéine de 500 kDa tres complexe qui porte I'activité motrice. Il existe différentes isoformes
pour les chaines intermédiaires et légeres permettant de moduler la spécificité de la dynéine.
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La dynéine fonctionne en association avec la dynactine qui assure le recrutement du cargo (A.

J. Roberts et al. 2013; Schmidt and Carter 2016).

1.2.  Microfilaments d'actine

1.2.1. Généralités
Les filaments d'actine jouent un rdle dans la migration cellulaire avec la formation de
pseudopodes, dans le renforcement de la membrane au niveau du cortex cellulaire et dans la
morphologie cellulaire. Le réseau d'actine participe également au transport cellulaire cortical

et a la contraction musculaire (Dominguez and Holmes 2011).

Les monomeres d'actine existent sous trois isotypes a, B et y en fonction du type cellulaire. Les
monomeres d'actine-G (globulaire) polymérisent sous forme de filaments en double
hélice (actine-F pour filamenteuse) (Dominguez and Holmes 2011; Pollard 2016). La
polymérisation des filaments d'actine nécessite I'hnydrolyse d'ATP cellulaire. Certaines protéines
permettent d'induire la nucléation de l'actine-F tels que le complexe ARP2/3, la formine et la
profiline (Firat-Karalar and Welch 2011). Les filaments sont polarisés avec le pole négatif au
niveau des protéines de nucléation. Ces structures sont dynamiques et s‘organisent en
faisceaux ou en réseaux. La Figure 18 montre I'effet « tapis roulant » de I'actine par I'ADF/cofilin
et la profiline, ce qui entraine respectivement une diminution et une augmentation de la taille
des filaments d'actine. Le complexe ARP2/3 permet la nucléation de nouveaux filaments par sa
liaison avec les monomeres d'actine et le c6té des filaments d'actine, tandis que les formines
nucléent de nouveaux filaments en se liant aux monomeres d'actine et grace a la coopération

de la profiline (Gupta, Ambaru, and Bajaj 2020).

De plus en plus d'études montrent que les MT et les filaments d'actine sont interconnectés. En
effet les deux réseaux travaillent souvent ensemble dans les processus cellulaires
fondamentaux et leurs propriétés dynamiques fonctionnelles sont souvent intimement

connectées (Dogterom and Koenderink 2018).
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Figure 18. Nucléation des filaments d’actine. Ce schéma représente les protéines associées a la
dynamique des filaments d'actine. Extrait de Gupta 2020.

1.2.2. Moteurs moléculaires associés aux filaments d'actine

Les moteurs associés au réseau d'actine sont les myosines. Il en existe de nombreuses
isoformes. Certaines génerent les forces necessaires aux mouvements des cellules, 'exemple
le plus connu étant celui des myosines de classe Il impliquées dans la contraction musculaire.
D'autres, comme les myosines de classe V, sont spécialisées dans le transport de cargo sur le
réseau d'actine. Toutes les myosines comportent 3 domaines. Une téte qui est la partie motrice
a proprement parler et qui hydrolyse I'ATP, un bras qui amplifie le mouvement, et enfin une
gueue qui permet la liaison a ses interacteurs. Un domaine de dimérisation peut précéder la
queue (Mermall, Post, and Mooseker 1998; Krendel and Mooseker 2005; Guhathakurta,

Prochniewicz, and Thomas 2018).

1.3.  Filament intermédiaire
Les filaments intermédiaires participent au maintien de la forme cellulaire et a I'ancrage des

organites cellulaires. Leur résistance a la pression et aux étirements permet aux cellules de
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résister aux frottements. Ils jouent également un réle dans I'adhérence et la cohésion cellulaire

notamment en interagissant avec les desmosomes (Koster et al. 2015).

Les filaments intermédiaires sont les structures les plus stables du cytosquelette. Il existe 5 sous
types de filaments (kératine, vimentine, desmine, neurofilament et cytokératine) mais ils ne
sont pas retrouvés dans tous les types cellulaires. Ce sont des polymeres, d'une épaisseur
intermédiaire d’environ 10 nm, composés de protéines fibrillaires. Les monomeéres sont
composés d'un domaine central en batonnets a-hélicoidaux de taille conservée flanquée de
domaines terminaux non-a-hélicoidaux. Les filaments intermédiaires ne sont pas polarisés
contrairement aux MT et aux microfilaments d'actine (Figure 19). Aucun moteur moléculaire ne

leur est associé (Herrmann and Aebi 2016).
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Figure 19. Structure des filaments intermédiaires et association en polymere. Deux des unités
monomeres forment un dimere enroulé qui s'auto-associent dans un arrangement antiparalléle
pour former un tétramere décalé. Les unités tétramériques interagissent latéralement pour former
une feuille de huit protofilaments paralléles qui sont surenroulés en un faisceau serré.
https.//micro.magnet fsu.edu/cells/intermediatefilaments/intermediatefilaments.html.

2. Roles des éléments du cytosquelette dans la multiplication du RSV
Les éléments du cytosquelette jouent un réle essentiel dans le cycle viral de nombreux virus

dont le RSV.

La premiere étude évoquant I'implication possible du cytosquelette date de 1988. L'équipe de
Bachi suppose, en observant un allongement localisé des filaments, que le recrutement des
protéines virales aux filaments pourrait mettre en jeu des éléments du cytosquelette (Bachi
1988). Les roles des réseaux d'actine et des MT dans le cycle viral ont été mis en évidence par
I'équipe de Kallewaard et al (Kallewaard, Bowen, and Crowe 2005). Leur observation révele une
diminution d'un log de la production virale lors de la dépolymérisation des réseaux d'actine et
de MT. Le titrage distinct de la fraction libre et de la fraction liée aux cellules suggere que les

MT interviennent dans 'assemblage viral ou dans les étapes en amont, alors que l'actine
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jouerait un role dans la libération virale (Kallewaard, Bowen, and Crowe 2005). De maniére
intéressante, une étude de |'expression des genes cellulaires lors d'une infection par le RSV
montre une augmentation de la régulation de 5 genes impliqués dans l'organisation et la

biogénese du cytosquelette (Martinez et al. 2007).

2.1.  Entrée du RSV
L'actine est mise en jeu dans I'entrée virale de différentes maniéres. Tout d'abord, I'attachement
du RSV se fait majoritairement aux niveaux des radeaux lipidiques qui sont des structures
dépendantes des filaments d'actine (Lillemeier et al. 2006). En effet, le RSV colocalise avec les
radeaux lipidiques lors de l'attachement et leurs perturbations diminuent drastiquement
I'infection viral (San-Juan-Vergara et al. 2012; Zheng et al. 2017). De plus, comme évoqué
précédemment (paragraphe 2.1, chapitre 2), la fusion virale peut survenir directement a la
membrane ou dans les vacuoles aprés endocytose. Ce phénomene d’endocytose peut étre de
deux types: endocytose clathrine dépendante ou macropinocytose. Dans les deux cas, le
réseau d'actine est impliqué (Kolokoltsov et al. 2007; Krzyzaniak et al. 2013). L'équipe de Zheng
a étudié plus précisément les étapes d’entrée du RSV en observant des particules uniques
marquées par des fluorochromes stables et brillants (quantum dots). Elle révele que I'entrée se
fait principalement par voie d’'endocytose et le trafic intracellulaire dure environ 2h avant
d'atteindre la région périnucléaire. La vitesse des particules et leur colocalisation avec des
cometes d'actine suggérent un trafic sur ce réseau. De plus, la perturbation du réseaux d'actine
par la Cytochalasine D diminue de 90% l'internalisation virale appuyant I'importance du réseau
d'actine dans I'entrée des virions (Zheng et al. 2017). Les MT, quant a eux, ne semblent pas étre

impliqués dans les mécanismes d'entrée virale.

2.2.  Transcription et Réplication

L'actine, et notamment sa participation dans la formation des fibres de stress, semble participer
a la transcription et a la réplication virales. Tout d'abord, de I'actine est détectée au niveau des
corps d'inclusion (Jeffree et al. 2007) et I'actine semble stimuler positivement la transcription
virale. Au contraire, I'addition d'anticorps ciblant I'actine inhibe la transcription virale (Burke et
al. 1998). De plus, la présence de fibres de stress semble importante pour la transcription et la
réplication. En effet, il est possible d'observer leur formation peu de temps aprées l'infection
(Zheng et al. 2017) et I'inhibition de certaines protéines permettant leur polymérisation montre

une diminution de la transcription et de la réplication. Notamment, l'inhibition de la profiline
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(Krishnan and Moens 2009), par ARN interférence diminue considérablement la transcription
virale (Burke et al. 2000; Bitko et al. 2003) tandis que I'inhibition des facteurs d'élongation de
la traduction eEF1A et PI3K diminuent la réplication virale (Wei et al. 2014; Snape et al. 2018;
Bitko et al. 2007). Enfin, des protéines de la famille Rho GTPase (RhoA, Rac1 et cdc42),
régulatrices de la dynamique de I'actine intracellulaire et de la polymérisation de fibre de stress,
sont retrouvées dans les IBs mais leurs réles précis ne sont pas encore déterminés (Ravi et al.

2021).

2.3.  Assemblage et bourgeonnement viral
La vision du rble du réseau d'actine dans le transport des RNPs, I'assemblage et le
bourgeonnement des virions reste encore partielle. Toutefois, différents éléments suggérent
que ce réseau joue un role important dans I'assemblage des filaments viraux et dans leur
libération. En premier lieu, les filaments viraux contiennent de I'actine (Ulloa et al. 1998) et une
interaction entre la protéine de matrice M, qui joue un réle clé dans ces étapes tardives, et
I'actine G et F a été décrite a plusieurs reprises (Ulloa et al. 1998; Kipper et al. 2015; Shahriari
et al. 2018). La fonction de cette interaction n’est toutefois pas élucidée. Plusieurs équipes ont
publié des résultats en faveur de l'intervention des radeaux lipidiques dans I'assemblage des
virions : 1) les protéines virales néosynthétisées telles que F, G, N et M se regroupent au niveau
des radeaux lipidiques (Marty et al. 2003; Fleming et al. 2006), 2) et la perturbation des radeaux
8 h post-infection diminue la libération de particules infectieuses de 80-85% (Chang et al. 2012)
et 3) 'enveloppe virale possede une composition proche de celle des radeaux lipidiques (Marty
et al. 2003; Yeo et al. 2009). De plus, les glycoprotéines de surface virales sont capables
d'interagir avec des régulateurs du réseau d'actine, notamment la G avec la cavéoline et la F
avec RhoA (Ludwig et al. 2017; Pastey et al. 1999). Lors de linfection, le RSV induit une
activation de RhoA entrainant sa relocalisation a la membrane plasmique ou elle interagit avec
F (Pastey et al. 1999). L'inhibition de RhoA perturbe la morphologie des virions produits et
inhibe la formation des syncytia (Gower et al. 2001; 2005). Les fibres de stress semblent aussi
jouer un role dans la libération du RSV. En effet, lors de I'infection Rac1 est activée permettant
la formation de fibres de stress. L'inhibition de Rac1, ou de son activateur la PI3K, empéchent
la formation de filaments viraux sans affecter la transcription virale (Jeffree et al. 2007; Ravi et
al. 2021). De plus, Rac1, contrairement a RhoA et cdc42, est retrouvée dans les filaments viraux.

Il faut noter que la voie Rac1/PI3K/Akt est également impliquée dans la formation des radeaux
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lipidiques (Lin et al. 2014). Les facteurs d’'élongation de la traduction eEF1A et APR2 sont
également impliqués dans le remodelage de I'actine et la formation des fibres de stress.
L'inhibition de leurs expressions par des siRNA entraine une diminution des fibres de stress et
de la libération virale (Wei et al. 2014; Snape et al. 2018; Mehedi et al. 2016). Enfin les myosines,
moteurs liés a |'actine, pourraient intervenir dans la libération des filaments viraux. L'équipe de
Santangelo a en effet observé le mouvement des filaments viraux a la surface de la cellules
grace a un marquage du génome viral par des sondes fluorescentes. Les mouvements des
filaments étaient compatibles avec I'intervention des myosines (Santangelo and Bao 2007). En
accord avec ces données, la myosine Vb a été identifiée comme un facteur important pour la

production de particules virales (Brock et al. 2003).

Peu de données impliquent les MT dans I'assemblage et le bourgeonnement. Vanover et al,
montrent toutefois que la dépolymérisation des MT perturbe la formation des pseudo-sites

d'assemblage sous la membrane cellulaire (Vanover et al. 2017).

3. Voie de recyclage des endosomes

3.1.  Les Rab GTPases
Les Rab GTPases font partie de la superfamille des Ras GTPase, petites protéines de 20 a 30 kDa
liant le GTP. Les Ras GTPases jouent un role important de modulateur dans divers processus
biologiques tels que la transduction du signal, la croissance cellulaire, la transformation, le
transport, la motilité, le trafic et I'adhésion (Emily J. Chenette The enzyme 2011). Elles sont
retrouvées aussi bien chez les plantes que chez les levures ou les mammiferes. Plus de 150 Ras
GTPases sont ainsi recensées chez homme. La conservation de leurs séquences et de leurs

structures permet de les classer en 5 catégories : Ras, Rho, Ran, Arf et Rab.

La famille des Rab GTPase (Ras relateds protein in brain) (Touchot 1987) est la sous-famille la
plus étudiée de la superfamille des Ras GTPase. Chez I'Homme, elle comprend plus de 60
protéines qui régulent la majorité des transports membranaires intracellulaires. Elles

interviennent dans la sélection des vésicules, la fusion des membranes, la formation ciliaire...

Elles assurent leurs fonctions en passant d’'une forme active liée au GTP a une forme inactive
liée au GDP ce qui constitue le cycle des Rab GTPases (schématisé en Figure 19) (Hutagalung
and Novick 2011; Hervé and Bourmeyster 2018). La forme active Rab-GTP est monomérique et

membranaire. L'hydrolyse du GTP conduit a son inactivation (Rab-GDP) et a son extraction des
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membranes cibles. Rab-GDP peut alors étre retrouvée sous forme monomérique dans le
cytosol ou dimérique fixée aux membranes (Pasqualato 2004,2005). Ce cycle
d’activation/inactivation de Rab est régulé par différents partenaires des Rabs. Les
changements d'état actif/inactif sont en effet catalysés par les protéines GEFs (guanine
nucleotide exchange factor) permettant le remplacement du GDP en GTP et les protéines
GAPs (GTPase accelerating protein) permettant I'hydrolyse du GTP en GDP. La protéine
GDI (GDP dissociation inibitor) a pour réle d'extraire la forme Rab-GDP inactive des membranes
et joue le role de protéine chaperonne des Rab-GDP cytosoliques. Au contraire, les protéines

GDF (dissociation factor) vont aider a sa ré-insertion dans la membrane cible (Figure 20).

Figure 20. Cycle des Rab-GTPases. Ce
schéma représente le cycle
d’activation-inactivation des Rab-GTPases
facilit¢ par les protéines GDI (GDP
dissociation inibitor), GEF (guanine
nucleotide exchange factor) et GAD
(GTPase accelerating protein). Extrait de
Hutagalung and Novick 2011.

Target membrane

3.2.  Structure de Rab11a
Chez les mammiferes, la sous-famille des protéines Rab11 est composée de Rab11a, Rab11b
et Rab25 (aussi appelée Rab11c). Rab11a est une protéine monomérique de 216 acides aminés
d'une masse de 24 kDa (Kikuchi et al. 1988). Les structures cristallographiques des formes
actives (complexée au GTP) et inactives (complexée au GDP) ont été résolues en 2004 par
I'équipe de Pasqualato (Pasqualato et al. 2004). Les protéines Rab11 ont une structure similaire
a celle des autres Rab-GTPases, composée de 6 brins et de 5 hélices o (Figure 21). Elles
possedent 2 régions appelées Switch 1 et 2 qui jouent un réle important dans les interactions
avec les nucléotides GTP/GDP. La liaison entre les nucléotides et les régions switch va entrainer
des modifications conformationnelles (Pasqualato et al. 2004; Pfeffer 2005). En C-terminal, une

région hypervariable, composée de 43 aa, contient deux cystéines liées de facon covalente a
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une ancre geranylgeranyl. Cette ancre permet I'association aux membranes et va jouer un réle

essentiel dans l'interaction avec les protéines régulatrices des transports cellulaires.
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3.3. Roles cellulaires de Rab11

Rab11 est impliquée dans une grande variété de trafics cellulaires. Elle est localisée sur les
membranes du trans Golgi Network (TGN), du post Golgi et sur les vésicules de recyclage a la
membrane. Elle se place a lintersection entre le trafic des vésicules d'endocytose et
d’'exocytose (Welz, Wellbourne-Wood, and Kerkhoff 2014) en recyclant des vésicules de la voie
d'endocytose et des vésicules issues du Golgi a la membrane plasmique (Figure 22). Méme s'il
existe un consensus général, les trafics peuvent varier d'un type cellulaire a l'autre.

La voie Rab11 a de nombreux roles. Elle fut initialement décrite comme la voie responsable du
recyclage, dit « lent », de la transferrine a la membrane. La voie Rab11 permet de recycler les

protéines endocytées vers la membrane plasmique.
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Figure 22. Processus de transport de
vésicules régulées par Rab11. Dans

m recycling Early
Post-Golgi recycling

T vesicles. 'Rabid T . les voies de trans.port membranaire,
o) Rab11 se localise au TGN, aux
vésicules post-Golgi de la voie
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vesicles | sécrétoire et au réticulum

) EE endoplasmique (RE). La diversité du

trafic de Rab11 est montrée par des

.LE IMVB fleches vertes et indiquent la direction

) du transport de Rab11 dans différents

types de cellules et dans différentes

conditions cellulaires. Extrait de Welz
Lysosome 2014.

Cellules polarisées
La voie Rab11 est principalement connue pour son role essentiel dans I'établissement et le

maintien des membranes basales et apicales des cellules polarisés. Ainsi que dans celles des
jonctions adhérentes et serrées (Goswami et al. 2021). En effet les surfaces apicales des cellules
polarisées ont une composition différente de la surface basale. En apicale se trouve du
cholestérol, sphingolipide, glycolipide ainsi que plusieurs types de récepteur (Zegers and
Hoekstra 1998) au contraire la membrane basale est plutdt composée de E-cadhérine, intégrine
et facteur de croissance (Lock and Stow 2005). Les cellules polarisées possedent un systeme
spécialisé de recyclage a la membrane apicale, aussi appelé ARE marqué par la protéine Rab11,
dont le role va étre de recycler les protéines apicales préalablement endocytées (Jing and
Prekeris 2009). De plus, Rab11 régule également le transport post Golgi impliqué notamment
dans la ciliogénese en interaction avec d'autres protéines tel que Rabine8 et Rab11-FIP3 (Vetter

et al. 2015).

Homéostasie de la voie endosome-lysosome
Du fait de son role central dans les transports endo-exocytose, Rab11 a un impact important

dans divers processus de transport. Il a été rapidement démontré que Rab11 était essentielle
pour le transport du TGN a la membrane basolatérale de marqueurs (W. Chen et al. 1998; Lock
and Stow 2005) et dans le transport d’enzyme de glycosylation (Kitano et al. 2021). Malgré un
role mineur de Rab11b, Rab11 participe a 'homéostasie de la voie endosome-lysosome et
Rab11a permet le recyclage du récepteur au Mannose-6-phosphate des endosomes au TGN

(Zulkefli et al. 2019).
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Rab11 influence plusieurs processus cellulaires tels que la cytokinese, la phagocytose, la
migration et la prolifération cellulaire, I'assemblage immunologique des synapses et

I'autophagie (Welz, Wellbourne-Wood, and Kerkhoff 2014).

34 Effecteurs moléculaires de Rab11

La voie de recyclage des endosomes est modulée par la famille des protéines interagissant
avec les protéines Rab11 (Rab11-FIPs pour Family interacting protein) (Horgan and McCaffrey
2009). Elles font le lien entre les vésicules d’endocytose et les moteurs moléculaires. La famille
Rab11-FIPs comprend 5 membres (Figure 22). La partie C-ter est tres conservée et contient le
domaine de liaison a Rab11 (Rab11 binding domain : RBD). La partie N-ter des Rab11-FIPs est
composée soit d'un domaine C2 soit d'un domaine EF-hands (EF) qui sont impliqués dans
I'interaction avec les bicouches lipidiques des membranes vésiculaires. Les Rab11-FIPs sont
capables de former divers polymeres, mais Rab11 semble interagir sélectivement avec les
homodimeres en formant un hétérotétramere comme le montre la Figure 23 (Machesky 2019;

Kearney and Khan 2020).

Rab11FIP1
A RCP { RBD |— 1283 Rab11FIP3 RBD
Rab11FIP2 RBD 512 B
Rab11FIP3 (ABD} RBD 756 4 o
ARFO1 = , o

Rab11FIP4 ABD b= RBD } 637 29 2 P e
ARFO2 sanit R0 L".l:.‘"-; 3
Rab11FIPS < @ } @653 - g 3
GAF1, RIP11

Figure 23. Protéines Rab11-FIPs. A) Les domaines sont représentés par des boites. Le domaine
C2 (jaune) EF (orange) permet l'interaction aux membranes, RBD (vert) est le domaine de liaison
de Rab11, ABD (bleu clair) est le domaine de liaison de la GTPase Arf. Les chiffres indiquent le
nombre d'acides aminés. B) La structure de droite montre le dimere RBD de Rab11FIP3 en
complexe avec deux molécules de Rab11. Extrait de Machesky 2019.

Les différentes Rab11-FIPs sont :
- Rab11-FIP1, existe sous 3 isoformes (Jin and Goldenring 2006). L'isoforme C, également
appelée RCP, est la plus étudiée et est principalement associée aux transports des structures

contenant de la transferrine et aux endosomes marqués Rab11 (Peden et al. 2004). De plus sa

phosphorylation par MARK2 régule la polarité de cellules polarisées MDCK (McRae et al. 2017).
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- Rab11-FIP2 régule la polarisation des cellules, la composition dans les jonctions serrées et
adhérentes (Lapierre et al. 2012) ainsi que le trafic de plusieurs récepteurs tels que le récepteur
CXCR2 (Fan et al. 2004) et le récepteur de la transferrine (Lindsay and McCaffrey 2002). De plus,
le domaine central de Rab11-FIP2 peut interagir avec une protéine motrice du cytosquelette

d’actine, la myosine Vb (Hales, Vaerman, and Goldenring 2002).

- Rab11-FIP3 est plutét impliquée dans le controle de la forme (Bouchet et al. 2016), de la
mobilité cellulaire (Jing et al. 2009) et dans le trafic membranaire durant la cytokinese (Horgan

et al. 2004).

- Rab11-FIP4 est majoritairement exprimée dans les tissus neuronaux et régule la prolifération
et la différentiation rétinienne (Muto, Aoki, and Watanabe 2007). Tout comme Rab11-FIP3, elle

peut intervenir dans le trafic membranaire durant la cytokinese (Fielding et al. 2005).

- Rab11-FIP5/Rip11 médie le transport vers la voie de recyclage lent (des endosomes précoces
aux endosomes de recyclage) et permet l'interaction avec le moteur moléculaire KIF3a

(Schonteich et al. 2008).

3.5 Moteurs moléculaires associés aux mouvements des vésicules Rab11

Rab11 est capable d'interagir avec différents moteurs moléculaires soit directement soit via les
effecteurs des Rab11-FIPs (Figure 24). Les vésicules Rab11 positives sont transportées sur les
réseaux d'actine et sur les MT (Welz, Wellbourne-Wood, and Kerkhoff 2014). Un des moteurs
est la kinésine KIF13a. Celle-ci qui semble interagir avec Rab11-GTP indépendamment des
effecteurs Rab11-FIPs (Delevoye et al. 2014; Ramos-Nascimento et al. 2017). Rab11-GTP peut
également interagir avec le moteur KIF3b via I'effecteur Rab11-FIP5 (Schonteich et al. 2008).
Quant a Rab11-GDP, elle peut interagir avec la kinésine KIF5a via la protrudine. Cette liaison
aurait pour but de maintenir Rab11 dans son état inactif et de transporter Rab11 vers le site
cible (Matsuzaki et al. 2011). Le transport rétrograde met en jeu des interactions entre Rab11
et les chaines légeres 1 et 2 de la dynéine grace aux effecteurs Rab11-FIP3 (Horgan et al.
2010a). Sur les filaments d'actine, seule la myosine Vb est connue comme moteur moléculaire

de Rab11 via l'interaction avec Rab11-FIP2 (Lindsay and McCaffrey 2002; Pylypenko et al. 2018).
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MOLECULAR MOTOR BINDING TO RAB11-VESICLES IN HEALTHY CELLS:
FIP DEPENDENT: FIP INDEPENDENT:
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Figure 24. Interaction entre Rab11 et les moteurs moléculaires. Le schéma représente l'interaction
entre Rab11 et les moteurs moléculaires. Cette interaction peut nécessiter les effecteurs
Rab11-FIPs. Ramos-Nascimento 2017.

3.6 Implication de Rab11 et de ses partenaires dans la multiplication du RSV
L'implication de la voie de recyclage des endosomes (Rab11 positif) dans les étapes terminales
du cycle du virus respiratoire syncytial a été mis en évidence dans quelques études. Un crible
d'interatomique en micro-fluidique a révélé une interaction potentielle entre la protéine de
matrice virale M et la protéine Rab11a et Rab11b. Néanmoins ces interactions n'ont pas pu
étre confirmées lors des expériences de co-immunoprécipitation de M et Rab11 (Kipper et al.
2015).

L'équipe de JR. Crowe a suggéré que la voie Rab11 était impliquée dans les étapes terminales
de la multiplication du RSV dans un contexte d'infection en cellules polarisées. Ils ont induit
I'expression d’'une version tronquée, dominant négatif, fluorescente de la myosine
Vb (MyoVb-tail-GFP). L'expression de cette MyoVb-tail-GFP entrainait une diminution du titre
viral de 2 a 4 log et une diminution de la propagation virale aux cellules voisines. De plus, la
transfection entrainait une réorientation du bourgeonnement du coté basolatéral et une
localisation perturbée de la protéine F. L'expression d'une forme tronquée de Rab11-FIP1 et
de Rab11-FIP2 diminuent d'un log le titre viral (Brock et al. 2003) (Utley et al. 2008). L'expression
d'une forme tronquée de Rab11-FIP2, incapable d'interagir avec les
membranes (Rab11-FIP2AC2), conduit aussi a un allongement des filaments viraux et une
accumulation de Rab11-FIP2AC2 au niveau des corps d'inclusion et des filaments viraux. Pour
rappel, Rab11-FIP2 permet I'interaction entre la myosine Vb et Rab11. Ces résultats suggerent
un réle du transport Rab11 actine dépendants dans les étapes terminales de la multiplication
du RSV (Utley et al. 2008). Il faut toutefois noter que l'effet de I'expression des formes

tronquées de la myosine Vb ou des FIP sur les étapes d'entrée du RSV n'a pas été analysée
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dans ces travaux. Ainsi la diminution des titres viraux observée pourrait résulter, au moins en
partie, d'un défaut d'entrée.

Enfin une étude récente montre que l'infection par le RSV perturbe le fonctionnement de la
voie Rab11. En effet, I'étude du trafic des vésicules Rab11 en microscopie montre une
augmentation significative de la vitesse des vésicules Rab11 et du caractere rectiligne de leurs

trajectoires (Bhagwat et al. 2020a).

62



1. Matériels

Cellules

Matériels et Méthodes

Types cellulaires

Origines

Milieu de culture

Cellules épithéliales humaines

MEM?* (Gibco) GlutaMAX + 10%
Sérums de veau foetal (SVF) et 1%

HEp-2 dérivées de carcinome du col e .
L pénicilline-streptomycine (PS,
uterin .
Gibco)
Cellules épithéliales alvéolaires DMEM** (DMEM, Gibco) GlutaMAX
A549 humaines dérivées d'un !

carcinome pulmonaire

+ 10% SVF + 1% PS

A549-HA-Rab11-WT
et
A549-HA-Rab11-S25N

Cellules épithéliales alvéolaires
humaines dérivées d'un
carcinome pulmonaire

Surexprimant la protéine

HA-Rab11 (WT) modifié S25N
dominant négatif (DN)

(de Castro Martin et al. 2017)

DMEM** (DMEM, Gibco) GlutaMAX
+ 10% SVF + 1% PS + Tpg/mL
puromycine (Sigma)

BSR-T7

Dérivées de la lignée BHK-21,
des cellules épithéliales de rein
de hamsters, exprimant
constitutivement la polymérase
du bactériophage T7.

DMEM GlutaMAX + 10% SVF + 1%
PS

BCI-NS1 (Walters et al.
2013)

Cellules de I'épithélium
respiratoires immortalisées

Milieu de prolifération :
BEGM (Lonza, cat # CC-3170)
Milieu de différenciation :
DMEM/F12 (Sigma, D8437) + 2%
Ultroser G (Sartorius)

* Minimum Essential Media

** Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Les cellules sont passées deux fois par semaine lorsque le tapis cellulaire atteint une confluence
d’'environ 90%. Apres un rincage au Phosphate Buffered Saline (PBS, Gibco), les cellules sont
incubées en Trypsine-Etylene Diamine Tétra-Acétique (EDTA) 0,05% (Gibco) pendant 5 min a
37°C puis reprises en milieu approprié. Les cellules sont dénombrées en cellule Kova puis
remises en culture dans un support approprié a 37% sous CO? 5%.

Virus

Les virus RSV-WT#18, RSV-GFP-N #3 exprimant une GFP-N, RSV-mCherry#3 exprimant une
protéine mCherry, RSV-m-GFP#5 exprimant une protéine mGFP, RSV-Luciférase #32 exprimant
une protéine Luciférase et RSV-A-NS2#2 sont produits par génétique inverse au sein de notre
équipe (Rameix-Welti et al. 2014).
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Anticorps

Fournisseur Référence Dilution utilisée
N lapin WB et IF : 1/50 000
P lapin INRAe WB : 1/1000
M lapin Jouy-en-Josas WB : 1/3000
M2-1 lapin WB : 1/5000
M souris INRAe / IF: 1/200
Rab11a lapin Thermofisher # 71-5300 IF:1/50 WB : 1/1000
EEA1 lapin Cell signaling (C45B10) mAb #3288 IF:1/200
P souris B16/021 (Richard et al. 2018) IF:1/1000
F souris Abcam BO16 ab24011 IF: 1/600
HA rat Roche 11867423001 IF: 1/500
HA lapin Cell signaling (C29F4) #3724 WB : 1/800

Les anticorps en provenance de I'INRAe ont été produits par immunisation de lapin par la
protéine N, P, M ou M2-1 purifiée.

Les anticorps secondaires utilisés en immunofluorescense et Western Blot (WB) sont des
anticorps commerciaux (respectivement ThermoFisher et Promega) ciblant les chaine lourdes
et légeres des immunoglobulines de lapin, souris ou rat. Les Anticorps d'IF sont couplés a un
fluorochrome Alexa Fluor et utilisés au 1/1000°™ tandis que les anticorps de WB sont couplés
a la peroxydase de Raifort et utilisés au 1/10 000eme.

2. Méthodes

Marquage par immunofluorescence

Les cellules sont rincées au PBS puis fixées au PBS-Paraformaldéhyde 4% pendant 10 min a
température ambiante (TA) puis remises en PBS et conservées a 4°C. Les cellules sont
perméabilisées et saturées en PBS-BSA1%-Triton 0,25% pendant 10 min a TA puis rincées en
PBS, incubées pendant 1h a TA avec l'anticorps primaire dilué a la concentration souhaitée en
PBS-BSA 1%. Apres 3 ringages en PBS, les cellules sont incubées de 30 min a 1 h avec l'anticorps
secondaire dilué en PBS-BSA 1% a I'obscurité avec addition ou non de Hoechst 33342 (Sigma).
Apres 3 rincages au PBS et séchage des lamelles, celles-ci sont montées sur lame en Prolong
Diamond (ThermoFisher).

Infection virale et amplification
Réverse génétique

La veille, des cellules BSR-T7 exprimant la polymérase T7 sont ensemencées a une
concentration de 1.10° par puits de P6. Quatre pg de plasmides dontPa 1ug,Na1pug,La0,5
ug, M2-1 a 0,25 ug M2-1 et un plasmide d’expression de I'’ARN génomique du RSV a 1,25 ug
(pacNR-RSV-GFP-N ou pacNR-RSV-A-NS2) sont incubés avec 200 pL d'OptiMEM. En parallele,
200 pL d'OptiMEM et 10 pL de Lipofectamine 2000 (ThermoFisher), puis ajoutés au mix
plasmides-OptiMEM. Le mélange est déposé sur les cellules préalablement rincées et incubées
dans du DMEM-2%SVF sans antibiotique. Apres 72 h p.t. les cellules sont récoltées une partie
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est congelées pour le titrage et constitue le passage PO et 500 uL sont utilisées pour infecter
des cellules HEp-2 précédemment ensemencées a 1.10° la veille en P6. Aprés 72 h p.i. les
cellules sont récoltées de la méme maniére que précédemment et constitue le P1, 500 pL sont
utilisées pour infecter une T150 de cellules HEp-2 a 80% de confluence (Rameix-Welti et al.
2014; Bouillier, Rincheval, et al. 2019).

Amplification virale

L'amplification virale est réalisée sur cellules HEp-2 a une MOI de 0,01 a 0,05 en MEM
GlutaMAX-0%SVF-1%PS. Aprés une adsorption de 2h sous agitation douce, I'inoculum est
retiré et remplacé par du milieu MEM GlutaMAX-2%SVF-1%PS & 37°C sous CO® Aprés 72
heures post infection (hpi) et/ ou en présence d'un effet cytopathogéne (ECP) supérieur a 70%,
les cellules et le milieu sont récoltés par grattage avant une homogénéisation vigoureuse par
vortex. Un milieu de conservation (0,5 M HEPES, 1 M MgSO4, pH 7,5) est ajouté a 10%. Le stock
est clarifié par centrifugation pendant 5 min a 500 rpm. Le surnageant est aliquoté en fiole de
0,5 a 2 mL puis congelé dans de I'alcool a -80°C pendant 24 h avant d'étre remis a -80°C. Les
virus recombinants utilisés pour les expériences sont d'un passage 2 a 4 (soit PO correspondant
a la réverse génétique sur BSR-T7, P1 au passage pendant 72h sur HEp-2 puis un nouveau
passage sur HEp-2 constituant le P2).

Infection de cellules par le RSV

Les cellules sont ensemencées la veille pour atteindre une confluence de 70-90% le jour de
I'infection. Elles sont rincées au PBS, puis I'adsorption est réalisée avec une dilution virale a une
MOI souhaitée dans du milieu de culture a 0%SVF-1%PS. Apres 2 h sous agitation, I'inoculum
est retiré et remplacé par du milieu de culture 2%SVF-1%PS. Cette derniere étape définit le
temps 0 de l'infection.

Mesure de l'activité luciférase des cellules infectées par le RSV-Luc

Des cellules A549 en plaque 96 puits a fond blanc préalablement transfectées par des siRNA
ou non sont infectées a différentes MOI (de 0,02 et 1) par le RSV-Luc pendant le temps indiqué
puis sont lysées dans 50 puL du tampon de lyse (Tris 25 mM pH 7,8, MgCI2 8 mM, Triton X-100
a 1%, 15% Glycérol, dithiothréitol T mM) pendant 10 min. L'activité luciférase du lysat est
mesurée 1 seconde aprés addition de 100pL de tampon de lyse + D-luciferine (Sigma) + ATP
10 uM a 37°C sur le M2000PRO Infini Tecan.

Clonage

Construction du plasmide pmCherry-Rab11a

Une séquence mCherry est amplifiée par PCR (polymerase chain reaction) a I'aide d’amorces
spécifiques (Tableau 2) a partir de 50 ng de plasmide pCITE-mCherry-N. La réaction s'effectue
dans un volume final de 50 pL dans le tampon recommandé par le fabricant en présence de
dNTP (0,5 mM), des amorces spécifiques (0,2 uM chacune) et de 20 U de Phusion DNA
polymerase (Thermo). Trente-cinq cycles d’amplification (95°C 30" ; 55°C 1" ; 72°C 1'/kb) sont
réalisés dans un thermocycleur DNA Engine PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Biorad). La
séquence GFP du plasmide peGFP-Rab11a fourni par Dr Sauvonnet est remplacée par le
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mCherry, précédemment produit, entre Nhel et Xhol puis le plasmide est amplifié en E.coli
DH10B chimiocompétente et purifié par Midiprep (Macherey-Nagel) pour obtenir le plasmide
pmCherry-Rab11a.

Tableau 2. Amorces utilisées pour le clonage de pmCherry-Rab11a.

mCherry_NterRab_Nhel_for |TTTTTGCTAGCCTAGCaccATGGTGAGCAAGGGCGAGG
mCherry_NterRab_Xhol rev |TTTTTCTCGAGCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

Construction du plasmide pacNR-A-NS2

Un fragment vecteur-NS1 a été amplifié a partir de la séquence pacNR-RSV#18 avec les
amorces figurant en tableau 3 sur la séquence matrice pacNR-RSV#18. La séquence du
plasmide matrice pacNR-RSV#18 située entre Kpnl et Smal et correspondant a la séquence
promotrice, NS1 et NS2 a été enlevé et remplacé par un fragment vecteur-NS1 ligué par
complémentarité de séquence par Gibson. Le plasmide est amplifié et purifié a partir de
bactérie E.coli chimiocompétente.

Tableau 3. Amorces utilisées pour générer le plasmide pacNR-RSV-A-NS2.

NS1_rev tcttctatcttatatggtac
CCTTAAGTTTTATATTAACTAATGGTGCTAGTGAC
vector_fwd aatcgtatgtgtatgatcccGGGTTTTGCCGGCTTTTC

Préparation de bactéries chimiocompétentes

Une préculture de bactérie DH10B est effectuée en milieu LB (Luria-Broth, Sigma®) sans
antibiotique a partir avec de bactérie réisolée sur boite, puis incubée a 37°C sous agitation.
Quand l'absorbance a 560 nm de la culture (mesurée par spectrophotométrie (Ultrospec2100
pro, Amersham®)) atteint une densité optique de 0,3, les bactéries sont incubées sur glace
pendant 20min puis centrifugées a 4000 g pendant a froid 5 min avant d'étre resuspendues en
tampon TFB1 16 mL (30 mM d'acétate de potassium, 10 mM de chlorure de calcium, 50mM de
chlorure de manganese, 100 mM de chlorure de rubidium et 15% de glycérol) puis incubées
sur glace 20min. Les bactéries sont ensuite culotées par centrifugation, resuspendues a froid
en tampon TFB2 4mL (10 mM MOPS, 75 mM de chlorure de calcium, 10 mM de chlorure de
rubidium, 15% glycerol) et aliquotées a froid avant d'étre congelées par immersion dans I'azote
liquide puis stocké a -80°C.

Transfection des cellules

Transfection de plasmides et infection

Les cellules HEp-2 ou A549 sont ensemencées la veille a une concentration de 2,5.10° sur
lamelle en puits de plaque 24 puits (P24) ou en IBIDI 35mm. Les plasmides pKIF13a et pKIF13a-
ST (fournie par le Dr Delevoye) et pmCherry-Rab11a sont transfectées a 0,5 ug par puits et 1,25
ul de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en milieu DMEM-2%SVF sans antibiotique selon les
recommandations du fabricant. Une heure apres les cellules sont infectées a une MOI de 1 avec
les virus RSV-WT ou RSV-GFP-N.
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Transfection de siRNA

Les siRNA utilisés correspondent a un pool de 4 siRNA différents ciblant le méme gene (ON-
TARGETplus SMARTpool, Dharmacon). Les siRNA sont stockés a une concentration de 10 uM
dans de I'eau pure et conservés a -80°C.

Les siRNA dirigés contre les moteurs moléculaires sont dilués au 1/100 dans de I'Opti
MEM (Invitrogen) avec du Dharmafect (Dharmacon) au 1/50eéme. Le mélange est incubé 30
min a température ambiante. En parallele, on ensemence un puits de P96 avec 75 L cellules
A549 a 3. 10* en suspension dans du DMEM 10% SVF sans antibiotique. Puis le mélange
siRNA-Dharmafect-OptiMEM est déposé sur les cellules, a raison de 25 uL. Aprés 48 h p.t. les
cellules sont infectées comme indiqué précédemment.

La transfection des siRNA dirigés contre la protéine Rab11a est réalisée avec la LipoRNAiMax

(ThermokFisher) selon les recommandations du fabricant. En bref, 10 ng de siRNA et 0,375 pL
de LipoRNAiMax sont dilués dans 6,75 uL d'OptiMEM (Invitrogen) et incubés 5 min a TA avant
d'étre ajoutés a 110 uL d'une suspension de 2,10* cellules A549 en milieu complet sans
antibiotique.

Analyse d'image
Colocalisation

La colocalisation est réalisée grace au logiciel ICY. Les spots correspondant dans les canaux de
fluorescence correspondant a N et Rab11 sont détectés par « Spot Detection » avec un filtre
de taille fixé 1 a 100 pixels (image 512x512 objectif *63 zoom 4) prenant en compte le 3D. Le
Scale 2 est fixé a 60% pour N et 110% pour Rab11. La colocalisation est réalisée avec «
Colocalisation Studio Objet » avec une distance entre les N et Rab11 fixée de 1 a 3 pixels
maximum.

Quantification de l'aire des particules

Les cellules A549 infectées par RSV-WT fixées et immunomarquées sont imagées au confocal
SP8 Leica. Les images sont ensuite analysés par Imagel/Fiji a I'aide plugin CASQITO (de
Noiron et al. 2021) avec sélection du threshold manuelle et unique pour chaque cellule. Les
aires des particules vont étre triées en fonction de leur taille grace aux Pack office Excel.

Coimmunoprécipitation
Lyse cellulaire

Les cellules A549 ou exprimant HA-Rab11a infectées par RSV-GFP-N, RSV-L-GFP, RSV-GFP ou
RSV-WT pendant 16 heures ont été lysées dans un tampon de lyse co-IP (Tris 25mMpH 7.2 ;
NaCl 150 mM ; IGEPAL® CA-630 0.2% (Sigma) ; glycérol 10% (v/v) ; EDTA 0. 5mM ; antiprotéase
et phosphatase (Thermofisher)), puis incubées pendant la nuit a 4 °C avec des billes GFP-Trap
(Chromotek) ou des billes Magnetic-HA (Thermofisher) selon les recommandations du
fabricant. Les billes ont été rincées trois fois dans un tampon de dilution de co-IP (Tris 25 mM
pH 7,2 ; NaCl 150 mM), puis éluées dans un tampon Laemmli a 95 °C et analysées par SDS-
PAGE.
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Western Blot

Les échantillons sont chauffés 5 min a 95°C puis les protéines sont séparées par électrophorese
en gel de polyacrylamide 10%Mini-PROTEAN TGX Stain-free (Biorad) ou gradient 4-20%
Precast (Biorad) en tampon Tris-Glycine-SDS 0,1% a 120V pendant 45 min. Les protéines totales
sont visualisées par fluorescence UV grace au composé présent dans le Stain-free. Les
protéines sont transférées sur membrane PVDF (Biorad) par le systeme de transfert Turbo
Trans-Blot (Biorad). Les protéines transférées peuvent étre visualisées par fluorescence UV sur
membrane PVDF. Apres 1 h de saturation a TA en PSB-Tween 20 0,25%-Régilait 1%, la
membrane est incubée avec I'anticorps primaire dilué en PBS-Tween 20 0,25%-BSA 1% 2h a
TA. Apres 3 rincages en PBS-Tween 20 0,25%, la membrane est incubée 1 h avec I'anticorps
secondaire dilué en PBS-Tween 20 0,25%-BSA1%. La membrane est rincée 3 fois en PBS-Tween
20 0,25%. La présence de péroxydase de raifort (HRP) est révélée apres une incubation de 2
min dans du WesternBright Sirius HRP substrat (Advansta) et le signal luminescent est
enregistré par caméra a haute intensité (Chemidoc 1000, Biorad).

Pour la visualisation spécifique de la protéine L, les extraits protéiques en tampon Laemmli
sont dénaturés par chauffage a 37°C pendant 1 h puis mis sur glace. Le transfert sur PVDF est
réalisé en TG- 10% éthanol pendant 2h a 100V.

Marquage et dépolymérisation du cytosquelette

Les cellules A549 ou HEp-2 sont marquées ou non au SiR-tubulin Kit (SC002) (Spirochrome).
Suivant le protocole du fournisseur le SiR-actin/tubulin est dilué a 1000 nm dans 300 pL dans
du milieu de culture cellulaire (DMEM+10%SVF+PS) et vortexé et incubé 30 minutes. Afin,
d'inhiber la pompe d'efflux cellulaire, ajout de Vérapamil a 10 uM dilué dans 500 pL le milieu
de culture cellulaire juste avant |'analyse.

La dépolymérisation des microtubules dépend de la manipulation. Pour une dépolymérisation
tres rapide (10 min) la concentration de Nocodazole (Sigma) est de 20 uM, pour 1h de 10 yM
et pour une longue durée de 2 uM. La dépolymérisation rapide des filaments d'actine est
effectuée a 2 uM par de la cytochalasine D (Sigma).

Imagerie de cellules vivantes et analyse des trajectoires

Les expériences de vidéo-microscopie ont été réalisées sur des cellules A549 ou HEp-2
ensemenceées sur des Ibidi y-Slide Angiogenesis (Ibidi), infectées et traitées comme décrit ci-
dessus. Des acquisitions time-lapse d'une minute ont été réalisées a 37°C et 5% de CO? 4 l'aide
d'un microscope confocal inversé avec un objectif a immersion d'huile 100x (Plan-
APOCHROMAT), une téte a disque rotatif CSU-X1 (Yokogawa, Japon) et une caméra
sCMOSPRIME 95B (Photometrics). L'ensemble du dispositif était piloté par le logiciel
MetaMorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Une a trois sections z avec un pas de 0,8
pum ont été acquises a des intervalles de 70 a 210 ms pendant 1 min. L'intensité du laser était
réglée entre 10 et 20 % de puissance, et le temps d'acquisition était de 50 ms. Les données
brutes ont été traitées a I'aide du logiciel ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
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USA) pour effectuer des projections maximales des images de piles z et une soustraction du
fond. L'analyse des traces a été effectuée sur le logiciel Imaris 9.5.0 (Bitplane Inc.). Les points
fluorescents ont été identifiés a I'aide de l'algorithme de génération de points intégré a Imaris
(avec une taille de point d'ensemencement de 250 nm). La génération des spots a été réalisée
manuellement pour chaque ensemble de données en utilisant I'intensité au centre de chaque
spot comme seuil. Le seuil de qualité a été fixé au-dessus de 20,0. Les spots ont été suivis dans
le temps afin de générer des statistiques de mouvement pour chaque cellule en utilisant
I'algorithme de mouvement autorégressif (distance maximale 1 pm, taille maximale de I'écart
2). Le fichier de sortie Imaris "Position.csv" a ensuite été utilisé pour calculer les caractéristiques
de chaque trajectoire (durée de la trajectoire, longueur de la trajectoire, déplacement de la
particule, vitesse maximale observée sur la trajectoire, vitesse moyenne de la trajectoire) et
pour filtrer les trajectoires en utilisant le script PYTHON dédié disponible sur GitHub
(https://github.com/mawelti/RSV-RNP-TrackAnalysis). Toutes les trajectoires inférieures a 4
pas de temps ont été filtrées. Les coordonnées de la zone des IBs ont été saisies manuellement
afin de supprimer les fausses trajectoires générées par de fréquentes fausses détections dues
a un bruit de fond élevé a proximité des IBs. Les trajectoires dont la vitesse instantanée est
toujours inférieure a 50% de la vitesse instantanée maximale ont également été filtrées afin de
supprimer les liens artéfactuels entre deux objets lents. La vitesse instantanée lissée a été
calculée comme le rapport entre la distance minimale entre la premiere et la quatriéme de 4
positions consécutives et l'intervalle de temps entre ces positions. Nous avons choisi de lisser
la vitesse instantanée car l'intervalle de temps entre 2 images étant tres petit (0,07 a 0,21s), un
déplacement de 250 nm correspondant a I'erreur de position de la microscopie a fluorescence
(diffraction) aboutissait a une vitesse instantanée élevée (1,2 a 3,6 um/s). Pour comparer |'effet
des traitements, des comparaisons statistiques entre les médianes ont été effectuées dans le
logiciel Prism (Graphpad Inc.) comme indiqué dans les |égendes. Tous les tests utilisés dans ce
rapport sont bilatéraux. Pour la visualisation, les données brutes ont été traitées avec le logiciel
ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Les piles d'images ont été traitées
comme des projections maximales et visualisées apres un filtre gaussien fixé a 0,5.
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Objectif

Malgré des années de recherches sur le virus respiratoire syncytial, aucun antiviral ni vaccin
n'est actuellement commercialisé a I'exception d'un anticorps monoclonal humanisé, le
Palivizumab. Celui-ci est utilisé en prévention des formes séveres chez les nouveau-nés a haut
risque et son rapport cout-bénéfice reste discuté. Les étapes d'entrée étant les plus
documentés, la majorité des antiviraux en développement ont pour cible ces étapes et
notamment la fusion entre I'enveloppe virale et la membrane cellulaire. En revanche, les étapes
tardives virales sont encore étudiées et mal comprises. L'équipe ATIP-Avenir a pour projet
depuis 2019 d'étudier I'ensemble des étapes de la formation des inclusions cytoplasmique (IB)
jusqu’au bourgeonnement viral.

Mon projet de thése a pour but d'élucider les mécanismes du transport des RNPs depuis les
IBs, ou elles sont produites, vers la membrane plasmique, ou les virions sont assemblés. En
effet, les RNPs sont des objets volumineux qui ne peuvent pas diffuser librement dans le
cytoplasme (Novak, Kraikivski, and Slepchenko 2009). Notre hypotheése est donc qu’elles
utilisent des structures cellulaires pour assurer leur transport comme cela a été démontré pour
de nombreux virus.

Pour identifier les mécanismes de transport des RNPs, nous analyserons leurs mouvements
dans des cellules infectées. Notre stratégie repose sur la production d'un outil nous permettant
de visualiser les RNPs dans des cellules vivantes. Le laboratoire a, en effet, produit un RSV
recombinant dont la RNP est fluorescente. Ce virus nous permettra pour la premiere fois de
visualiser des RNPs en mouvement en direct. Pour disséquer les mécanismes du transport des
RNPs, nous avons mis en place une méthode d'analyse automatisée des mouvements des
RNPs. Cette méthode repose sur des outils de microscopie de pointe et des logiciels d'analyse
d'image. La caractérisation fine des mouvements de centaines de RNPs nous permettra
d’'évaluer I'impact de la perturbation des réseaux du cytosquelette, des moteurs moléculaires
et des voies cellulaires de transport. De plus cet outil va nous permettre de suivre les
mouvements en fonction d'autres protéines cellulaires connues dans le transport de RNPs

virales.
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Résultats

1. Développement du RSV recombinant pour caractériser le mouvement
intracellulaire des RNP.

Pour étudier la dynamique des RNPs dans les cellules vivantes, la protéine N du RSV a été
fusionnée a une étiquette fluorescente pour générer des RNPs fluorescentes. Nous avons
précédemment démontré qu'une fusion N-ter de la protéine N n'affecte pas les activités de
transcription-réplication si elle est co-exprimée avec une protéine N de type sauvage
(Rincheval et al. 2017a). Nous avons donc congu et obtenu un RSV recombinant exprimant a la
fois la N de type sauvage et une GFP-N en insérant la séquence codante de la GFP-N flanquée
des séquences de signaux de début et de fin de transcription entre les genes M et SH dans
notre vecteur génétique inverse (Figure 25a) (M.-A. Rameix-Welti et al. 2014; Bouillier,
Rincheval, et al. 2019). Pour vérifier si la GFP-N interfére avec la croissance virale, nous avons
comparé la cinétique d'un cycle de croissance d'un RSV de type sauvage (WT) et du RSV
exprimant la GFP-N (ci-apres dénommé RSV-GFP-N) (Figure 25b). La croissance du RSV-GFP-N
était similaire a celle du RSV de type sauvage et a atteint des titres d'environ 10° PFU/mL en
24 h, ce qui montre que l'ajout de la GFP-N n'a pas altéré de maniere significative la
multiplication virale. Nous avons ensuite étudié la localisation de la protéine GFP-N par rapport
a la protéine N de type sauvage et aux structures virales connues telles que les IBs et les
filaments viraux. Des cellules HEp-2 ont été infectées par le RSV-GFP-N pendant 24 h et la
localisation intracellulaire des protéines N, P et F du RSV a été déterminée par imagerie
confocale apres immunomarquage de chacune des protéines. Les signaux GFP ont été
enregistrés en parallele. Comme décrit précédemment, les IBs, les points cytoplasmiques et les
filaments viraux ont été observés par immunomarquage de N et P, et la coloration de F a révélé
les filaments viraux (Fig. 25d). Les signaux GFP sont parfaitement colocalisés avec les
colorations N et P dans les IBs, les filaments viraux et les petits puncta dans le cytoplasme. De
facon particulierement intéressante, nous avons noté une colocalisation parfaite des signaux
GFP avec les colorations N et P dans les points cytoplasmiques qui pourraient étre considérés
comme des RNPs (Figure 25c et 25d). De plus, nous avons observé une colocalisation des
signaux GFP avec la coloration F dans les filaments viraux (Figure 25d, panneau F). Ces données

suggerent fortement que la GFP-N est incorporée avec le type sauvage N dans les
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RNPs. Dans |I'ensemble, le RSV-GFP-N a été considéré comme un nouveau marqueur pour

évaluer le trafic des RNPs dans le cytoplasme pendant I'infection.
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Figure 25. Représentation schématique du clone infectieux RSV-GFP-N (non a l'échelle). Les
cadres codant pour les protéines sont représentés par des cases colorées, les régions leader et
trailer par des cases hachurées. Les régions intergéniques sont représentées par des lignes
horizontales noires. La séquence codante GFP-N a été insérée entre les genes M et SH avec un
signal de fin de gene (GE) et un signal de début de gene (GS) comme décrit dans Méthodes. b)
Propriétés de croissance du RSV-GFP-N. Les cellules HEp-2 ont été infectées avec le RSV-GFP-N
ou le RSV WT a une MOI de 1 a 37°C et les virus ont été récoltés aux temps indiqués p.i. et titrés
par titrage en plage de lyse sur les cellules HEp-2. Les résultats sont la moyenne + ['écart-type de
trois expériences indépendantes. Les titres du RSV-GFP-N et du RSV aux différents points de temps
ne sont pas significatifs en utilisant 'TANOVA a deux voies (ns pour RSV versus RSV GFP-N ; ns
pour l'interaction) suivie du test de comparaison multiple de Sidak. ¢) Colocalisation de la GFP-N
avec les protéines N et P de type sauvage dans les cellules infectées par RSV-GFP-N. Des cellules
HEp-2 ont été infectées par le RSV-GFP-N. A 24 h p.i. les cellules ont été colorées avec des
anticorps contre N (rouge) et P (cyan) et Hoechst 33342 (merge). La protéine GFP-N est visualisée
par sa fluorescence verte spontanée. Les RNPs sont indiquées par des tétes de fleches blanches.
Des images représentatives sont montrées, d) Localisation des protéines GFP-N et des protéines
N, P et F de type sauvage dans les cellules infectées par le RSV-GFP-N. Des cellules HEp-2 ont
été infectées par le RSV-GFP-N. A 24 h p.i. les cellules ont été colorées avec des anticorps contre
N, P ou F (rouge) et Hoechst 33342 (merge). La protéine GFP-N a été visualisée par sa
fluorescence verte spontanée. Les IBs sont indiquées par une étoile, les RNPs sont indiquées par
des tétes de fleches blanches et les filaments viraux sont indiqués par des fleches blanches. Des
images représentatives de deux expériences indépendantes sont présentées. Les piles d'images (3
étapes z) ont été traitées comme des projections maximales et visualisées apres un filtre gaussien
fixé a 0,5. Barre d'échelle 5 um.

74



2. Caractérisation et quantification des mouvements des RNPs du RSV
Pour évaluer la dynamique des RNPs dans les cellules vivantes, nous avons analysé les cellules
HEp-2 ou A549 infectées par le RSV-GFP-N pendant 18-20 h par vidéo-microscopie. Des
images a haut débit ont été acquises sous un microscope confocal a disque rotatif (film
supplémentaire 1). De nombreux petits points GFP positifs sont visibles. La plupart des points
présentent des mouvements lents avec des changements de direction rapides et soudains,
tandis que certains présentent des trajectoires rapides (téte de fleche blanche, Figure 26a). Les
particules se déplagant trés rapidement sont apparues étirées (Figure 26a). Le suivi
automatique de particule unique des points positifs pour la GFP a été entrepris a l'aide du
logiciel Imaris (film supplémentaire 2) et a donné lieu a des centaines de trajectoires par
cellule (266 a 2342, moyenne de 993 sur 23 cellules dans 4 expériences indépendantes). Les
trajectoires situées a proximité des IBs ont été supprimées de l'analyse car de légers
changements de fluorescence au sein des IB étaient susceptibles d'induire des signaux
faussement positifs (Figure 27a). Nous avons également filtré les trajectoires dans lesquelles
les vitesses instantanées des particules restaient toujours inférieures a 50% de leur vitesse
instantanée maximale tout au long de la trajectoire enregistrée afin de supprimer les liens
artéfactuels entre les trajectoires de deux objets se déplagant lentement (voir Figure 27b et

légende).

Nous avons ensuite quantifié plusieurs parameétres caractérisant le mouvement intracellulaire
des RNPs. Le déplacement est caractérisé par 1) la longueur de la trajectoire qui correspond a
la somme des longueurs de déplacement entre deux points temporels et 2) le déplacement de
la trajectoire, qui correspond a la distance minimale entre la premiére et la derniére position
de la particule (Figure 26b). La vitesse de la trace est le rapport entre le déplacement de la trace
et la durée de la trace. On s'attend donc a ce que le déplacement et la vitesse de la trajectoire
soient élevés pour les particules présentant un mouvement orienté sur une longue distance. La
vitesse instantanée lissée est le rapport entre la distance minimale entre la premiére et la
quatrieme de 4 positions consécutives et l'intervalle de temps entre ces positions (voir
Figure 27f et |la légende correspondante). En nous concentrant sur les vitesses instantanées de
particules uniques se déplacant rapidement, nous avons observé que les mouvements rapides
se produisent par intermittence (Figure 26¢). Ainsi, nous avons également calculé la vitesse

maximale de la trajectoire correspondant a la vitesse instantanée lisse maximale de la
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Smoothed instant speed (Pm/s)

Track max speed (pm/s)

trajectoire. La distribution cumulative du déplacement de la trajectoire pour 6 cellules dans une
expérience est présentée dans la Figure 26e. Environ 10% des particules suivies présentent un
déplacement supérieur a 1,8 um alors que la plupart d'entre elles présentent un faible
déplacement (médiane allant de 0,29 a 0,42 um). De méme, I'analyse cumulative des vitesses
maximales des particules montre qu'environ 10% des RNP présentent des vitesses maximales
supérieures a 1,7 pm/s (Figure 26d). La valeur médiane de chaque parametre reflete les
caractéristiques générales des mouvements de la particule dans une cellule individuelle et
fournit une valeur unique qui peut étre utilisée pour comparer davantage les groupes traités.
Les médianes des vitesses maximales, des vélocités et des déplacements des trajectoires ne
sont pas significativement différentes dans 4 expériences indépendantes sur deux types de
cellules différents (HEp-2 ou A549). Ceci indique une généralisation potentielle du
comportement de la RNP pendant l'infection par le RSV dans ce modeéle et indique que ces
parametres sont appropriés pour des comparaisons de groupes supplémentaires (Figure 26f,
269, 26h).
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Figure 26. Caractérisation des mouvements intracellulaires des RNP dans les cellules infectées
par le RSV-GFP-N. Les images en direct de cellules HEp-2 ou A549 infectées par le RSV-GFP-N
pendant 18 a 20h sont analysées a l'aide du logiciel Imaris comme décrit dans la section
méthodes. a) Comportement dynamique des RNP du RSV dans les cellules HEp-2. Les piles
d'images (3 pas de z) ont été traitées comme des projections maximales et visualisées apres filtre
gaussien fixé a 0,5, la grande vue est une projection temporelle de 12 images consécutives (0,21
s entre les images). Barre d'échelle 10 um. La série temporelle zoomée montre une RNP en
mouvement rapide pointée par les tétes de fleches blanches, barre d'échelle 2 um. Des images
représentatives de 12 films provenant de 2 expériences indépendantes sont présentées. b)
Illustration schématique des parametres de caractérisation du mouvement (vitesse instantanée,
longueur de la trajectoire, déplacement de la trajectoire). c) Vitesses instantanées lissées des
particules se déplacant rapidement tracées en fonction du temps depuis la premiere
détection (chaque couleur représente une particule, exemples représentatifs). d, e) Distribution
cumulative de la vitesse maximale de la trajectoire et du déplacement de la trajectoire de 6
cellules HEp-2 individuelles provenant d'une expérience. f, g et h) Chaque point est la médiane
de la vitesse maximale de la trajectoire, de la vitesse de la trajectoire et du déplacement de la
trajectoire d'une cellule individuelle. ns : Aucune différence statistique entre 4 expériences
indépendantes sur des cellules HEp-2 et A549 en utilisant le test ANOVA de Brown-Forsythe et
Welch.
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Figure 27. lllustration et schéma des erreurs de suivi. a, b) lllustration du faux suivi pres des IB. a)
Projection temporelle de 14 images consécutives sur 195 s montrant les détections de
points (spheres grises) et le suivi (queues de dragon cyan) par le logiciel Imaris sur des HEp-2
infectées par le RSV-GFP-N comme décrit dans la section méthodes. Des traces artéfactuelles
sont visibles pres du grand IB. Barre d'échelle 5um. Un zoom de la région est montré a droite. b)
Images consécutives de la zone encadrée en orange (pour plus de clarté, une image sur deux est
supprimée). Le panneau supérieur montre les images originales, le panneau inférieur montre les
images avec les taches et les traces. Les taches détectées utilisées pour générer les traces sont
indiquées par des fleches blanches sur les deux panneaux. Notez qu'aucune tache n'est visible
sur les images originales. Les traces détectées dans la région encadrée sur le panneau a) seront
supprimées de ['analyse. Barre d'échelle 2um c, d, e) lllustration d'un faux suivi di a un mauvais
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lien entre 2 objets se déplacant lentement. c) Images consécutives montrant les détections de
taches (spheres grises) et le suivi (queue de dragon jaune) par le logiciel Imaris sur des HEp-2
infectées par le RSV-GFP-N comme décrit dans la section méthodes. Dans cet exemple, la
premiere particule détectée est pointée par la fleche jaune et est animée d'un mouvement lent
non dirigé. Au temps 0,75 s, un nouveau spot est détecté (fleche rouge) et est associé a la trace
du premier. Ce deuxieme spot présente également un mouvement lent. Les fleches jaunes et
rouges indiquent la méme position sur chaque image. Barre d'échelle 2um. Le spot est supposé
avoir parcouru approximativement 0,8 um en 0,15 s résultant en une vitesse instantanée de
53 um/s entre ces positions. Cette trajectoire sera filtrée car toutes les autres vitesses
instantanées sont inférieures a 2,6 um/s (50% de la vitesse instantanée maximale de la
trajectoire). d, e) Schéma de la fausse trajectoire résultant d'une mauvaise liaison entre 2 spots
se déplacant lentement. Dans chaque image, la position précédente est indiquée en couleur pale
et le déplacement est indiqué par une fleche noire. Barre d'échelle 0,5 um. Au temps 0,75 s la
position précédente du premier spot est liée a la position d'une autre particule. Les vitesses
instantanées résultant de cet exemple schématique sont représentées en e. Cette trajectoire sera
filtrée car toutes les vitesses instantanées restent inférieures a 50% de la vitesse instantanée
maximale de la trajectoire (ligne verte pointée). f) Représentation schématique des positions
réelles consécutives (lettres encerclées) et des positions détectées (étoiles colorées) d'une RNP se
déplacant lentement. En raison des erreurs de position de la microscopie limitée diffractée, la
distance calculée entre les positions a et b peut atteindre jusqu'a 200 nm. Comme l'intervalle
entre 2 images consécutives est de 0,07 s, la vitesse instantanée calculée peut atteindre 3 um/s
alors que la particule reste quasi-immobile. Pour éviter ce probleme, nous avons calculé la vitesse
instantanée lisse qui est le rapport entre la distance minimale entre la premiere et la quatrieme
des 4 positions consécutives et l'intervalle de temps. Dans cet exemple, la distance entre a et d
est d'environ 200 nm et le temps entre les images est de 0,28 s, résultant en une vitesse
instantanée lisse d'environ 0,7 um/s.

3. Les mouvements rapides des RNPs du RSV dépendent du réseau MT
Les mouvements directionnels, rapides et discontinus des RNPs suggerent un transport
dépendant des MT. Nous avons étudié la localisation des RNPs par rapport aux MT dans des
cellules HEp-2 et A549 infectées par le RSV de type sauvage (WT) pendant 20 h. N et MT ont
été immunomarqués et les cellules ont été analysées sur un microscope confocal a super
résolution (Airyscan, Leica). Les images a haute résolution des cellules infectées ont révélé que
les MT étaient décorées de multiples RNPs (Figure 28). Pour visualiser les mouvements des
RNPs par rapport aux MT, les cellules A549 infectées par le RSV-GFP-N ont été traitées avec du
docetaxel -AF 647, une molécule fluorescente qui lie les polymeres MT. Cela a permis la
coloration des MT sur cellules vivantes et I'acquisition d'images bicolores en time-lapse. Les
RNPs fluorescentes se déplacant rapidement le long des structures microtubulaires étaient
clairement visibles, démontrant le transport des RNP le long du réseau MT (Film
supplémentaire 3 et Figure 29a). L'acquisition en deux canaux de couleur a empéché toute

analyse quantitative des trajectoires des RNPs. Afin de disséquer davantage I'implication du
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réseau MT dans les mouvements des RNPs, nous avons analysé les effets de la
dépolymérisation des MT sur la taille des particules et des mouvements des RNPs. Apres
traitement des cellules A549 en début d'infection avec du DMSO (controle), du
Nocodazole (NZ) permettant de dépolymériser les MT, ou de la Cytochalasine D (CytoD)
dépolymérisant les filaments d’actine. Puis l'aire des particules a été mesurée et les proportions
de chaque objet ont été réparties en fonction de leur taille (petit < 0,15 ; moyen 0,15-1; gros
>0,15). Nous avons constaté une |égere augmentation de la quantité des moyens et gros objets
lors d’'un traitement NZ (Figure 30a et 30b). Au contraire, un traitement CytoD entrainait une
augmentation de la proportion des petits objets au détriment des moyennes et gros objets
(Figure 30a et 30b). Pour étudier les mouvements, des cellules vivantes infectées par le
RSV-GFP-N ont été imagées avant et apres un traitement de 10 minutes avec du NZ a forte
concentration (20 uM). Il est important de noter que notre protocole a permis d'imager les
mémes cellules avant et apres le traitement médicamenteux. De facon remarquable, le
traitement au NZ a aboli presque tous les mouvements rapides et dirigés (Films
supplémentaires 4). En revanche, les cellules traitées avec de la cytoD présentaient toujours
des RNP en mouvement rapide (Film supplémentaire 5). Enfin, nous avons appliqué notre
pipeline de suivi des particules GFP sur des cellules traitées avec du NZ ou des cellules
contréle (DMSO), et nous avons observé une diminution significative du déplacement, de la
vitesse et de la vitesse maximale des trajectoire (Fig 29d, 29e, 29f, Films supplémentaires 6 et
7). Une projection centrée des trajectoires d'une cellule pendant 60 s est présentée dans la
Figure 29b et 29c pour illustrer la forte réduction du déplacement des trajectoires dans les
cellules traitées au NZ. Dans I'ensemble, ces données ont révélé que le mouvement rapide des
RNP dépend du réseau de MT. En accord avec le role des MT dans le transport des RNP, le
traitement au NZ des cellules infectées par le RSV apres les étapes d'entrée diminue

significativement la production de virions comme indiqué précédemment (Figure 31).
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anti-N anti-aTub merge

Figure 28. Les RNPs le long du réseau de MT. Des cellules A549 ont été infectées par le RSV
pendant 20 h. Les RNPs (en rouge) et l'a-tubuline (en vert) sont révélés par immunomarquage.
Les images a haute résolution ont été générées a 'aide d'un microscope confocal avec détecteur
Airyscan. Les images ont été visualisées apres un filtre gaussien fixé a 0,5. Une image
représentative d'une cellule entiere sur 5 cellules dans 3 expériences est montrée. Les RNPs
décorant le réseau MT sont montrées sur la zone de zoom. Barres d'échelle 5 um et T um.
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Figure 29. Les mouvements rapides des RNPs a longue distance dépendent du réseau de
microtubules. a) Série temporelle d'images en direct des RNPs (en vert) se déplacant le long des
MT colorés par le docetaxel-647 fluorescent (en rouge) dans des cellules A549 infectées par le
RSV-GFP-N. Les piles d'images (2 z-steps) ont été traitées comme des projections maximales et
visualisées apres un filtre gaussien fixé a 0,5. Les fleches jaunes indiquent la position d'une RNP
en mouvement. La derniére image montre une projection temporelle (T Pro). Barre d'échelle 2um.
b a f) Les cellules HEp-2 infectées par RSV-GFP-N ont été traitées a 17 h p.. avec du
nocodazole (10 uM, NZ) ou du DMSO (Ctrl) pendant 1 h avant l'imagerie en direct et ['analyse
des traces. b, c). Projection centrée des traces de RNPs dans une cellule traitée par du DMSO (c)
ou traitée au nocodazole (d) analysée pendant 60 s. Images représentatives. d, e, f) Chaque point
de données représente la médiane de la vitesse maximale, de la vélocité et du déplacement de la
trajectoire d'une cellule individuelle. **** p< 0,0001 en utilisant le test t avec la correction de
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Welch. Les données proviennent de 22 cellules (DMSO) et 23 cellules (NZ) de 3 expériences
indépendantes.

A

Cellule 1 Cellule 2 Cellule 3

—~ 100 = <015

= 0.15-05
= 205

50

Frequency distribution (%

DMSO NZ CytoD

Figure 30. Effet de la dépolymérisation du cytosquelette sur la distribution des RNPs. Cellules
A549 infectées par RSV-WT. Cellules traitées aux DMSO (contréle) et CytoD a 0 h.p.i et NZ a 4
h.p.i. puis fixées a 22h.p.i. A) Immunomarquage des protéines N (vert) et du noyau (bleu). B)
L'aire (um?) des particules virales sont quantifiées en utilisant le logiciel Image) (NIH). La
distribution de fréquence de trois catégories de taille dans les zones (en umZ2) des objects (petit,
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moyen et grand) a été tracée. Le graphique montre les données provenant de 20 cellules d’une
expérience. Barre d’échelle 5 um.

6.5 T

E 6.0 - * :|: ° Figure 31. La dépolymérisation des microtubules entrave la
E _T_ T croissance du RSV. Les cellules A549 ont été infectées avec le RSV
S 5.5+ . I a une MOI élevée et une faible concentration de Nocodazole
g 2 uM (NZ) ou de DMSO a été ajouté 2 h apres l'infection. A 24 h,
E 5.0 . le titre viral de chaque échantillon a été déterminé par un titrage
= en plage de lyse. Les moyennes + s.d. de 2 expériences en
T 2 1 triplicata sont présentées. * p < 0,05 en utilisant le test de
> 4.0 comparaison de Kolmogorov-Smirnov.

DMSO NZ

4. ldentification des moteurs moléculaires responsables du transport des
RNPs

Pour identifier les moteurs moléculaires susceptibles d'étre responsable des mouvements
rapides observés lors des films précédemment acquis, nous avons établi un crible siRNA d'un
ensemble de 38 kinésines, de 31 dynéines (dont les deux chaines lourdes) et des trois myosines
V. Pour vérifier la transfection des siRNA, nous avons utilisé un pool de 4 siRNA contréle (non
targeting (NT)) ainsi que des siRNA N dirigés contre la protéine N du virus et RAN dirigés
contre une protéine cellulaire comme témoin positif. Les cellules A549 sont infectées a 48 h
p.t. a une MOI de 0,02 avec un virus exprimant la protéine rapportrice luciférase (RSV-Luc).
Ainsi la multiplication virale a été évaluée apres 48 h p.i. en se basant sur |'expression du gene
rapporteur (M.-A. Rameix-Welti et al. 2014). Pour écarter une diminution de I'expression du
rapporteur lié a un défaut lors de I'entrée ou de la transcription-réplication, la méme expérience
a été réalisée a forte MOI en cycle unique. Dans ces conditions le signal luciférase ne dépend
pas des étapes tardives. Nous avons constaté une diminution de la multiplication virale lors de
I'inhibition des kinésines KIF11, KIF23 et KIF25 ainsi que pour les dynéines DNA11, DYNC1I1 et
DYNCT1I2 et la myosine Vc a faible MOI (Figure 32a), mais aussi a forte MOI (Figure 32b). Les
étapes précoces du cycle viral étant affectées, il n'est pas possible de conclure sur le réle de
ces moteurs dans I'export des RNPs. A noter, la kinésine KIF13 est un moteur prédominant du
transport des RNPs d'Influenza (Ramos-Nascimento et al. 2017) mais ne présente aucun effet

dans le cadre de la multiplication du RSV (Figure 32).
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Figure 32. Crible d'interférence ARN des partenaires moteurs potentiel des RNPs sur la
multiplication du RSV. Des cellules A549 traitées par siRNA dirigés contre différents partenaires
potentiels des RNPs ont été infectées apres 48 h par du RSV-Luciférase a faible MOI 0,02 a) et
forte MOI 1 (b). La mesure de la luminescence a été mesurée et normalisée avec le signal obtenu
pour le siRNA contréle (NT non targeting. Les t-test realisés grdce au logiciel GraphPad
Prism (* p<0,05, ** p<0,01, ** p<0,001, *** p<0,0001). Les données représentées
correspondent a 3 expériences indépendantes réalisées en duplicat pour le faible MOl et une fois
pour la forte MOI.

En paralléle, des cellules A549 ont été transfectées de fagon transitoire avec un vecteur
d'expression mGFP-KIF13a et infectées avec le RSV-WT avant d'étre immunomarquées pour
visualiser la protéine N sauvage. Nous avons observé la présence de filaments KIF13a comme
cela avait déja été rapporté dans des études précédentes (Delevoye et al. 2014; Ramos-
Nascimento et al. 2017). Le positionnement des RNPs du RSV semblait aléatoire et ne nous a
pas permis d'observer une colocalisation entre les RNPs et les filaments KIF13a (Figure 33a).
De plus, la proportion de RNPs proches de la membrane ne semblait pas augmentée, mais
aucune quantification n'a été menée sur ces expériences (Figure 33a). De la méme maniere, la
transfection d'un plasmide d'expression de la protéine KIF13a dépourvue de moteur
moléculaire (GFP-KIF13a-ST) ne présentait pas un phénotype de distribution différent par

rapport aux cellules transfectées par GFP-KIF13a ni de colocalisation (Fig 33b).
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Figure 33. Absence de colocalisation des RNPs avec KIF13a. Cellules A549 transfectées
transitoirement par GFP-KIF13a ou GFP-KIF13a-ST (dépourvue du domaine moteur) et infectées
par RSV-WT. Fixation des cellules a 24 h .p.i. et inmunomarquage de la protéine N (rouge) et du
noyau (bleu). Acquisition au microscope confocal SP8 Leica. Projection maximale des Z par le
logiciel ImageJ. Barre d'échelle 5 um

5. Rab11 et les RNPs colocalisent dans les cellules infectées.
Les vésicules des endosomes de recyclage, marquées par la petite Rab11-GTPase, sont connues
pour étre impliquées dans le trafic des RNPs de plusieurs virus ARN a brin négatif (Vale-Costa
and Amorim 2016). Pour étudier I'implication des endosomes de recyclage dans le trafic des
RNP du RSV, nous avons analysé les localisations intracellulaires de Rab11a et des RNPs du
RSV. Nous avons infecté des cellules A549 exprimant de maniere constitutive
HA-Rab11a (A549-HA-Rab11a) avec le RSV WT (de Castro Martin et al. 2017). Aux points de
temps indiqués, les cellules ont été fixées et les protéines N et HA-Rab11a ont été détectés par
immunomarquage. Les colorations N et HA ont révélé de nombreux points cytoplasmiques
individuels, correspondant respectivement aux RNPs et aux endosomes Rab11a positifs, qui
présentaient une colocalisation partielle (Figure 34a). Pour quantifier la colocalisation entre les
points positifs Rab11a et N, nous avons extrait les détections de spots et effectué une analyse
de colocalisation basée sur les objets a I'aide du logiciel Icy. Cette méthode segmente d'abord

les spots et analyse ensuite leur distribution relative avec des statistiques de second ordre
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permettant une quantification robuste des objets colocalisés. Cette analyse a révélé qu'environ
30% des spots N colocalisent avec des vésicules positives pour Rab11a entre 12 et 18 h p.i,
avec une légere diminution a 24 h p.i.. En revanche, moins de 10% des spots N sont colocalisés
avec EEA1, un marqueur d'endosomes précoces utilisé comme contréle négatif (Figure 34b).
Des résultats similaires ont été obtenus dans les cellules A549 et HEp-2 (Figure 35). Ces

données suggerent une implication de Rab11a dans le trafic des RNPs.
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Figure 34. Colocalisation des RNPs et de Rab11a dans les cellules infectées par le RSV. a) Cellules
A549-HA-Rab11a infectées par le RSV pendant 18 h. Rabl1a (vert) et RNPs (rouge) ont été
détectés par imnmunomarquage de HA et N. Les images ont été visualisées apres filtre gaussien
fixé a 0,5. Barre d'échelle de 5 um. Les zones encadrées englobent les spots Rab11a et N montrés
agrandis. b) Pourcentage de spots N colocalisant avec des spots positifs HA-Rab11a ou EEAT
calculé a l'aide du logiciel Icy. Les diagrammes en violon montrent la médiane (ligne centrale) et
les premier et troisieme quartiles (charnieres supérieure et inférieure). Les résultats proviennent
de 70 cellules issues de 3 expériences indépendantes. **** p < 0,0001 en utilisant le test ANOVA
de Brown-Forsythe et Welch suivi du test de Dunn pour les comparaisons multiples.

a anti-Rablla anti-N Merge b

~~ 0-5 =
X
B 0.4 -
C
o % """"
)
QX - @
25 0.3 @
S& e
2zo024 ® #te
@] 5 .'Q
(]
2 0.1 -
(O]
O
0.0 . .
HEp-2  A549

89



Figure 35. Colocalisation des RNPs et de Rab11a dans les cellules infectées par le RSV. a) Cellules
HEp-2 et A549 infectées par le RSV pendant 24 h. Rab11a (vert) et RNP (rouge) ont été détectés
par immunomarquage. Des images représentatives d'une expérience sont présentées. Les piles
d'images (3 pas z) ont été traitées en tant que projections maximales et visualisées apres filtre
gaussien fixé a 0,5. Barre d'échelle de 5 um. Les zones encadrées comprennent les spots Rab11
et N pointés par des fleches blanches (zoom). b) Pourcentage de spots N colocalisant avec des
spots positifs Rab11a calculé a l'aide du logiciel Icy. Les résultats des cellules individuelles d'une
expérience sont représentés par la moyenne et ['écart-type.

6. La voie Rab11 est impliquée dans les mouvements rapides et dirigés des
RNPs

Pour déterminer si Rab11a pourrait étre impliqué dans le trafic des RNP, nous avons mis en
place une expérience pour visualiser les mouvements des RNP et de Rab11 dans des cellules
infectées vivantes. Des cellules A549 et HEp-2 ont été infectées par le RSV-GFP-N et
transfectées de facon transitoire avec un vecteur d'expression mCherry-Rab11a. A 18-20 h p.i.,
nous avons réalisé une imagerie time-lapse en double couleur pour évaluer la dynamique de
Rab11a et des RNPs. Il est intéressant de noter que nous avons observé des RNPs se déplacant
rapidement en méme temps que des vésicules Rab11a positives, ce qui démontre qu'au moins
une partie des RNP se déplacant rapidement sont associées a des structures Rab11a
positives (Figure 36a et Film supplémentaire 8). De maniére frappante, les RNPs sont apparus
comme tirés par les spots positifs Rab11. Les RNPs associés aux vésicules positives Rab11
n'étaient plus mobiles lorsque les cellules étaient traitées au NZ, ce qui suggere que ces
mouvements étaient dépendants des MT (Film supplémentaire 9). Les paramétres d'acquisition
a double couleur empéchent malheureusement le suivi automatique des RNPs et de Rab11a

dans cette expérience.

Pour démontrer davantage le role essentiel de Rab11 dans I'exportation des RNPs, nous avons
réalisé des expériences de déplétion des protéines par siRNA. Des cellules A549 ont été
transfectées de facon transitoire avec un petit ARN interférent (siRNA) ciblant Rab11a ou de
siRNA contréle (NT) pendant 48h et ensuite infectées avec RSV-GFP-N pendant 18-20 h avant
I'imagerie en direct. Une analyse Western blot des lysats de cellules entieres a I'aide d'un
anticorps contre Rab11a a montré une diminution considérable des niveaux de Rab11a dans
les cellules traitées par siRNA ciblant Rab11a par rapport au contrdle (Figure 36h). Les
mouvements des RNPs ont été quantifiés comme décrit ci-dessus. La vitesse médiane, la vitesse
maximale et le déplacement de la trajectoire étaient significativement réduits dans les cellules
SsiRNA Rab11a par rapport au controle (Figure 36, Films supplémentaires 10 et 11). La
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projection centrée des trajectoires d'une cellule illustre la réduction du déplacement des

trajectoires. Ces résultats suggerent que Rab11a est impliqué dans le trafic des RNPs.

Puisque nos données indiquent que le RSV détourne la voie Rab11a pour I'exportation des
RNPs, nous avons examiné si l'infection par le RSV avait un impact sur la fonction des
endosomes de recyclage (ER). A cette fin, nous avons exploré le recyclage de la transferrine,
qui dépend du fonctionnement des ER. Des cellules A549 infectées par le RSV ou non infectées
ont été incubées en présence de transferrine fluorescente et ont ensuite été placées dans un
milieu frais. La fluorescence cytoplasmique (correspondant a la transferrine non recyclée) a été
quantifiée apres 0 et 20 min d'incubation dans le milieu frais (Figure 37). Il est intéressant de
noter que les cellules infectées présentent une augmentation du recyclage de la transferrine
par rapport aux cellules non infectées, ce qui suggére une accélération du trafic des ER. Dans
I'ensemble, ces données suggérent que le RSV utilise non seulement la voie du recyclage des

endosomes mais manipule également son fonctionnement.
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Figure 36. Rab11 est impliquée dans les mouvements rapides et dirigés des RNPs. a) Série
temporelle d'images en direct de cellules A549 exprimant transitoirement mCherry-Rab11a (en
rouge) et infectées pendant 18 h par RSV-GFP-N (en vert). Les images ont été visualisées apres
un filtre gaussien fixé a 0,5. Les positions d'une RNP se déplacant avec un objet positif
mCherry-Rab11a sont indiquées par des tétes de fleches jaunes (RNP) et orange (Rab11a). La
derniére image montre une projection temporelle (T Pro). Barre d'échelle 2 um. b a f) Les cellules
A549 ont été transfectées transitoirement avec des siRNA ciblant Rab11a ou non (NT) pendant
48 h puis infectées avec RSV-GFP-N pendant 18 h avant l'imagerie en direct et ['analyse des
traces. b, c) Projection centrée des traces de RNP dans des cellules NT (c) ou Rab11a (d) KO
analysées pendant 60s. Images représentatives. d, e et f) Chaque point de données représente la
médiane de la vitesse maximale, de la vélocité et du déplacement de la trajectoire d'une cellule
individuelle. ** p<0,01, p<0,05 en utilisant le test t avec la correction de Welch. Les données
proviennent de 19 cellules (NT) et 18 cellules (Rab11a) de 3 expériences indépendantes.
Flashcode pour visualiser les vidéos. h) Extinction de l'expression de Rab11a dans les cellules
transfectées par un SiRNA. Les cellules A549 ont été traitées par le siRNA Rab11a ou le siRNA
non ciblé (contréle) pendant 48h et 72h. Les lysats cellulaires ont été soumis a une SDS-PAGE et
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sondés par des anticorps dirigés contre Rab11a. La visualisation de toutes les protéines a été
réalisée par révélation Stain Free.

E 0.9 . Figure 37. L'infection par le RSV augmente le recyclage du Tf. Les
E cellules HEp-2 infectées par le RSV-GFP ou non infectées pendant 24
g 0.8 ' heures ont été incubées avec de ['Alexa 647 Tf pendant 10 minutes
g puis lavées et incubées dans un milieu frais pendant 10 min. Les
‘f’ 0.7 I . cellules ont été fixées a 0 et 20 minutes et observées en microscopie
i; ol _:[_ T confocale. La quantité totale d'Alexa 647 Tf par cellule a été
g “te quantifiée. La moyenne + s.d. de la quantité relative d'Alexa 647 Tf
2 0.5. apres 20 min de poursuite est indiquée. * p < 0,05 en utilisant le test
2 . t avec la correction de Welch. Les données proviennent de 7 cellules
:Té 0.4 : : d'une expérience représentative sur 2.
Ctrl RSV

7. Validation biochimique de I'association RNP-Rab11a
Nous avons ensuite évalué l'association entre les RNPs et Rab11a en effectuant une analyse de
co-immunoprécipitation (IP). Des cellules A549 exprimant de maniére stable HA-Rab11a ont
été infectées pendant 16h avec RSV-GFP-N ou RSV exprimant GFP (RSV-GFP) comme contrdle.
Les lysats cellulaires ont été incubés avec des billes recouvertes d'anticorps anti-GFP et une IP
a été réalisée. Les échantillons de pré-purification et d'IP ont été analysés par Western blot
pour révéler N, P et HA-Rab11 (Figure 38). Les protéines N et P de type sauvage ont été
purifiées efficacement avec la protéine GFP-N, ce qui suggere que la RNP entiére est
co-immunoprécipitée avec la GFP-N. La protéine HA-Rablla a également été
co-immunoprécipitée a plusieurs reprises avec la GFP-N alors qu'aucune bande
correspondante n'était visible dans le controle. Conformément aux expériences de
colocalisation et de trafic, seule une petite fraction de Rab11a a été co-immunopreécipitée avec
les RNPs. L'IP miroir a été réalisée sur des cellules A549-HA-Rab11 infectées par le RSV WT
pendant 16 h en utilisant des anticorps anti-HA (Figure 38b). La protéine N a été trouvée dans
la fraction IP des cellules exprimant Rab11HA mais pas dans les cellules A549 de type sauvage
utilisées comme controle. Il est intéressant de noter que la protéine P a également été
co-immunoprécipitée avec HA-Rab11a, ce qui suggere que Rab11 interagit avec la RNP. Pour
approfondir ce point, nous avons réalisé des expériences IP similaires sur des cellules infectées
par un RSV recombinant exprimant une protéine L fusionnée a la GFP (RSV-L-GFP). La GFP est
insérée dans la région charniére 2 de L. L'analyse Western blot de la fraction IP n'a pas révélé
la GFP-L, probablement en raison d'un manque de sensibilité et d'un mauvais transfert d'une

grande protéine comme la L. Cependant, N et P ont été co-immunoprécipités, validant ainsi
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I'IP et confirmant la capture de la RNP avec la GFP-L (Figure 38a). Enfin, nous avons détecté
HA-Rab11a de maniere répétée et spécifique dans I'échantillon IP, ce qui est cohérent avec une

interaction entre Rab11a et la RNP.

a Lysate Bound b Lysate Bound
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Figure 38. Co-immunoprécipitation de Rab11a et des RNPs du RSV dans les cellules infectées. a)
Les cellules A549 exprimant de maniere stable HA-Rab11a ont été infectées par RSV-GFP,
RSV-GFP-N ou RSV-L-GFP comme indiqué pendant 16h, lysées et incubées avec des billes contre
la GFP. Les lysats cellulaires et les fractions liées ont été analysés par Western-blot en utilisant
des anticorps polyclonaux de lapin anti-N, anti-P et anti-HA. Une expérience représentative sur
3 (RSV-GFP-N) ou 2 (RSV-L-GFP) est présentée. (b) Les cellules A549 WT ou exprimant de
maniere stable HA-Rab11a comme indiqué ont été infectées par le RSV pendant 16h, lysées et
incubées avec des billes recouvertes d'anticorps dirigés contre HA. Une analyse Western blot des
protéines co-immunoprécipitées est présentée. Une expérience représentative sur 2.

L'interaction entre la RNP et Rab11a peut étre médiée par un complexe protéique ou par une
des protéines virales composant la RNP. Pour cela, nous avons transfecté transitoirement les
cellules A549-HA-Rab11a ou A549 avec des plasmides codants pour les protéines qui
composent la RNP ou avec la protéine de matrice. Les cellules ont été lysées 24hpt et les
protéines ont été coimmunoprécipités avec des billes recouvertes d'anticorps dirigés contre le
tague HA. Les échantillons ont été relevés par Western Blot avec des anticorps dirigées contre
chacune des protéines (N, P, M2-1 ou M) et contre le tague HA (Figure 39). La
coimmunoprécipitation de HA ne montre aucune interaction avec les protéines P, M2-1 et M
a l'exception de N. Pour autant, les cellules A549 ne présentant pas de Rab11 tagué HA
présentent une bande similaire a celle observée avec les A549-HA-Rab11. Ces résultats
montrent que la protéine N interagit de maniére non spécifique sur les billes et ne permet pas
de conclure sur une éventuelle interaction entre les deux. De plus, aucune des protéines N P

M et M2-1 testées ne semble interagir avec HA-Rab11.
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Figure 39. Absence d’interaction entre les protéines N, P, M et M2-1 et Rabl1a. Les cellules
A549-HA-Rab11a ont été transfectées transitoirement avec les protéines virales N, P, M ou M2-1,
lysées a 24hpt puis coimmunoprécipité avec des billes anti-HA et révélé sur Western Blot avec
des anticorps dirigés contre les protéines susmentionnées.

Pour explorer I'implication de la polymérase L du RSV ou d'un complexe protéine dans
I'interaction avec Rab11, nous avons transfectée un ensemble de plasmide codant pour les
différentes protéines virale de la RNP dans des cellules A549-HA-Rab11a.

Des coimmunoprécipitations de cellules A549-HA-Rab11 exprimant un complexe protéique de
la RNPs n'ont pas permis de révéler d'interaction (données non montrées). La transfection de
plusieurs plasmides étant difficile, ces résultats ne sont pas interprétables. De plus, aucun
controle positif d'immunoprécipitation n'avait été inclus dans ces expériences.

Pour vérifier I'apparition d'événements rares d'interaction au cours de la transfection, non
distinguables en ColP, nous avons transfecté dans les cellules A549-HA-Rab11a les protéines
minimales nécessaire a la formation de pseudo corps d’inclusion (Galloux et al. 2020), soit N et
P, puis nous avons ajouté les autres protéines de la RNP et observe la colocalisation avec
HA-Rab11. Comme prévu, les cellules infectées par le RSV présentaient une colocalisation
partielle des RNPs avec Rab11a (Figure 40a). De rares cellules transfectées par les protéines N,
P et présentant des pseudo IB, montraient une colocalisation partielle des pseudos RNPs avec
Rab11a tandis que de nombreuses cellules transfectées avec N, P, L ou N, P, L, M2-1
présentaient une colocalisation importante entre les pseudos RNPs et les protéines
Rab11 (Figure 40b). L'ensemble de ces résultats montre que les protéines N et P ne sont pas
suffisantes pour permettre une colocalisation avec Rab11 mais que la présence de L entraine
une forte colocalisation des pseudos RNPs avec Rab11. La protéine M2-1 ne semble pas avoir

d'influence sur la colocalisation.
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Figure 40. Colocalisation des protéines de la RNPs avec Rab11a. A) Les cellules A549-HA-Rab11a
ont été infectées et fixées a 24 h les protéines N (rouge) et HA-Rablla (vert) ont été
immunomarquées. B) Les protéines N, P, L, M2-1 ont été transfectées transitoirement dans des
cellules A549-HA-Rab11a. Les protéines HA-Rab11 ont été immunomarquées en vert et la
protéine N en rouge. Les cellules ont été observées au microscope confocal SP8 Leica. Maximal Z
projection de 3Z. Cette expérience a été réalisée deux fois. Barre d'échelle 5 um.

8. Impact de Rab11 sur la production virale
Nos résultats montrent I'implication des protéines Rab11a dans le transport des RNPs du RSV.
Nous avons voulu vérifier |'effet de I'absence de Rab11 sur la libération virale. Pour cela, nous
avons traité des cellules A549 avec des siRNA dirigés contre Rab11a ou NT. A 48 h p.t. nous
avons soit infecté avec un RSV-GFP et titré le surnageant des 24 h p.i. en plage de lyse soit
infecté les cellules avec un RSV-Luc et mesuré la luminescence a 48 h p.i (Figure 41a et 41b).
En parallele, des cellules exprimant de maniéere constitutive la protéine HA-Rab11 sauvage (WT)
ou la protéine HA-Rab11-S25N (dominant négative DN) ont été infectées et titrées comme
indiqué précédemment (Figure 41c et 41d). Le titrage viral ne révéle aucune différence de titre
virale entre les cellules traitées au siRNA NT et siRNA Rab11a (Figure 41a) ainsi que pour les
cellules Rab11-WT et DN (Figure 41b). Au contraire, lors d'une infection avec le RSV-Luc on
observe une diminution de la multiplication virale a faible MOI et a forte MOI. Ainsi les données

semblent indiquer un impact de Rab11 dans les étapes d’entrées virales.
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Figure 41. L'impact de Rab11a sur la multiplication virale. a) Des cellules A549 ont été traité par
des siRNA non targeting (NT) ou contre Rab11a, et infecté a 48 h.p.t. par a) a forte MOI par
RSV-mGFP, a 24 h.p.i. le surnageant est titré en plage de lyse b) par RSV-Luc et la luminescence
est mesurée a 40hpi pour la faible MOI (0,02) et 20 h p.i. pour la forte MOI (1) . Les cellules A549
modifié pour exprimer une version Rab11a sauvage (WT) ou une version Rab11a-S25N dominant
négative (DN) sont infectées par c) RSV-GFP puis titrées en plage de lyse d) RSV-Luc puis la
luminescence est mesurée a 20 h p.i. pour la faible MOI et 40hpi pour la forte MOI.
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9. Construction d'un outil viral pour I'observation de l'infection dans des
cellules polarisées

Les études de I'équipe de Katoh révele des différences de titre viraux et de libération entre les
cellules polarisées et non polarisées (Katoh et al. 2015). Pour autant, l'infection par le RSV de
cellules polarisées est difficile. En effet, I'infection va entrainer une sortie des cellules infectées
de I'épithélium donnant un aspect « ceuf au plat » aux cellules infectées (Liesman et al. 2014).
Pour parer au « shedding » cellulaire, nous avons construit et obtenu par génétique inverse un
virus déficient en protéine NS2 par simple recombinaison entre les protéines NS1 et N. Des
cellules BCI-NS1 polarisées et différenciées ont été infectées par le RSV-A-NS2 puis
immunomarquées apres 48 h p.i. (Figure 42). Comme attendu, les cellules n‘ont pas été extraite
de I'épithélium et il est possible d'apercevoir les filaments viraux (vert) ainsi que les corps
inclusions (bleu). Cet outil va permettre de visualiser la localisation d'éléments cellulaires tels

que Rab11 par rapport au RNPs et d'étudier la libération virale sur un modele adapté.

Vue de coté Vue du dessus

RSV-Delta-NS2

Figure 42. Infection de cellules polarisées avec un RSV déficient en protéine NS2. Les cellules BC/
ont été infectée par le RSV-A-NS2. La protéine N (bleu), F (vert) et l'actine (jaune) ont été
immunomarqués et observés au microscope confocal SP8 Leica. Les Z de la vue du dessus ont été
empilés. Scale bar 5um

Légende des Films supplémentaires

Film supplémentaire 1. Dynamique des RNP dans les cellules infectées.
Microscopie time-lapse des RNP dans des cellules HEp-2 infectées par le
RSV-GFP-N pendant 18-20 h.p.i. Les cellules ont été imagées comme
décrit dans la section méthodes toutes les 0.21s pendant 1 min avec un
confocal Spinning disk X1. Les vidéos résultantes ont été visualisées sous
Image J (6 f.p.s) aprés une projection z maximale de 3Z Une vidéo
représentative de 2 expériences indépendantes est présentée. Barre
d'échelle de 5 um.




Film supplémentaire 2. Analyse des trajectoires des RNP. Le suivi automatique des RNP en
mouvement a été réalisé a l'aide du logiciel Imaris, comme décrit dans la section méthodes. Les
vidéos résultantes ont été visualisées sous le logiciel Imaris. Les résultats du suivi sur les images
time lapse montrées dans le film supplémentaire 1 sont présentés ici. Les trajectoires sont
matérialisées par des queues de dragon. Barre d'échelle de 5 um.

Film supplémentaire 3. RNP se déplacant le long des microtubules. Microscopie a intervalles
réguliers de cellules A549 infectées par le RSV-GFP-N pendant 18-20 h p.i et traitées par le
docétaxel-647. Les cellules ont été imagées comme décrit dans la section méthodes toutes les
0,15s pendant T min avec un confocal Spinning disk X1. Les vidéos résultantes ont été visualisées
sous Image J (8 fp.s) apres une projection z maximale de 2Z Une section d'une vidéo
représentative de 3 expériences indépendantes est présentée. Barre d'échelle de 5 um. La fleche
verte pointe une RNP se déplacant le long des microtubules.

Films supplémentaires 4 et 5. Les mouvements des RNP s'arrétent apres la dépolymérisation des
microtubules mais pas de l'actine. Microscopie a intervalles réguliers de cellules A549 infectées
par le RSV-GFP-N pendant 18h. Les images ont été prises toutes les 0,63s (film 4) ou 0,53s (film
5) dans une chambre contrélée par CO2 et chauffée a 37 °C, avec un microscope confocal inversé
Olympus FV3000. Les cellules ont d'abord été imagées pendant 3 minutes, avant tout traitement
médicamenteux. Les cellules ont ensuite été traitées avec du nocodazole (NZ) 20 uM (film
supplémentaire 4) pendant 10 min ou avec de la Cytochalasine D (CytoD) 2 uM pendant 15
min (film supplémentaire 5), et des images ont été prises pendant 3 min supplémentaires (a
droite). Les vidéos résultantes ont été visualisées a ['aide du logiciel Image J (8 f.p.s) apres une
projection z maximale de 3Z. Une vidéo représentative d'une expérience dans laquelle 3 vidéos
ont été acquises est montrée. Barre d'échelle de 5 um.

Films supplémentaires 6 et 7. Altération du trafic des RNP par dépolymérisation des microtubules.
Microscopie a intervalles réguliers de cellules A549 infectées par RSV-GFP-N pendant 18-20 h.p.i
puis traitées avec du DMSO (contréle, film supplémentaire 6) ou du Nocodazole 2 uM (film
supplémentaire 7) pendant une heure. Les cellules ont été imagées comme décrit dans la section
méthodes toutes les 0.15s pendant 1 min avec un disque de Spinning confocal X1. Les vidéos
résultantes ont été visualisées sous Image J (12 f.p.s) apres une projection z maximale de 2Z. Une
vidéo représentative de 3 expériences est montrée. Barre d'échelle 5 um.

Film supplémentaire 8. Dynamique des RNP et des vésicules de Rab11a. Microscopie a intervalles
réguliers de cellules A549 exprimant de maniere transitoire Cherry-Rab11a et infectées par
RSV-GFP-N pendant 18-20 h.p.i. Les cellules ont été imagées comme décrit dans la section
méthodes toutes les 0,07s pendant 1 min avec un disque rotatif confocal X1. Une vidéo
représentative de 3 expériences est présentée. Les vidéos résultantes ont été visualisées sous
Image J (8 f.p.s). Barre d'échelle 5um. Les fleches blanches indiquent les RNP (vertes) se déplacant
avec Rab11a (blanc).

Film supplémentaire 9. Altération des RNP associées a la mobilité de Rablla par
dépolymérisation des microtubules. Microscopie a intervalles réguliers de cellules A549 exprimant
transitoirement Cherry-Rab11a et infectées par RSV-GFP-N pendant 18-20 h.p.i. puis traitées
pendant 10 minutes avec du nocodazole 20 uM. Les cellules ont été imagées comme décrit dans
la section méthodes toutes les 0,07 pendant 1 min avec un Spinning disk confocal X1. Une vidéo
représentative de 2 expériences est montrée. Les vidéos résultantes ont été visualisées sous Image
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J (8 f.p.s). Barre d'échelle 5um. Les fleches blanches indiquent les RNP (vertes) associées a
Rab11a (rouge).

Films supplémentaires 10 et 11. Altération du trafic des RNP par l'extinction de 'ARN de Rab11a.
Les cellules A549 ont été transfectées avec un siRNA non ciblant (contréle, film supplémentaire
10) ou un siRNA ciblant Rab11a (film supplémentaire 11) pendant 48h et ensuite infectées avec
le RSV-GFP-N. A 18-20 h.p.i, les cellules ont été imagées comme décrit dans la section méthodes
toutes les 0,15 pendant 1 min avec un confocal Spinning disk X1. Les vidéos résultantes ont été
visualisées sous Image J (12 fp.s) apres une projection z maximale de 2Z. Une vidéo
représentative de 3 expériences est montrée. Barre d'échelle 5um.
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Discussion - Perspectives

1. Construction d'un virus fluorescent

Depuis plusieurs années, de nombreuses équipes cherchent a mieux comprendre le cycle viral
en observant les mouvements de particules uniques. Diverses méthodes de marquage ont été
développées a cet effet. Elles reposent sur des sondes nucléotidiques, de petites molécules
organiques, de protéines fluorescentes ou encore de nanocristaux semi-conducteur (Wang et
al. 2018; Liu et al. 2020). Les sondes sont des petits fragments nucléotidiques couplés a des
molécules fluorescentes. Elles sont complémentaires d'une région du génome viral et vont
s’hybrider sur celui-ci. Ainsi les génomes viraux sont marqués par la sonde fluorescente qui
pourra étre suivie in vitro. Ce type de marquage a permis de révéler le mouvement des
filaments viraux du RSV (Santangelo and Bao 2007). Bien que le signal émis par la sonde
fluorescence soit intense, les cellules présentent un bruit de fond important qui ne permet pas
de distinguer précisément les génomes viraux dans le cytoplasme. Une autre méthode consiste
a utiliser des molécules organiques fluorescentes qui vont pouvoir s'accrocher aux protéines
d'intérét. Ce marquage permet de visualiser diverses protéines cellulaires ou virales ainsi que
de détecter les modifications de pH (Le Guern et al. 2020). Cette méthode a permis de décrire
les strategies d'entrée de certains virus comme les virus de la rage ou les virus Influenza (Xu et
al. 2015; Rust et al. 2004). L'intensité et la stabilité du signal fluorescent de ces petites molécules
est un avantage de cette méthode mais elle implique une modification des protéines a
visualiser en amont et surtout la réalisation d'une étape de marquage in vitro. L'expression
d'une protéine d'intérét fusionnée a une protéine fluorescente est une méthode classique de
marquage des protéines cellulaires ou virales. Toutefois la localisation et la fonction de la
protéine d'intérét peuvent étre perturbées par la fusion avec ces étiquettes volumineuses. La
position de l'insertion doit étre déterminée avec précautions. Cette stratégie de marquage a
été largement utilisée pour suivre les mouvements de RNPs virales. Elle a notamment permis
de visualiser le transport des RNPs des virus Influenza, Sendai ou VSV (Avilov, Moisy, Munier,
et al. 2012; Lakdawala et al. 2014; Yacovone et al. 2016; Holzwarth et al. 2020; Dolnik et al. 2014;
Grikscheit et al. 2020). Les nanocristaux vont permettre de marquer un élément d'intérét avec
de la biotine et de suivre cet élément grace au couplage de la Streptavidine avec des
nanocristaux fluorescents. Cette méthode est tres utilisée pour observer I'entrée des particules
virales
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notamment en marquant I'enveloppe virale (Zheng et al. 2017; Zhang et al. 2018). Cette
méthode a pour avantage d'avoir une fluorescence tres stable et avec peu bruit de fond mais

son temps d'émission est court.

Pour le suivi de I'export des ribonucléoprotéines du RSV, nous avons opté pour un marquage
de la nucléoprotéine virale N par une protéine fluorescente, la green fluorescente protein (GFP)
fusionnée en N-terminal. Nos études précédentes avaient montré qu'en présence de protéine
sauvage N, la GFP-N n’altérait par la réplication virale (Rincheval et al. 2017b). La séquence
codant la protéine GFP-N a été insérée entre les protéines M et SH du génome viral et le virus
RSV-GFP-N a été produit par réverse génétique (M.-A. Rameix-Welti et al. 2014). Grace au
gradient de transcription du génome viral, cette insertion en aval du géne de la protéine N
sauvage, permet une expression de GFP-N plus faible que celle de la N sauvage. Le génome
viral est encapsidé par plusieurs milliers de protéines N (10 nucléoprotéines pour 70
nucléotides par tour d'hélice). Le signal produit par les GFP-N incorporées est ainsi suffisant
pour étre observable en microscopie. Pour vérifier la pertinence du modeéle, nous avons
confirmé que les protéines GFP-N colocalisaient avec les ribonucléoprotéines virales en
marquant les protéines N et P sauvages par immunofluorescence. De plus, comme attendu,
GFP-N est retrouvée dans les corps d'inclusion (IBs) et les filaments viraux au méme titre que
la N sauvage. De plus, nous avons montré que la multiplication virale n'était pas affectée par
la présence d'une GFP-N supplémentaire. Cet outil nous a permis de visualiser directement les

RNPs du RSV par microscopie pour la premiere fois.

2. Technique d'analyse microscopique et suivi des particules virales
Pour visualiser les particules virales il existe plusieurs systemes d'imagerie présentant chacun
leurs défauts et leurs avantages (Huang and Xie 2014). Le choix du systeme d'imagerie dépend
de la question posée. Pour étudier les mouvements d’'objets tres petits et potentiellement
rapides comme les RNPs dans des cellules infectées, il était essentiel d'avoir des images tres
rapprochées dans le temps. Nous avons tout d’abord utilisé un microscope confocal a scanner
résonant qui permet des acquisitions rapides. En revanche, le ratio signal/bruit de fond n’était
pas suffisant pour permettre une analyse automatisée des mouvements des RNPs. Nous avons
donc choisi d'utiliser un microscope confocal a disque tournant qui nous permettait d'obtenir
une acquisition rapide, de I'ordre de 0,07 s par plan, avec un rapport signal sur bruit de fond

suffisant pour permettre une analyse automatisée des mouvements. Une alternative possible,
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serait I'utilisation d'un microscope a feuille de lumiere comme cela a été fait pour des études
de mouvements (Buglak et al. 2021). Toutefois, I'objectif de ce type de microscope doit étre

immergé dans I'échantillon ce qui constitue un frein dans un contexte infectieux.

Depuis quelques années, I'analyse des mouvements des particules virales a permis de décrypter
certains processus des cycles viraux. Notamment, I'importance des microtubules ou de I'actine
dans I'entrée des virions jusqu’'a la région périnucléaire comme le virus de la grippe, de la
dengue, adénovirus, RSV, HIV (Wang et al. 2018). L'analyse des mouvements des particules
repose soit sur un suivi manuel des spots soit un suivi automatisé. Le suivi manuel est simple
mais devient rapidement contraignant lorsque la surface et le nombre de particules augmente.
Le suivi automatique peut sembler plus reproductible et plus adapté pour une analyse a grande
échelle mais présente des contraintes. L'analyse des mouvements des RNPs du RSV fut difficile
car 1) les mouvements des RNPs sont rapides ; 2) elles se déplacent dans n'importe quelle
direction ce qui imposait I'analyse de la totalité de la cellule ; 3) le logiciel détecte aussi la
fluorescence émise par les corps d'inclusion ou les filaments viraux ce qui peut perturber
I'analyse. Nous avons utilisé le module « spot protocole » du logiciel Imaris pour effectuer un
suivi des particules virales et quantifier leurs mouvements. Nous avons mis en place un systeme
de tri semi-automatique pour filtrer les trajectoires artéfactuelles liées a la fluorescence des IBs
ou a la création d'un lien artificiel entre 2 tracks d'objets peu mobiles. Nous avons ainsi
déterminé différents parametres qui caractérisent les mouvements des RNPs. Nous nous
sommes concentrés sur |'étude de la vitesse maximale car elle apportait une information sur
les réseaux et moteurs moléculaires utilisés, a la distance de déplacement et a la vitesse
médiane des particules. L'ensemble de ces données ont pour but de caractériser le
déplacement des RNPs mais également de comparer les déplacements lors d'un traitement

visant a perturber le trafic de celle-ci.

3. Caractérisation des mouvements des RNPs
La caractérisation des mouvements des éléments viraux ou cellulaires peut donner de
nombreuses indications sur le réseau du cytosquelette utilisé ainsi que sur les moteurs
moléculaires. Tres peu d'études portent sur la sortie des RNPs du RSV. Grace a la construction
du virus RSV-GFP-N, nous avons pu caractériser pour la premiere fois les mouvements des
RNPs en nous intéressant spécifiquement aux étapes d'export des IBs jusqu'a la membrane.

Pour optimiser I'observation d'événements d'export, les vidéos ont été acquises apres 18 h
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d'infection. Au contraire des quantifications manuelles faites pour le virus de Sendai (Chambers
and Takimoto 2010), I'analyse automatique des mouvements des RNPs, nous a permis de
collecter les données d'un grand nombre de trajectoires de RNP tout en limitant I'intervention
de l'expérimentateur. L'observation des mouvements montrait une majorité de RNPs peu
mobiles voir stationnaires tandis qu'une plus faible proportion présentait des mouvements
rapides et dirigés. Ce type de mouvement a déja été décrit pour plusieurs virus ARN négatifs
tels que les virus Influenza, Sendai et le virus de la stomatite vésiculaire (Chambers and
Takimoto 2010; Holzwarth et al. 2020; M J. Amorim et al. 2011; Avilov, Moisy, Munier, et al.
2012). L'analyse des mouvements individuels des RNPs du RSV révele que 10% des particules
présentent une vitesse maximale supérieure a 1,7 um/s. Les quelques études ayant quantifié
les mouvements d'autres virus montraient des vitesses maximales supérieures a 1 pm/s
(Chambers and Takimoto 2010; Momose et al. 2011; Avilov, Moisy, Munier, et al. 2012) ainsi
gue des vitesses instantanées variables au cours du temps (Avilov, Moisy, Munier, et al. 2012).
Les changements rapides de vitesse pourraient indiquer un accrochage/décrochage des RNPs
a différents moteurs moléculaires et/ou des changements de réseau. Les mouvements
observés et quantifiés sont semblables entre les deux types cellulaires, A549 et HEp-2 ce qui
suggerent que les mécanismes mis en jeu pourraient étre les mémes au moins dans ces 2 types
cellulaires. La reproductibilité des résultats d'une expérience a l'autre et entre les types
cellulaires valide I'utilisation de cette méthode pour I'étude de I'effet de drogues ou d'inhibition

de I'expression de protéines cellulaires.

4. Implication des microtubules dans le transport des RNPs
L'analyse des mouvements des particules virales révele des vitesses caractéristiques de celles
connues pour les réseaux de microtubules (Hirschberg et al. 1998). Nous avons observé les
RNPs du RSV disposées sur les microtubules comme cela avait été mis en évidence pour les
virus Influenza et VSV (Momose et al. 2007; Das et al. 2006). En marquant les MT en live, nous
avons pu capturer le mouvement de RNPs du RSV le long des MT montrant clairement un
mécanisme de transport basé sur les MT comme pour le virus Sendai et le virus de la rougeole

(Chambers and Takimoto 2010; Nakatsu et al. 2013).

Le r6le critique des MT dans les mouvements rapides des RNPs du RSV est démontré par I'arrét
brutal de ces mouvements lors de la dépolymérisation des microtubules comme pour le virus

de Sendai (Chambers and Takimoto 2010). Nos analyses quantitatives montrent une
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diminution significative des vitesses et du déplacement des RNPs lors de la dépolymerisation
des MT. Les microtubules sont aussi trés utilisés dans le transport des RNPs de Rhabdoviridae
(Zan et al. 2017). Au contraire, les RNPs des Filoviridae sont transportées exclusivement sur le
réseau d'actine (Gordon et al. 2019). Pour le virus d'influenza, le déplacement des RNPs est
affecté aussi bien lors de la dépolymérisation des MT que de l'actine. En effet, les traitements
par le NZ et la CytoD individuellement ont peu d'effet sur les vitesses rapides des RNPs
suggérant l'utilisation des deux réseaux pour le transport des RNPs d’'Influenza (Avilov, Moisy,
Naffakh, et al. 2012; M J. Amorim et al. 2011). De méme des résultats contradictoires retrouvent
ou non des mouvements de RNPs le long des MT (Momose et al. 2011; Avilov, Moisy, Munier,
et al. 2012). Pour le VSV, les mouvements des RNPs sont perturbés par un traitement NZ mais
aussi par la dépolymérisation de I'actine. De plus, la dépolymérisation des MT n’affecte que
tres partiellement la sortie virale. Ces données suggerent 'utilisation des deux réseaux pour le

transport des RNPs du VSV (Yacovone et al. 2016; Das et al. 2006; Holzwarth et al. 2020).

Nous avons observé que la dépolymérisation des microtubules entrainait une augmentation
de la taille les inclusions virales comme décrit pour le virus de Sendai, des oreillons et du VSV
(Chambers and Takimoto 2010; Nakatsu et al. 2013; Momose et al. 2011; Katoh et al. 2015; Das
et al. 2006). Ces données suggerent une accumulation des RNPs dans les usines virales par

défaut d’export, confirmant nos résultats.

L'importance de l'intégrité du réseau de MT pour la multiplication du RSV est confirmée par la
chute du titre viral observée en présence de NZ. Cette diminution reste partielle, de I'ordre
d'un log, ce qui indique I'existence de voies de suppléante. Une chute comparable du titre viral
est retrouvée pour le VSV, le virus de Sendai ou celui des Oreillons, alors que la production de
virus Influenza n'est pas affectée (Kallewaard, Bowen, and Crowe 2005; Momose et al. 2007;

Chambers and Takimoto 2010; Katoh et al. 2015; Das et al. 2006).

En conclusion, nos résultats démontrent que le RSV utilise principalement les MT pour assurer
les déplacements rapides et orientés de ses RNPs. Le réseau d'actine avec la myosine Vb
interviendrait dans la libération des virions (Kallewaard, Bowen, and Crowe 2005; Utley et al.
2008; Brock et al. 2003). Un modele possible serait un transport sur les MT jusqu’au réseau

d’actine sous-cortical puis un transfert des RNPs sur celui-ci.
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5. ldentification de moteurs moléculaires impliqués dans le mouvement
des RNPs

Ayant démontré un transport des RNPs sur les MT, nous avons réalisé une recherche
systématique pour identifier les différents moteurs moléculaires responsables. Celle-ci
consistait a inhiber I'expression des kinésines, dynéines et certaines myosines une a une par
RNA interférence avec des siRNA spécifiques, puis a étudier I'impact de cette inhibition sur la
multiplication virale a faible MOI en multicycle et a forte MOI en cycle unique. Ces expériences
n‘ont pas permis d'identifier le moteur moléculaire impliqué dans I'export des RNPs. Plusieurs
hypotheses peuvent expliquer I'échec de ce crible. Sur le plan technique tout d'abord, nous
n'avons pas Vvérifié I'efficacité de chaque pool de siRNA. Il est possible que certains siRNA
n‘aient inhibé que partiellement la production des protéines cibles. Nous n'avons observé
aucun effet de l'inhibition de la myosine Vb préalablement identifiée comme un moteur
moléculaire important dans la multiplication virale du RSV (Brock et al. 2003). Ces résultats
négatifs suggérent que I'expérience réalisée n'est pas adaptée pour détecter un défaut dans
les étapes terminales. L'infection par le RSV entraine en effet la formation de syncytia, qui
pourraient permettre une propagation du virus malgré un défaut de sortie des RNPs. De plus,
il existe de nombreux moteurs moléculaires pouvant étre utilisés pour le transport des RNPs.
Le fait que I'on ne voit aucun effet sur un moteur en particulier peut étre le reflet de I'utilisation

de plusieurs moteurs.

Parallélement, nous nous sommes concentrés sur la kinésine KIF13a connue pour étre un
moteur moléculaire prédominant dans le transport des RNPs du virus d'Influenza et Lassa
(Ramos-Nascimento et al. 2017; Fehling et al. 2013). Les travaux réalisés sur ces virus ont
montré une forte colocalisation entre KIF13a et les RNPs dans les cellules infectées. Pour le
virus Influenza, I'absence du domaine moteur de KIF13a ou son linhibition entraine une
rétention des RNPs dans le cytoplasme cellulaire tandis que la surexpression de KIF13a induit
une relocalisation des RNPs au voisinage de la membrane plasmique (Fehling et al. 2013;
Ramos-Nascimento et al. 2017). Dans nos expériences, nous n'avons pas observé de
colocalisation évidente entre les RNPs du RSV et GFP-KIF13a, ni d’accumulation des RNPs en
périphérie lors d'une surexpression de KIF13a. Toutefois les expériences ont été réalisées sur
cellules fixées entrainant une déstabilisation des filaments tubulaires créés par la surexpression

de KIF13a. De plus, les RNPs étant majoritairement stationnaires, ses observations ne nous
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permettent pas de conclure sur l'implication de KIF13a dans le transport des RNPs. Il pourrait
étre envisagé d'observer le mouvement des RNPs en live par rapport aux filaments KIF13a
fluorescent. Il est en effet possible que I'analyse de la multiplication virale ne permette pas de
mettre en évidence le réle de KIF13a mais que I'impact d'une inhibition de celle-ci sur les
mouvements des RNPs soit quantifiable par notre méthode de tracking. En conclusion, nos
expériences ne permettent pas de conclure sur I'implication de KIF13a dans le transport de
RNPs du RSV mais elles permettent d'affirmer que ce moteur n‘a pas un réle prédominant dans

ce transport.

6. La voie de recyclage des endosomes dans le transport des RNPs
Les étapes terminales du cycle viral du RSV sont trés mal connues, en particulier les mécanismes
d'export des RNPs ont été peu étudiés. Deux études, réalisées par la méme équipe, suggerent
I'implication de I'endosome de recyclage dans les étapes tardives de la multiplication du RSV.
L'expression de dominants négatifs de la myosine Vb et de Rab11-FIP2 réduit en effet la

production virale de 1 a 2 log (Brock et al. 2003; Utley et al. 2008).

Nos résultats suggerent que I'endosome de recyclage, marqué par la protéine Rab11, est
impliqué dans le transport des RNPs du RSV. En effet, nos expériences révelent une
colocalisation entre les RNPs du RSV et les protéines Rab11a (endogene et tagué HA).
L'observation des mouvements des RNPs dans des cellules exprimant une protéine Rab11a
fluorescente a permis de visualiser directement les mouvements conjoints de la RNP et de
Rab11a. Dans ces vidéos, la vésicule Rab11a précéde la RNP et semble la tirer derriere elle.
Rab11 est impliqué dans le déplacement des RNPs d'autre virus a ARN négatif (Bruce et al.

2012; Vale-Costa and Amorim 2016).

L'implication de Rab11 dans les étapes tardives de la multiplication de différents
Paramyxoviridae est clairement établie. Notamment, les RNPs du virus Sendai colocalisent et
circulent avec les protéines Rab11. Et I'absence de Rab11 provoque une accumulation des RNPs
dans le cytoplasme qui n'a pas été observée dans nos résultats préliminaires sur le RSV
(Chambers and Takimoto 2010; Stone et al. 2016). Des résultats similaires sont obtenus pour le

virus de la rougeole et le virus parainfluenza (Nakatsu et al. 2013; Stone et al. 2016).

Katoh et al, ont comparé lI'importance de la voie Rab11 dans le transport des RNPs du virus

des oreillons dans des cellules MDCK polarisées ou non polarisees. L'effet de l'inhibition de
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Rab11 sur la production virale est 10 fois plus important dans les cellules polarisées (Katoh et
al. 2015). Ces résultats suggerent que la voie Rab11 est utilisée préférentiellement dans les

cellules polarisées au détriment des voies alternatives utilisées dans les cellules non polarisées.

Le r6le de Rab11 dans le transport des RNPs des virus Influenza a fait I'objet de nombreuses
publications (Maria Jodo Amorim 2019). Les RNPs des virus Influenza, comme celles du RSV,
colocalisent et circulent avec Rab11 (Momose et al. 2007; Jo et al. 2010; M J. Amorim et al.
2011; Eisfeld et al. 2011; Momose et al. 2011; Avilov, Moisy, Naffakh, et al. 2012) et une
interaction entre les RNPs et Rab11 a été révélée par coimmunoprécipitation (Eisfeld et al. 2011;
Momose et al. 2011). Méme si le modéle complet n'est pas encore clair, I'ensemble des
données suggerent que les RNPs d’'Influenza se regroupent au niveau du centrosome aprées
leur sortie du noyau et y recrutent les vésicules Rab11 (de Castro Martin et al. 2017). Des
protéines modulatrices des microtubules (YB-1) vont contribuer aux interactions entre Rab11
et les RNPs ainsi qu'au chargement de Rab11 sur les microtubules (Kawaguchi et al. 2015). Les
expériences sur cellules polarisées montrent I'importance de Rab11 dans la localisation apicale
des segments d’ARN viraux (Momose et al. 2011). C'est, semble-t-il, au cours du transport vers
les sites de bourgeonnement que le tri des RNPs a lieu (Lakdawala et al. 2014; Han et al. 2021).
Le génome des virus Influenza est, en effet, composé de 8 segments ARN négatifs qui sont
répliqués indépendamment et qui s'associent entre eux avant le bourgeonnement. Le
rapprochement des segments pendant le transport pourrait favoriser cette association. Un des
modeles propose la formation de bio-condensats concentrant les RNPs et englobant des

vésicules Rab11 (Alenquer et al. 2019).

L'infection par les virus Influenza modifie profondément le compartiment Rab11. Elle induit un
réarrangement membranaire résultant en la formation de vésicules groupées Rab11 positives
avec une simple ou une double membrane et une augmentation de la taille des vésicules
(Vale-Costa et al. 2016). Le trafic vésiculaire de Rab11 est fortement diminué dans les cellules
infectées ce qui pourrait étre lié a une compétition entre les RNPs et les effecteurs de Rab11
(Bhagwat et al. 2020b). Dans le cas du RSV, on observe aussi un effet de l'infection sur le
compartiment Rab11 avec au contraire une accélération du trafic des vésicules Rab11 et du

recyclage de la transferrine.

Pour la premiere fois dans les études des Mononegavirales, notre étude a permis de caractériser
I'impact de I'inhibition de Rab11a sur le mouvement des RNPs du RSV. Les résultats montrent
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qgu’en I'absence de Rab11 endogene les vitesses maximales et les distances de déplacement
des RNPs diminuent significativement. En revanche, nous n'avons pas pu conclure sur |'effet
d'une inhibition de Rab11a sur la production virale car les résultats sont contradictoires. Ceci
peut s'expliquer par l'existence de plusieurs voies de transport, capables de suppléer a
I'inhibition de Rab11a. Il faut, de plus, noter que Rab11b n’est pas inhibée dans ces expériences.
Des explorations complémentaires sont nécessaires. Le réle de Rab11 dans la multiplication
virale serait peut-étre plus net dans des cellules polarisées comme observé pour le virus des

oreillons (Katoh et al. 2015).

Le détournement de la voie Rab11 n’est pas retrouvé pour tous les MNV. Ainsi les Rhadoviridae
comme le VSV et le virus de la rage n'utilisent pas Rab11 pour I'export des RNPs (Han et al.
2021; Xu et al. 2015). Pour les Filoviridae les étapes de sortie semblent aussi impliquer la voie
Rab11 mais pas les étapes exports des RNPs (Nanbo and Ohba 2018). En effet, une étude
récente révele la présence de protéine Rab11 dans les pseudos particules virales et I'inhibition
de Rab11 provoque une modification de la distribution des RNPs ainsi qu'une diminution de
la production de certaines protéines virales. Pour autant, les images de microscopie ne
semblent pas révéler de colocalisation entre les RNPs et Rab11 ce qui évoquerait un lien
indirect de Rab11 dans la multiplication virale de Ebola (Nanbo and Ohba 2018). En effet, Rab11
possede de multiples roles et se trouve a l'intersection de nombreuses voies endosomales

(Welz, Wellbourne-Wood, and Kerkhoff 2014).

La voie Rab11 etant tres importante dans le maintien et le fonctionnement des cellules
polarisées, il est intéressant de constater que de nombreux virus a ARN négatif ayant pour
cibles les cellules polarisées détournent tous cette méme voie pour assurer le transport de leurs

RNPs.

De plus, nos résultats préliminaires sur la multiplication virale sont contradictoires et ne
permettent pas de déterminer I'importance de Rab11 dans la multiplication virale. Certains
résultats montrent que l'inhibition de Rab11 inhibe I'entrée virale tandis que d'autres ne
montrent aucune différence dans la multiplication virale par titrage en plage de lyse. Ces

premiers résultats doivent encore faire I'objet d'études.
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7. Protéines de la RNP impliqué dans l'interaction avec Rab11
Dans des expériences de coimmunoprécipitation (co-IP), Rab11a capture la RNP du RSV et
inversement. Ces résultats indiquent une interaction, pas nécessairement directe, entre Rab11a
et au moins l'un des éléments de la RNP. Toutefois nous n'avons pas identifié ici quelle était la
protéine virale engagée dans cette interaction. Des expériences co-IP avec chacune des
protéines P, M2-1 et N individuellement n’a pas révélé d'interaction avec Rab11a. De méme les
expériences de co-IP n‘ont pas mis en évidence d'interaction entre Rab11 et la protéine de
matrice du RSV en accord avec les résultats d'études antérieures pour le RSV et pour le virus

de Sendai (Kipper et al. 2015; Genoyer et al. 2020).

D’autres études sur le virus de Sendai et les virus Influenza démontrent une interaction entre
la polymérase virale et Rab11 (Genoyer et al. 2020; Veler et al. 2022; M J. Amorim et al. 2011).
La polymérase du RSV semble étre un candidat de choix dans l'interaction avec Rab11. Nous
avons observé une colocalisation de HA-Rab11 avec N, P et L mais pas avec N et P seules. Ces
résultats suggérent que L intervient dans l'interaction entre la RNP et Rab11a. Pour réaliser des
expériences de co-IP avec la polymérase, il faut exprimer une protéine taguée car il n'existe pas
d'anticorps permettant de visualiser ou d'immunoprécipiter la polymérase. Ces travaux sont en
cours. L'objectif est de définir les partenaires de I'interaction Rab11/RNP puis de préciser les

domaines impliqués dans cette interaction.

8. Modele cellulaire pour I'étude de l'infection par le RSV
La majorité des études rapportées ici et nos travaux sont effectués sur des lignées de cellules
adhérentes non polarisées. Mais pour plusieurs virus, notamment le RSV, les virus Influenza et
le virus des oreillons, les cellules cibles sont des cellules polarisées et différenciées de
I'épithélium respiratoire. Dans ses expériences, I'équipe de Katoh montre que les résultats
différent dans les cellules polarisés, ou la voie Rab11 joue un role important, par rapport au
cellules non polarisés (Katoh et al. 2015). De méme, les protéines cellulaires impliquées dans
I'assemblage et la libération du RSV différent entre cellules polarisées et non polarisées (Brock
et al. 2003; Utley et al. 2008). Il serait donc pertinent d'étudier le transport des RNPs dans des

modeéles de cellules différenciées.

Ces études se heurtent a de nombreux obstacles. En premier lieu, les cellules différenciées sont

difficiles a entretenir et a transfecter transitoirement. L'utilisation de virus exprimant des
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protéines fluorescentes permet toutefois d'observer directement le virus dans les cellules
vivantes sans avoir a exprimer une protéine fluorescente. De plus, les cellules infectées par le
RSV sont exclues de [I'épithélium et desquament ne permettant pas leur analyse. Ce
phénomene de « shedding » est di a la présence de la protéine NS2 du RSV (Liesman et al.
2014). Pour étudier le cycle viral en cellules polarisées, nous avons construit par réverse
génétique un virus délété pour NS2. L'infection par RSV-Delta-NS2 sur les cellules polarisées
et différenciée BCI-NS1, a permis valider le modele viral pour des expérimentations futures. En
effet, I'infection par ce virus permet a I'épithélium de conserver son intégrité. Cet outil va
permettre d'étudier plus en détails la libération virale ainsi que I'utilisation de protéines
cellulaires dans le trafic des RNPs et notamment avec Rab11. Il sera possible de réaliser des
immunofluorescences des protéines Rab11 sauvage et des RNPs pour vérifier la colocalisation

entre les protéines
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Conclusions

Les nombreuses données sur les virus a ARN négatif montrent I'importance de la voie de

recyclage des endosomes dans le transport des RNPs et dans la libération des virions. Malgré

des années de recherche sur le virus respiratoire syncytial, la stratégie d'export restait un grand

mystere. Nos données ont permis d'ouvrir une partie de cette boite noire. Tout d'abord, nous

avons révélé I'importance des microtubules dans le transport des RNPs virales. De plus, nous

avons montré que la voie des endosomes de recyclage était impliquée dans le mouvement des

RNPs du RSV. Dans le modele, encore incomplet que nous proposons, les RNPs s'associent a

Rab11 a la surface des vésicules soit directement soit indirectement et I'ensemble est

transporté sur les microtubules grace a un ou plusieurs moteurs moléculaires qui restent a

définir (Figure 43). Pour autant de nombreuses questions restent en suspens :
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L'actine a-t-elle une implication dans le transport terminal des RNPs ? La Myosin Vb,
moteur associé a l'actine et a Rab11 ainsi que Rab11-FIP2, interviendrait dans la
production des particules virales (Brock et al. 2003). Il se pourrait qu'une fois
transportées jusqu'a la membrane plasmique via les microtubules, les particules soient
transférées sur le réseau d'actine avant I'assemblage et le bourgeonnement.

Quels sont les moteurs moléculaires impliqués dans le mouvement des RNPs du RSV ?
Notre crible siRNA n'a pas permis l'identification d'un moteur moléculaire ce qui peut
s'expliquer par des défauts du plan expérimental. Il se peut aussi que les RNPs du RSV
soient transportées par différents moteurs moléculaires que ce soit sur les réseaux de
microtubules et d'actine.

Quelles sont les protéines de la RNPs impliquées dans l'interaction avec les vésicules
Rab11 ? Les données récentes sur les virus Sendai et Influenza ainsi que nos données
immunofluorescence suggerent I'implication de la polymérase dans l'interaction avec
Rab11 (Genoyer et al. 2020; Veler et al. 2022). Il serait intéressant de réaliser des
expériences dans ce sens.

Avec quelle forme Rab11-GDP ou GTP les RNPs interagissent-elles ? Les publications
qui ont examiné cette question montrent une interaction entre les RNPs virales et la
forme active de Rab11 (Vale-Costa and Amorim 2016). Des expériences

complémentaires sont nécessaires pour déterminer s'il en est de méme pour le RSV.



e L'interaction Rab11-RNP est-elle médiée par des effecteurs de Rab11 ? Rab11-FIP2 et
3 jouent un role dans la multiplication virale (Brock et al. 2003; Utley et al. 2008). En
effet, Rab11-FIP2 est |'effecteur intermédiaire entre actine et Rab11 tandis que Rab11-
FIP3 interagi avec les chaines légeres des dynéines (Horgan et al. 2010b). Il se pourrait
que le transport des RNPs par Rab11 ne nécessite aucun effecteur comme c’est le cas
pour Influenza dont la RNP interagi directement avec Rab11-GTP (Ramos-Nascimento
et al. 2017).

¢ Quels sont les effets de I'infection sur la voie de recyclage des endosomes (Rab11) ? En
effet, I'infection augmente le trafic vésiculaire et le recyclage de la transferrine. Pour le
virus Influenza, l'infection perturbais le mécanisme de fonctionnement de la voie Rab11
avec une accumulation d’'endosome dans le cytoplasme (de Castro Martin et al. 2017).

e Rab11 est-elle nécessaire pour permettre la sortie des RNPs des IBs ? En effet, nous ne
savons pas quels sont les éléments qui régulent la sortie des RNPs de IBs. Rab11 ou

d’autres protéines cellulaires ou virales pourraient étre impliquées.

Y RNP
Rab11

) ' 9 89" 4
D ¢

Microtubule

&

Figure 43. Représentation schématique du mouvement des RNPs dans le cytoplasme cellulaire.
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Abstract

The respiratory syncytial virus (RSV) is the primary cause of severe respiratory infection in infants
worldwide. Replication of RSV genomic RNA occurs in cytoplasmic inclusions generating viral
ribonucleoprotein complexes (VRNPs). VRNPs then reach assembly and budding sites at the plasma
membrane. However, mechanisms ensuring VRNPs transportation are unknown. We generated a
recombinant RSV harboring fluorescent RNPs allowing us to visualize moving vVRNPs in living infected
cells and developed an automated imaging pipeline to characterize the movements of vRNPs at a high
throughput. Automatic tracking of vVRNPs revealed that around 10% of the RNPs exhibit fast and
directed motion compatible with transport along the microtubules. Visualization of vRNPs moving
along labeled microtubules and restriction of their movements by microtubule depolymerization
further support microtubules involvement in vRNPs trafficking. Approximately 30% of vRNPs colocalize
with Rab11la protein, a marker of the endosome recycling (ER) pathway and we observed vRNPs and
Rab1l1-labeled vesicles moving together. Transient inhibition of Rablla expression significantly
reduces VRNPs movements demonstrating Rab11 involvement in RNPs trafficking. Finally, Rabl1a is
specifically immunoprecipitated with vRNPs in infected cells suggesting an interaction between Rab11
and the vRNPs. Altogether, our results strongly suggest that RSV RNPs move on microtubules by

hijacking the ER pathway.

Author summary

Respiratory syncytial virus is the leading cause of severe lower respiratory infection in children
worldwide and is increasingly recognized as a major respiratory pathogen in the elderly and frail. Yet,
no curative treatment or vaccine is currently marketed. The late stages of RSV multiplication remain
poorly understood despite their potential targets for the development of antiviral strategies. In the
infected cell, the viral genome is encapsidated and associated to the viral polymerase, to form the viral
ribonucleoprotein (VRNP). The vVRNPs are produced and assembled in cytoplasmic viral factories. The
process ensuring their transport to the budding sites, at the plasma membrane, awaits to be precisely
defined. Here we explored these mechanisms by tracking moving vVRNPs in living infected cells. We
developed an automated imaging pipeline allowing us to characterize the movements of vVRNPs, at an
unprecedented throughput. We then exploited the potential of our method to monitor the behaviour
of the vVRNPs during the infection. Using this approach, we document substantial trafficking of RSV
along the microtubule network and demonstrate that RSV hijacks the recycling endosome pathway to

promote the mobility of its VRNPs. Altogether, this work provides a cutting-edge approach allowing for



47 live visualization of RSV RNP trafficking and critical data toward the understanding of RSV RNPs

48 movements.
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Introduction

Respiratory syncytial virus (RSV) is the leading cause of severe lower respiratory tract infection in
children worldwide. RSV infections are responsive for around 120 000 child death per year mostly in
developing countries and are the main cause of child’s hospitalization in western countries (1,2).
Periodic reinfections occur throughout life. Considered as benign in healthy children and adults, RSV
infections are increasingly associated with significant morbidity and mortality in elderly and
immunocompromised people with much the same disease burden as for influenza (3-5). Despite the
high burden of RSV infection, there are still no vaccine nor curative treatment available. Search for
antiviral drugs is active, most of the candidates in development targeting entry steps and viral RNA

synthesis (6).

RSV belongs to the Mononegavirales order. Its 15 kb negative single stranded genomic RNA encode 11
proteins. RSV is an enveloped virus exhibiting two major surface glycoproteins G and F. The matrix
protein M coats the inner side of the viral membrane and surrounds the viral genomic material (7).
The genomic RNA is tightly encapsidated by the nucleoprotein N and forms an helicoidal
ribonucleocapsid. N is further bound to the polymerase (L) and its viral cofactors, the phosphoprotein
P and M2-1, to form the viral ribonucleoprotein (VRNP) (8—10). RNPs are the functional units driving
viral RNA synthesis. Using the ribonucleocapsid as a template, L and P proteins ensure both the viral
transcription and replication processes, while M2-1 is selectively required for the transcription process.
Viral RNA synthesis occurs within cytoplasmic inclusions, referred to as inclusion bodies (IBs), which
can be regarded as viral factories (11). The newly synthetized RNPs then reach the plasma membrane,
where RSV presumably buds, forming elongated membrane filaments (12—14). The matrix protein M
is thought to drive virion assembly by bridging RNPs with the plasma membrane through its
interactions with the RNPs and the cytoplasmic tail of the viral F glycoprotein (14—-19). The exact
location of final virus assembly is debated since recent analysis of live G trafficking showed that RNP
assemble with membrane glycoprotein prior insertion to plasma membrane (20). In any case,
trafficking of RNPs to the cell surface requires active transport mechanisms, since diffusion of large
objects in the cytoplasm is restricted by molecular crowding by organelles, the cytoskeleton and high
protein concentrations (21). This active transport might involve hijacking of the actin networks (22,23)
or of the recycling endosome (RE) pathway. RE is involved in delivering endocytosed material as well
as cargos from the trans Golgi network to the plasma membrane (24). Interestingly RE pathway has
been implicated in RNP export of numerous viruses such as the influenza, Sendai, measles and mumps
viruses (25-28). The RE pathway is regulated by the small GTPase Rab1l1l which is present in three
isoforms (Rab11a, Rab11b and Rab25) in human cells. The GTP bound active form of Rab11 binds to

target vesicle’ membrane thanks to its GPl anker and recruits specific factors ensuring transportation,
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docking or fusion of the vesicle to its cognate membrane (29). Rab11 vesicle can traffic along both
microtubules and actin networks by engaging various molecular motors by means of molecular

adaptors called Rab11 Family Interacting Proteins (Rab11-FIPs).

Here we engineered recombinant RSV expressing a fluorescent N to visualize the moving RNPs in living
infected cells. An automatic quantitative analysis of RNPs trajectories reveals rapid and directional
motions that were abolished by nocodazole treatment consistent with transportation along the
microtubule network. We observed a colocalization of around one third of the RNPs with Rab11a and
RNPs moving together with Rabl1a in infected cells. Inhibition of Rablla expression impairs RNPs
movements. Interestingly RSV infection affects transferrin recycling, dependent of Rab11l pathway.
Moreover, interaction between Rablla and viral RNPs was evidenced by co-immunoprecipitation
experiments. All of these data confirm that RSV is high jacking the Rab11-RE pathway to ensure RNPs

export.
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Results

Development of recombinant RSV to monitor intracellular transport of RNPs.

To investigate RNPs dynamics in living cells, the RSV N protein was fused to a fluorescent tag to
generate fluorescent RNPs. We previously demonstrated that a N-ter fusion of the N doesn’t affect the
transcription-replication activities if co-expressed with a wild type N (11). We thus engineered and
rescued a recombinant RSV expressing both the wild type N and a GFP-N by inserting the GFP-N coding
sequence flanked with transcription start and stop signals sequences between M and SH genes in our
reverse genetic vector (Fig S1a) (30). To ascertain whether the GFP-N would interfere with viral growth,
we compared single cycle growth kinetics of wild type and N-GFP expressing RSV (hereinafter referred
to as RSV-GFP-N) (Fig S1b). The RSV-GFP-N growth was similar to the wild type RSV and reached titers
around 10° PFU/mL in 24h, showing that the GFP-N addition did not significantly impair viral
multiplication. We then investigated GFP-N protein localization in respect to the wild type N protein
and known viral structures such as IBs and viral filaments. HEp-2 cells were infected by RSV-GFP-N for
24h and intracellular localization of RSV N, P and F proteins were determined by confocal imaging after
immunostaining of each protein. The GFP signals were recorded in parallel. As previously described,
IBs, cytoplasmic dots and viral filaments were observed by immunostaining of N and P, and F staining
only revealed viral filaments (Fig 1) (31). The GFP signals perfectly colocalize with N and P staining in
IBs, viral filaments and small puncta in the cytoplasm. Of particular interest, we noted a perfect
colocalization of GFP signals with both N and P staining in cytoplasmic dots which could be considered
as RNPs (Fig 1 and S1c). Moreover, we observed colocalization of the GFP signals with F staining in viral
filaments (Fig 1c, panel F). These data strongly suggest that GFP-N is incorporated together with the
wild type N in the VRNPs. Altogether, the RSV-GFP-N was considered suitable as a novel tool marker to

assess VRNPs trafficking across the cytoplasm during infection.
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Figure 1: Localization of GFP-N and wild type N, P and F proteins in RSV-GFP-N infected cells. HEp-2 cells were
infected with RSV-GFP-N. At 24h p.i. cells were stained with antibodies against N, P or F (red) and Hoechst 33342
(merge). The GFP-N protein was visualized through its spontaneous green fluorescence. IBs are indicated with a
star, RNPs are indicated with white arrow heads and viral filaments are indicated with white arrows.
Representative images from 2 independent experiments are shown. Images stacks (3 z-steps) were processed as
maximum projections and visualized after gaussian filter fixed at 0.5. Scale bar 5 um.

Dynamics of RNPs in RSV infected cells

To assess RNPs dynamics in living cells, we analyzed HEp-2 or A549 cells infected with RSV-GFP-N for
18-20h by video-microscopy. High-rate time-lapse images were acquired under a confocal spinning
disk microscope (Supplementary Movie 1). Numerous small GFP positive dots are visible. Most dots
exhibited slow motion movements with rapid and sudden changes of direction when some exhibited
fast directed trajectories (white arrow head Fig 2a). Strikingly fast-moving particles appeared stretched
(Fig 2a). Automatic single particle tracking of the GFP positive dots was undertaken using Imaris
software (Supplementary Movie 2) and resulted in hundreds of tracks per cells (266 to 2342, mean 993
from 23 cells in 4 independent experiments). Tracks located nearby IBs were removed from analysis as
slight changes of fluorescence within IBs were prone to induce false-positive signals (Fig S2a). We also
filtered tracks, in which particles instant speeds always remained below 50% of their maximal instant
speed along the entire track recorded to remove artifactual links between the tracks of two slow

moving objects (See Fig S2b and legend).
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We then quantified several parameters characterizing intracellular movement of vVRNPs. Displacement
is characterized by 1) the track length which corresponds to the sum of lengths of displacement
between two time points and 2) the track displacement, which corresponds to the minimum distance
between the first and the last position of the particle (Fig 2b). Track velocity is the ratio between track
displacement and track duration. Track displacement and track velocity are thus expected to be high
for particles exhibiting long range-oriented motion. Smoothed instant speed is the ratio between the
minimum distance between the first and the fourth of 4 consecutive positions and the time interval
between these positions (see Fig S2f and corresponding legend). Focusing on instant velocities of single
fast-moving particles, we observed that rapid motions occur intermittently (Fig 2c). Thus, we also
calculated the track maximum speed corresponding to the maximum smooth instant speed of the
track. Cumulative distribution of track displacement for 6 cells in one experiment is shown in Figure
2e. Around 10% of the tracked particles exhibit a displacement over 1.8 um when most of them exhibit
small displacement (median ranging from 0.29 to 0.42um). Likewise, cumulative analysis of particles
maximal speeds shows that around 10% of the RNPs exhibit maximum velocities above 1.7um/s (Fig
2d). The median value of each parameter reflects the overall characteristics of the particle’s
movements in an individual cell and provides a single value that can be used for further comparing
treated groups. Median of track maximal speeds, track velocities and track displacements are not
significantly different in 4 independent experiments on two different cell types (HEp-2 or A549). This
points to a potential generalizability of vVRNP’s behavior during RSV infection in this model and

indicates that these parameters are suitable for further group comparisons (Fig 2f, 2g, 2h).
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Figure 2. Characterization of RNPs intracellular motions in RSV-GFP-N infected cells. Live images of HEp-2 or
A549 cells infected with RSV-GFP-N for 18 to 20h are analyzed using Imaris software as described in methods
section. a) Dynamic behavior of RSV RNPs in HEp-2 cells. Images stacks (3 z-steps) were processed as maximum
projections and visualized after gaussian filter fixed at 0.5, the large view is a time projection of 12 consecutive
frames (0.21 s between frames). Scale bar 10 um. The zoomed time series show a fast-moving RNP pointed by
white arrow heads, scale bar 2 pm. Representative images from 12 movies from 2 independent experiments are
shown. b) Schematic illustration of the motion characterization parameters (instant speed, track length, track
displacement). c¢) Smoothed instant speeds of fast-moving particles plotted versus time from the first detection
(each color represents one particle, representative examples). d, e) Cumulative distribution of track max speed
and track displacement from 6 individual HEp-2 cells from one experiment. f, g and h) Each point is the median
of track maximum speed, track velocity and track displacement from an individual cells. ns: No statistical
difference between 4 independent experiments on HEp-2 and A549 cells using Brown-Forsythe and Welch’s
ANOVA test.
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RSV RNPs rapid movements are dependent on MT network

Directional, rapid and discontinuous movements of the vRNPs are suggestive of microtubule (MT)-
dependent transport (32). We investigated vRNPs localization relative to MT in HEp-2 and A549 cells
infected with wild type RSV for 20h. N and MT were immunostained and cells were analysed on a super
resolution confocal microscope (Airyscan, Leica). High-resolution images of infected cells revealed that
MT were decorated with multiple vVRNPs (Fig 3). To visualize the movements of vVRNPs relative to MT,
RSV-GFP-N infected A549 cells were treated with docetaxel —AF 647, a fluorescent-linked drug binding
MT polymers. This enabled MT live staining and dual colored time-lapse imaging acquisition.
Fluorescent vVRNPs moving rapidly along microtubules structures were clearly visible demonstrating
RNPs transport along MT network (Supplementary Movie 3 and Fig 4a). Acquisition in two color
channels prevented any quantitative analysis of VRNPs trajectories. To further dissect the involvement
of MT network in RNPs movements, we analyzed the effects of MT depolymerisation on RNPs
movements. Living RSV-GFP-N infected cells were imaged before and after a 10 min treatment with
nocodazole (20uM). Importantly, our protocol allowed to image the same cells before and after drug-
treatment. Remarkably, the nocodazole treatment abolished almost all the rapid and directed
movements (Supplementary Movies 4). In contrast, cells treated with Cytochalasin D, a drug impairing
actin polymerization, still displayed fast moving vVRNPs (Supplementary Movies 5). Finally, we applied
our pipeline of GFP particles tracking on mock or nocodazole treated cells, and observed a significant
decrease of track displacement, track velocity and track maximum speed (Fig 4d, 4e, 4f, Supplementary
Movies 6 and 7). A centered projection of the tracks of one cell during 60s is shown in figure 4 to
illustrate the strong reduction of track displacement in nocodazole treated cells. Altogether, these data
revealed that fast-directed movement of RNPs rely on MT network. Consistent with the role of MT in
RNPs transportation, nocodazole treatment of RSV infected cells after entry steps significantly

decrease progeny virus production as previously reported (Fig S3) (33).
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Figure 3: RNPs are decorating the MT network. A549 cells were infected with RSV for 20h. N (in red) and a-
Tubulin (in green) are revealed by immunostaining. High-resolution images were generated using a confocal
microscope with Airyscan detector. Images were visualized after gaussian filter fixed at 0.5. A representative
image of a whole cell out of 5 cells in 3 experiments is shown. RNPs decorating the MT network are shown on

the zoom area. Scale bars 5pum and 1 um.
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Figure 4. Fast long range RNPs motions are dependent of microtubules network. a) Time series of live images
of RNPs (in green) moving along MT stained by fluorescent docetaxel-647 (in red) in RSV-GFP-N infected A549
cells. Images stacks (2 z-steps) were processed as maximum projections and visualized after gaussian filter fixed
at 0.5. Yellow arrows point positions of a moving RNP. The last image shows a time projection (T Pro). Scale bar
2um. b to f) RSV-GFP-N infected HEp-2 cells were treated at 17 h.p.i. with nocodazole (10uM, NZ) or DMSO (Ctrl)
for 1 h before live-imaging and track analysis. b, c) Centered projection of the tracks of RNPs in a mock (c) or a
nocodazole (d) treated cell analyzed during 60s. Representative images. d, e, f) Each data point represents the
median of track maximum speed, track velocity and track displacement from an individual cells. **** p< 0.0001
using t test with Welch’s correction. Data are from 22 cells (DMSO) and 23 cells (NZ) from 3 independent
experiments.
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Rab11 and RNPs colocalize in infected cells.

Recycling endosome vesicles, marked by the small GTPase Rabl1, are known to be involved in RNPs
trafficking of several negative strand RNA viruses(25,26,28,34). To investigate the recycling endosomes
involvement in RSV RNPs trafficking, we analyzed Rab11a and RSV RNPs intracellular localizations. We
infected A549 cells constitutively expressing HA-Rab11a (A549-HA-Rab11a) with wild type RSV (35). At
the indicated time points, cells were fixed and N and HA-Rabl1la were detected by immunostaining.
Both N and HA staining revealed numerous individual cytoplasmic dots corresponding respectively to
VRNPs and Rab1lla positive endosomes, which exhibited partial colocalization (Fig 5). To quantify the
colocalisation between Rablla and N positives dots, we extracted spot detections and performed
object-based colocalization analysis using Icy software. This method first segments the spots and then
analyzes their relative distribution with second order statistics enabling robust quantification of
colocalized objects (36). This analysis revealed that approximately 30% of N spots colocalize with
Rabl1a positive vesicles at 12 to 18h p.i. with a slight decrease at 24h p.i.. In contrast, less than 10%
of N spots colocalize with EEA1, a marker of early endosomes used as a negative control. Similar results
were obtained in A549 and HEp-2 cells (Fig S4). These data suggest an involvement of Rabl1a in vRNPs

traffic.
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Figure 5 : Colocalization of RNPs and Rab11a in RSV infected cells. a) A549-HA-Rab11a cells infected with RSV
for 18 h. Rab11a (green) and RNPs (Red) were detected by immunostaining of HA and N. Images were visualized
after gaussian filter fixed at 0.5. Scale bar 5 um. The boxed areas enclose Rab11a and N spots shown magnified.
b) Percentage of N spots colocalizing with HA-Rab11a or EEA1 positive spots calculated using Icy Software. Violin
plots show the median (center line) and the first and third quartiles (upper and lower hinges). Results are from
70 cells from 3 independent experiments. **** p<0.0001 using Brown-Forsythe and Welch’s ANOVA test
followed by Dunn’s test for multiple comparisons.

Rab11 pathway is involved in RNPs fast and directed movements
To determine if Rab11a could be involved in RNPs trafficking, we set up an experiment to visualize both
RNP and Rab11l movements in living infected cells. A549 and HEp-2 cells were infected with RSV-GFP-

N and transiently transfected with a mCherry-Rabl1a expression vector. At 18-20h.p.i., we performed
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dual color time-lapse imaging to assess the dynamic of both Rablla and RNPs. Interestingly, we
observed fast-moving RNPs moving together with Rabl1a positive vesicles demonstrating that at least
some of the fast-moving RNPs are associated with Rablla positive structures (Fig 6a and
Supplementary Movie 8). Strikingly, RNPs appeared as pulled up by the Rab11 positive spots. RNPs
associated with Rabl11l positive vesicles were no longer mobile when cells were treated with
nocodazole suggesting that these movements were microtubule-dependent (Supplementary Movie 9).
The dual color acquisition settings unfortunately prevent automatic tracking of RNPs and Rabl1a in

this experiment.

To further demonstrate the essential role of Rab11 in RNPs export, we performed SiRNA depletion
experiments. A549 cells were transiently transfected with small interfering RNA (SiRNA) targeting
Rab11la or control scrambled SiRNA for 48h and subsequently infected with RSV-GFP-N for 18-20h
before live imaging. Western blot analysis of the whole cell lysates using an antibody against Rabl1a
showed a considerable decrease in Rab11a levels in SiIRNA targeting Rab11a treated cells compared to
the control (Fig. S4c). RNPs movements were quantified as described above. The track velocity, track
maximum velocity and track displacement were significantly reduced in Rablla silenced cells as
compared to the control (Fig 6, Supplementary Movies 10 and 11). The centered projection of the
tracks from one cell illustrates the reduction of track displacement. These results suggest that Rabl1la

is involved in RNPs trafficking.

Since our data indicate that RSV hijacks the Rablla pathway for RNP export, we examined whether
RSV infection impacted in turn ER function. To this end, we explored transferrin recycling, which is
dependent on ER functioning. Mock or RSV infected A549 cells were incubated in the presence of
fluorescent transferrin and were then placed in fresh medium. Cytoplasmic fluorescence
(corresponding to non-recycled transferrin) was quantified after 0 and 20 min of incubation in fresh
medium (Fig S5). Interestingly, the infected cells exhibit an increase in transferrin recycling as
compared to uninfected ones suggesting an acceleration of the traffic of RE. Altogether, these data

suggest that RSV not only uses the recycling endosome pathway but also manipulates its functioning.
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Figure 6: Rab11 is involved in fast and directed RNPs movements. a) Time series of live images of A549 cells
transiently expressing mCherry-Rabl1a (red) and infected for 18h with RSV-GFP-N (in green). Images were
visualized after gaussian filter fixed at 0.5. Positions of a RNP moving together with a mCherry-Rab11a positive
object are pointed out by yellow (RNP) and orange (Rab11a) arrow heads. The last image shows a time projection
(T Pro). Scale bar 2um. b to f) A549 cells were transiently transfected with siRNA targeting Rablla or non
targeting ones (NT) for 48h then infected with RSV-GFP-N for 18 h before live-imaging and track analysis. b, c)
Centered projection of the tracks of RNPs in a NT (c) or Rab11a (d) KO cells analyzed during 60s. Representative
images. d, e and f) Each data point represents the median of track maximum speed, track velocity and track
displacement from an individual cells. ** p< 0.01, p<0.05 using t test with Welch’s correction. Data are from 19
cells (NT) and 18 cells (Rab11a) from 3 independent experiments.
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Biochemical validation of RNP-Rab11a association

We further assessed the association between RNPs and Rabl1la performing co-immunoprecipitation
(IP) analysis. A549 cells stably expressing HA-Rabl1a were infected for 16h with RSV-GFP-N or RSV
expressing GFP (RSV-GFP) as a control. Cell lysates were incubated with beads coated with anti-GFP
antibodies and IP was carried on. Both pre-purification and IP samples were analyzed by western blot
to reveal N, P and HA-Rab11 (Fig 7). Wild type N and P proteins were efficiently purified together with
the GFP-N protein suggesting that the whole RNP is co-immunoprecipitated with GFP-N. The HA-
Rablla protein was also repeatedly co-immunoprecipitated with the GFP-N when no corresponding
band was visible in the control. Consistent with the colocalisation and trafficking experiments, only a
small fraction of Rablla was co-immunoprecipitated with the RNPs. The mirror IP was performed on
A549-HA-Rab11 cells infected with wild type RSV for 16h using anti-HA antibodies. N protein was found
in the IP fraction of Rab11HA expressing cells but not of wild type A549 cells used as control.
Interestingly P was also co-immunoprecipitated with HA-Rab11a suggesting that Rab11 is interacting
with the RNP. To further investigate this point, we performed similar IP experiments on cells infected
with a recombinant RSV expressing a L protein fused to GFP (RSV-L-GFP). The GFP is inserted in the
hinge 2 region of L (11). Western blot analysis of the IP fraction failed to reveal the GFP-L most likely
due to a lack of sensitivity and poor transfer of a large protein like L. However, N and P were co-
immunoprecipitated thus validating the IP and confirming the capture of the RNP together with the
GFP-L. Finally, we detected HA-Rabl1la repeatedly and specifically in the IP sample consistent with an

interaction between Rabl1la and the RNP.

a Lysate Bound b Lysate Bound
RSV- RSV- RSV-  RSV- RSV- RSV- AB49 wt _ DA wt . H&
GFP GFP-N L-GFP  GFP GFP-N L-GFP Rablla Rablla
<« GFP-N T — ca— 1 N
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Figure 7: Co-immunoprecipitation of Rabl1la and RSV RNPs in infected cells. (a) A549 stably expressing HA-
Rablla were infected with RSV-GFP, RSV-GFP-N or RSV-L-GFP as indicated for 16h, lysed and incubated with
beads against GFP. Cell Lysates and bound fractions were analyzed by western-blot using rabbit polyclonal anti-
N, anti-P and anti-HA antibodies. One representative experiment out of 3 (RSV-GFP-N) or 2 (RSV-L-GFP) is shown.
(b) A549 WT or stably expressing HA-Rab11a as indicated were infected with RSV for 16h, lysed and incubated
with beads against HA. Western blot analysis of the co-immunoprecipitated proteins is shown. One
representative experiment out of 2.
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Discussion

The understanding of many aspects of RSV multiplication has progressed considerably in recent years.
However, the late stages of the viral cycle remain poorly understood. In particular, the mechanisms of
transport of RSV RNPs from cytoplasmic viral factories to viral assembly sites at or near the plasma
membrane remain unexplored. In this study we were able to observe for the first time the movement
of RNPs in infected cells using a recombinant RSV. Our strategy was to engineer a recombinant virus
expressing an N protein fused to a fluorescent tag to produce fluorescent RNPs. To our knowledge this
is the first description of a RSV expressing a tagged N. Expression of this additional GFP-N does not
deeply alter the replicative capacities of the virus. Noteworthy, fluorescent N perfectly colocalizes with
the wild type N in the viral structures (IBs, RNPs and viral filaments) strongly suggesting that GFP-N is
indeed incorporated in RSV RNPs. These data validate the use of the RSV-GFP-N as a new tool to study
trafficking of RSV RNPs. In theory, more than 2000 N monomers are required to encapsidate the RSV
15kb genomic RNA (10). Due to the transcription gradient, GFP-N is expected to be less abundant than
the wild-type N. Nonetheless, the oligomerization of N and GFP-N on the viral RNA leads to an
amplification of the fluorescent signal and allows for the detection of vVRNPs. The GFP-N virus thus
represents a tool of choice for the monitoring of vRNPs in living cells. An alternative strategy based on
the labeling of the viral genome with nucleotide probes has been used to analyze the dynamics of RNPs
during entry or the movement of viral filaments at the cell surface. However, this method did not
enable RNPs trafficking analysis (12,13). vRNPs are small, highly mobile objects. To track them, we had
to find a compromise between the number of optical slices (z) analyzed and the time interval between
2 images. Our optimized pipeline relies on the acquisition of images on 2 to 3 optical planes with a
total thickness of 0.7 to 2.3 um and time-frame intervals of 0.07 to 0.21s. Our experiments were
conducted on HEp-2 or A549 cells which are very thin as compared to some other cell types. Expanding
the method to other cells is likely to require further optimization. In these cells, these parameters
allowed a proper automatic tracking of mobile RNPs that are visible in the analyzed volume on several
successive images. The potential of our method allowed us to generate high-throughput live imaging
datasets otherwise inaccessible with more classical approaches. We were able to track hundreds of
particles per cell and provide a robust characterization of vRNPs movements in different conditions. A
large proportion of the observed vVRNPs appeared immobile or animated by low amplitude “Brownian
movements”. The resolution of our microscopy methods (around 250nm) does not allow fine
characterization of very low amplitude non-directional movements. In constrat, during the 60s
acquisitions we performed, we observed that about 10% of the vVRNPs were animated by fast and

directional movements.” These are believed to be the ones actively trafficking. The characteristics of
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these motions, in particular the maximum speed above 1-2 pm/s are in themselves suggestive of MT-

related transport (32).

The importance of the microtubule network in RSV multiplication has already been established by
previous studies. Treatment of infected cells with nocodazole was shown to reduce virion production
by about 1 log with no indication of which stage of multiplication was disrupted (22,33). Here, our
results clearly establish that vRNPs are transported rapidly and over long distances on the MT network.
Indeed, we observed vVRNPs moving on MTs and were able to verify the almost complete
disappearance of these movements upon disassembly of the MT network. Many negative RNA viruses
also hijack the MT network and its associated motors for the transport of their RNPs. For example,
RNPs from Influenza A , Sendai or measles viruses move along this network(25,26,37-39). As what has
been observed for RSV, depolymerization of the MT network does not completely abolish the
replication of these viruses (26,40,41). For influenza viruses, conflicting results were reported on the
effect of nocodazole treatment on viral multiplication (42) or on movement of vRNPs (37). These data
suggest that alternate pathways exist for the transport and/or spread of these viruses. It is worth
noting that our study, like other published studies, was performed on epithelial cell lines, and not on
differentiated polarized cells, which are the in vivo target cells of these viruses are. In such cells
cytoskeleton organization is different and the extent of MT dependent transportation and alternative

transport pathways remains to be explored.

Our data clearly demonstrate that the fast and long-distance transport of RSV RNPs is dependent on
the recycling endosome. Inhibition of Rabl1a expression indeed significantly reduces the travel length
and the speed of vRNPs. However, VRNP transport is not completely suspended, suggesting either a
partial inhibition of Rab11a expression, an involvement of Rab11b and/or the existence of alternative
transport pathways. Direct observation of joint movements of Rab11a with VRNPs in living cells clearly
demonstrate the involvement of ERC in VRNPs transport. Our videos show vVRNPs literally pulled by the
Rablla positive structures. The immunoprecipitation experiments confirm an association between
VRNPs and Rabl11a although not demonstrative of a direct interaction. At a given time point about 30%
of VRNPs are colocalized with Rab11a suggesting that the association of vRNPs with Rab11a is transient.
In line with this observation, only a fraction of Rab11a and vVRNPs are co-immunoprecipitated and only
a small proportion of vRNPs are engaged in fast movement. Rab11 is able to engage motors linked to
either microtubule or actin networks. The movements of Rabl1a-associated vVRNPs we observed, are
fast and abolished by MT depolymerization demonstrating that they are MT dependent. Overall, our
data support the following model for RSV RNPs export: 1) vRNPs transiently associate with Rab11a-
positive vesicles 2) these Rabl11la-positive vesicles transport vVRNPs rapidly and over long distances

along the microtubule network. Moreover, RSV not only diverts the Rabl1l pathway for its RNPs
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transport but also manipulates it. Indeed, we observed that RSV infection increases transferrin
recycling, consistent with previous analysis of Rabl1a vesicles motion that revealed increase in velocity

and in high distance displacement in RSV infected cells (38).

In recent years Rabll has emerged as a key cellular factor involved in various stages of the
multiplication of several viruses. Some viruses enter the cell using the ERC as suggested by the
association of HHV8 or Dengue viral capsids with Rabl1 endosomes soon after infection (43,44).
Furthermore, it has previously been shown that effectors of the Rabl1l pathway: FIP1, FIP2 and
MyosinVb support RSV release at the apical side of the membrane. FIP2 is even thought to regulate
the length of viral filaments (45,46) suggesting an involvement of the ERC in the budding steps of RSV.
Rab11 and its partner FIP3 have also been implicated in the budding of influenza viruses (47) and recent
results show that the integrity of the Rab11 pathway is required for Ebola virus VP40 transfer to the
membrane and for VLP release (48). Subversion of Rab11l pathway for the transport of the newly
synthetized RNPs of negative RNA viruses to plasma membrane is extensively documented. Previous
studies showed that newly synthesized RNPs from Measles, Mumps, Influenza, Parainfluenza 1, Sendai
viruses or a new world Hantavirus are associated with Rab11 positive endosomes and that Rabl1 is
involved in their transfer to the plasma membrane (26-28,39-41,47,49-51). However, the precise
mechanisms of VRNPs associations with Rab11 and the pathways involved in transport remain to be
defined. The numerous studies of the export of Influenza virus RNPs have shown that vRNPs
recruitment depends on a direct protein-protein interaction between a unit of the viral polymerase
complex PB2 and the active form of Rab11a, and that the Kinesin Kif13a is one of the motors involved
in their transport to the membrane (39,41,52). The L polymerase of Sendai virus has also been shown
to be involved in the recruitment of vVRNPs to ERC vesicles (53). Rabl1a is co-immunoprecipitated with
RSV L suggesting that the RSV polymerase could similarly promote Rab11a-vRNP association. However,
since the whole VRNP is captured in our experiments, further investigations are needed to determine

if L is critical for recruiting Rab11.

In conclusion, our results establish that RSV RNPs associated with Rabl1a vesicles are transported
along MTs. These data are a first step forward in the understanding of vRNP export. They pave the way
for further work aimed at identifying the viral proteins, the Rab11 cellular partners and the molecular
motors involved in VRNPs transport. In the future, interactions between RSV and the ER pathway could

represent a new therapeutic target to block the late stages of the RSV replication cycle.
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Methods

Cells

HEp-2 cells (ATCC, CCL-23) and A549 cells (ATCC, CCL-185) were maintained in Eagle’s minimum
essential medium (MEM) and in Dulbecco modified essential medium (DMEM), respectively,
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) supplemented with penicillin—
streptomycin solution. A549 cells constitutively expressing the HA-Rab11a (WT) are a kind gift from Dr
N Naffakh (35) and were grown in DMEM supplemented with 1pug/mL puromycin. Cells were grown in
an incubator at 37 °C in 5% CO2. HEp-2 cells and A549 tested negative for mycoplasma using a

MycoAlert PLUS Mycoplasma Detection Kit (Lonza).

Virus and plasmids

All the viral sequences were derived from the human RSV strain Long, ATCC VR-26. The wild-type RSV,
the RSV-GFP, the RSV-GFP-N and the RSV-L-GFP were rescued by reverse genetics as previously
described (30,54). To construct the reverse genetic vector for RSV-GFP-N, the GFP-N coding sequence
was amplified from the pmGFP-N vector (11) by PCR using specific primers (sequence available upon
request) containing RSV gene start and gene end sequences and was cloned into a Eco105I restriction
site between the RSV M and SH genes in the pACNR-rHRSV (30). The nucleotide sequence of RSV-GFP-
N was deposited in the Genbank nucleotide database with accession code OM326756. pmCherry-
Rabl11a was constructed by inserting the Cherry coding sequence in peGFP-Rab11a (55) (kind gift from
Dr Sauvonnet) between Nhel and Xhol restriction sites. All constructs were verified by sequencing.
Experiments were performed with viral stock amplified on HEp-2 cells at 37 °C after three to five
passages. Plaque assay were performed at 37 °C on HEp-2 cells using Avicel overlay as previously

described (30).

Antibodies and reagents

The rabbit polyclonal anti-P and anti-N were obtained by repeated injection of purified recombinant
protein produced in Escherichia coli as previously described (56). The rabbit anti-Rab11a is from
Thermofisher, the rabbit anti-EEA1 and rabbit anti-HA from Cell signaling, the rat anti-HA is from
Roche, and the mouse anti-F was from Abcam. The mouse monoclonal anti-P 021/2P (57) is a kind gift
from Dr JF Eléouét. Secondary antibodies raised against mouse or rabbit IgG (H+L) and conjugated to
Alexa Fluor 488, 594 or 647 were from Thermofisher. Secondary antibodies raised against mouse or
rabbit 1gG (H+L) and conjugated to horseradish peroxidase were from Promega. DMSO, Nocodazole
and Cytochalasin D were from Sigma. Live staining of Microtubules was achieved with SiR-tubulin Kit

647 as described by the manufacturer (Spirochrome).
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Cell infection and transfection

All infections were performed at 37 °C on exponentially growing HEp-2 or A549 cells at a multiplicity
of infection of 1 (except indicated otherwise). For Rabl1cherry and GFP-N live imaging, A549 or HEp-
2 cells were seeded at 90% confluence in lbidi p-Slide Angiogenesis (Ibidi) and were transfected with
0.5ug of pmCherry-Rabl1a (per 0.5 10° cells) using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) according to the
manufacturer recommendations. Then cells were infected with RSV-GFP-N 1h post-transfection. SIRNA
transfections were performed on A549 cells newly seeded on Ibidi p-Slide Angiogenesis. Briefly, a pool
of 4 different siRNA targeting the same gene Rablla (ON-TARGETplus SMARTpool, Dharmacon) or a
non targeting pool was transfected simultaneously to the cell seeding, using LipoRNAiMax
(Thermofisher) transfection reagent. 0.3 pL of LipoRNAiMax per well (per 0.2.10° cells) were used with

a final siRNA concentration of 10 nM. Cells were incubated at 37°C for 48h before being infected.

Immunofluorescence — Colocalization analysis

Cells were grown on glass coverslips in 24 wells plates. After infection at high MOI for the indicated
times, cells were fixed with PBS-formaldehyde 4% (v/v) for 10 min, washed with PBS and permeabilized
with PBS-BSA 1% (w/v)-Triton X-100 0.25% (v/v) for 10 min. Cells were incubated for 1 h in PBS-BSA 1%
(w/v) with the appropriate primary antibodies, rinsed with PBS then incubated for 30 min with the
appropriate Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies and with Hoechst 33342 (1 pg/ml).
Coverslips were rinsed in PBS, then mounted in ProLong diamond antifade reagent (Thermofisher).
Cells were examined by confocal microscopy under a WLL Leica SP8 microscope except indicated

otherwise. Representative pictures were taken.

Colocalization  analysis were  performed using the open-source software Icy
(http://icy.bioimageanalysis.org/) (58). We used Spot Detector plugin to automatically detect objects
corresponding to RNP and vesicles (Rabl1a or EEA1) and then Colocalization Studio plugin (method:
object based and statistical colocalisation, SODA (36), to quantify the number of RNP at a distance less

than 270 nm from the cellular vesicles.

Transferrin uptake quantification

A549 cells starved for 30 min in serum-free medium containing 0.5 % (w/v) BSA were pulsed for 10
min with Tf-AF-647 (25 pug/mL, Thermofisher). Cells were then quickly incubated with cold acid buffer
(0,5 M Glycine, pH 2.2) to dissociate surface-bound Tf, extensively washed with PBS, and incubated at
37 °Ciin complete media for 0 or 20 min before fixation with 4 % paraformaldehyde. Cells were imaged
by confocal microscopy under a WLL Leica SP8 microscope. Cytoplasmic AF647 fluorescence signal was
quantified using the “Measure” function of imagel/Fiji on average z-projections. Signal intensities at

20 min were normalized to their respective mean at 0 min.
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Co-Immunoprecipitation

WT or HA-Rab11a expressing A549 cells infected with RSV-GFP-N, RSV-L-GFP, RSV-GFP or RSV-WT for
16 hours were lysed in a co-IP lysis buffer ((Tris 25mMpH 7.2; NaCl 150 mM; IGEPAL® CA-630 0.2%
(Sigma); glycerol 10% (v/v); EDTA 0.5mM; antiprotease and phosphatase (Thermofisher)), then
incubated overnight at 4 °C with GFP-Trap beads (Chromotek) or Magnetic-HA beads (Thermofisher)
according to the manufacturer’s recommendations. Beads were rinsed three times in a co-IP dilution
buffer (Tris 25mM pH 7.2; NaCl 150mM), then eluted in Laemmli buffer at 95 °C and analyzed by SDS-
PAGE.

Live Imaging

Live imaging was performed on A549 or HEp-2 cells seeded on Ibidi u-Slide Angiogenesis, infected and
treated as described above. One-minute time-lapse acquisitions were performed at 37°C and 5% CO,
using an inverted confocal microscope with a 100x oil-immersion lens (Plan-APOCHROMAT), a CSU-
X1 spinning-disk head (Yokogawa, Japan) and a sCMOSPRIME 95B (Photometrics) camera. The whole
setup was driven with MetaMorph software (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). One to three z
sections with a step of 0.8 um were acquired at 70 to 210 ms intervals for 1 min. Laser intensity was
set between 10-20% power, and acquisition time was 50 ms. The raw data were processed using Image)
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) to perform maximum projections of z
stacks images and background subtraction. Tracks analysis was performed on Imaris software 9.5.0
(Bitplane Inc.). Briefly fluorescent spots were identified using Imaris built-in spot generation algorithm
(with a seeding spot size of 250 nm). Spot generation was achieved manually for each dataset using
intensity at the center of each spot as the threshold. Quality threshold was fixed above 20.0. The spots
were tracked over time to generate motion statistics for each cell using autoregressive motion
algorithm (max distance 1um, max gap size 2). Imaris output file “Position.csv” was further used to
calculate the characteristic of each tracks (track duration, track length, track displacement, track
maximum speed, mean track velocity) and to filter tracks using dedicated PYTHON Script available at
GitHub (https://github.com/mawelti/RSV-RNP-TrackAnalysis). All tracks smaller than 4 steps were
filtered. Coordinates of the IBs area were entered manually to remove false tracks generated by
frequent false detections due to high background signal in the vicinity of the IBs (see Fig S2a,b). Tracks
whose instant speed is always lower than 50% of the maximum instant speed were also filtered to
remove false link between 2 slow moving objects (See Fig S2c, d, e). Smoothed instant speed were
calculated as the ratio between the minimum distance between the first and the fourth of 4
consecutive positions and the time interval between these positions. We choose to smooth the instant
speed because time interval between 2 frames being very small (0.07 to 0.21s), displacement of 250nm

corresponding to position error of diffracted limited microscopy resulted in high instant speed (1.2 to
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3.6 um/s) (Fig S2 f). To compare the effect of treatments, statistical comparisons between medianwere
performed in Prism software (Graphpad Inc.) as indicated in legends. All tests used in this report are
two-sided. For visualization, the raw data were processed using Imagel software (National Institutes
of Health, Bethesda, MD, USA). Images stacks were processed as maximum projections and visualized

after gaussian filter fixed at 0.5.
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Article 2

Lors de mon arrivé dans le laboratoire, j'ai pu aider une doctorante en fin de these Camille
Bouillier sur certaines des expériences a réaliser pour la publication de l'article. (Bouillier,
Cosentino, et al. 2019)

Son projet portait sur la protéine de transcription M2-1 du RSV et de ses interacteurs cellulaires.
En effet, la protéine M2-1 est essentielle pour la procession de la polymérase et la transcription
des protéines virales. Au cours de ses recherches, elle a révélé une interaction avec la protéine
cellulaire poly-A binding protein 1 (PABPC1). PABPC1 posséde un role dans la traduction et
stabilisation des ARNm.

Mon réle a été la mise au point de la microscopie en temps réel des comouvements et
colocalisation des protéines M2-1-GFP et PABPC1-mCherry dans les IBags. Les expériences de
de Proximity Ligation Assay, que j'ai réalisé ont permis, de révéler que l'interaction entre ses
deux protéines persistait aprés libération des ARNm viraux dans le cytoplasme. De plus, au
cours des expériences de révision d'article, j'ai réalisé des coimmunoprécipitation qui ont
permis de révéler que '’ARNm n’était pas I'élément qui permettait l'interaction entre M2-1 et

PABPC1 et que l'interaction entre ses deux protéines semblaient étre directe.

The Interactome analysis of the Respiratory Syncytial Virus protein M2-1 suggests a new role
in viral mMRNA metabolism post-transcription-2019

Camille Bouillier, Gina Cosentino, Thibaut Léger, Vincent Rincheval, Charles-Adrien Richard, Aurore
Desquesnes, Delphine Sitterlin, Sabine Blouquit-Laye, Jean-Francois Eléouét, Elyanne Gault, and
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The Interactome analysis of

the Respiratory Syncytial Virus
protein M2-1 suggests a new role
in viral mMRNA metabolism post-
transcription

Camille Bouillier, Gina Cosentino?, Thibaut Léger(®?, Vincent Rincheval?,
Charles-Adrien Richard 3, Aurore Desquesnes?, Delphine Sitterlin!, Sabine Blouquit-Laye?,
Jean-Francois Eléouét?, Elyanne Gault'* & Marie-Anne Rameix-Welti®%**

Human respiratory syncytial virus (RSV) is a globally prevalent negative-stranded RNA virus,

which can cause life-threatening respiratory infections in young children, elderly people and
immunocompromised patients. Its transcription termination factor M2-1 plays an essential role in
viral transcription, but the mechanisms underpinning its function are still unclear. We investigated the
cellular interactome of M2-1 using green fluorescent protein (GFP)-trap immunoprecipitation on RSV
infected cells coupled with mass spectrometry analysis. We identified 137 potential cellular partners
of M2-1, among which many proteins associated with mRNA metabolism, and particularly mRNA
maturation, translation and stabilization. Among these, the cytoplasmic polyA-binding protein 1
(PABPC1), a candidate with a major role in both translation and mRNA stabilization, was confirmed to
interact with M2-1 using protein complementation assay and specificimmunoprecipitation. PABPC1
was also shown to colocalize with M2-1 from its accumulation in inclusion bodies associated granules
(IBAGS) to its liberation in the cytoplasm. Altogether, these results strongly suggest that M2-1 interacts
with viral mMRNA and mRNA metabolism factors from transcription to translation, and imply that M2-1
may have an additional role in the fate of viral MRNA downstream of transcription.

Human respiratory syncytial virus (RSV) is the most common cause of respiratory infection in neonates and
infants worldwide. Globally, RSV is estimated to cause 33 million cases of acute respiratory illness in children
under 5 years of age, resulting in 3.2 million hospital admissions and 118 200 child deaths a year, mostly in devel-
oping countries'. Moreover, RSV infections in adults are increasingly associated with substantial morbidity and
mortality in the elderly or at risk population, such as asthmatic and immunocompromised patients?.

RSV belongs to the pneumoviridae family of the Mononegavirales order®. Its genome consists of a single-strand
negative-sense RNA tightly encapsidated by the nucleoprotein N*. Viral transcription and replication occur in the
cytoplasm of infected cells, in virally induced cytoplasmic inclusions called inclusion bodies (IBs)>~’. Replication
is achieved by the viral RNA dependent RNA polymerase L and its cofactor the phosphoprotein P8. Viral tran-
scription requires an additional viral protein, M2-1°. The complex formed by L, P and M2-1 proceeds to the
sequential transcription of RSV genes by a start and stop mechanism, producing capped and polyadenylated viral
mRNAs®.

M2-1 ensures the polymerase processivity both intra- and inter-genically, preventing the synthesis of short-
ened mRNA and enabling transcription of downstream genes®™''. M2-1 is composed of four 194 amino acid
chains forming a stable homo-tetrameric protein!>">. Each M2-1 monomer encompasses a zinc finger domain
(aa 7-25) at the N terminal extremity, an o helical oligomerization domain (aa 32-49) and a large globular core
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domain. M2-1 interacts with the P protein and with RNA, preferentially binding to polyA rich sequences'>4.

Both the P and RNA binding domain have been mapped: they partially overlap on the globular core domain
of M2-1. It has been proposed that M2-1 associates with the polymerase complex through P interaction and
then binds to the nascent viral mRNA thus dissociating from the P protein'>. Consistent with this model, M2-1
and newly synthetized viral mRNA are concentrated together into IBs associated granules (IBAGs) shortly after
transcription and are later released in the cytosol’. Moreover, M2-1 interaction with P enables its recruitment to
RSV inclusion bodies'. M2-1 - P interaction also brings the phosphatase PP1 in contact with M2-1, ensuring
cyclic phosphorylation and dephosphorylation of M2-1, which is needed for efficient transcription'®!”. M2-1
was also suggested to be involved in RSV assembly by interacting with the matrix protein M'8. This is however
controversial since other reports showed that M2-1 is not required for virus-like particles (VLP) formation!*%.
Identification of cellular proteins interacting with M2-1 could help to grasp more precisely its function, but to
date no cellular partners of M2-1 have been identified.

Here, we identified potential M2-1 binding partners using affinity purified co-complexes mass spectrometry
analysis on RSV infected cells. This relies on the use of a recombinant virus expressing a M2-1 protein fused to
GFP’. Most of the candidates identified are proteins involved in mRNA metabolism, in particular mRNA matu-
ration, stabilization and translation. We then further investigated the interaction of M2-1 and one potential M2-1
binding partner, the polyA-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1), a key regulator of mRNA translation and
stability. In RSV infected cells, confocal microscopy analysis highlighted the co-localization of PABPC1 and M2-1
both in IBAGs and in the cytoplasm. Within IBAGs, PABPC1 exhibited the same dynamic behavior as M2-1,
suggesting that both proteins remain associated with viral mRNA after its release from the IBAGs.

Results

Identification of potential cellular partners of M2-1. We sought to gain insight into interactions
between M2-1 and cellular proteins within infected cells. To do so, co-immunoprecipitations (IPs) of M2-1 via
a GFP tag were coupled with quantitative proteomics to identify cellular proteins selectively precipitated with
M2-1-GFP. We produced a recombinant RSV expressing both wild type M2-1 and M2-1 fused to GFP (RSV-M2-
1-GFP’) and a recombinant RSV expressing free GFP (RSV-GFP). In the RSV-GFP genome, the GFP protein
is inserted at the same position as the Cherry or Luc proteins of the RSV-Cherry and RSV-Luc recombinant
viruses previously described*'. HEp-2 cells were infected with these viruses in parallel at high multiplicity of
infection (MOI). At 14 h post-infection (p.i) cells were lysed in the presence of RNAse A and a highly specific
GFP-Trap was used to selectively precipitate the M2-1-GFP protein or the GFP protein and their interacting part-
ners. The effectiveness of the RNAse A treatment was assessed by RT-qPCR on household gene transcripts (see
Supplementary Table S1). To provide a statistically robust data set, IPs with M2-1-GFP or GFP were performed
in six independent experiments. The proteins in the bound fractions were identified by Liquid Chromatography
with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The LC-MS/MS data were analyzed using the Mascot software
search engine (Matrix Science), using only peptides with a False Discovery Rate inferior to 1% (i.e with less than
1% risk of an incorrect match between MS/MS data and peptide). Each protein was given a Mascot score based
on the quality of its identification. Additionally, label free quantification was performed on proteins with at least
two unique peptides. The specificity of each protein’s interaction with M2-1 was estimated by its fold change, i.e.
the ratio of its abundance in the RSV-M2-1-GFP sample compared to its abundance in the RSV-GFP control.
Proteins binding non-specifically to beads or to GFP would thus have a fold change of 1, and a greater fold change
would indicate greater specificity. Each protein’s fold change was calculated across the 6 independent experiments
thanks to a Limma t-test (with eBayes procedure) (Fig. 1). We found 137 proteins with a fold change superior to
2 with a p-value inferior to 0.05, which were selected as potential M2-1 binding partners. They are listed in the
Supplementary Table S2. Among known partners of M2-1, the viral protein P was found, but not the viral protein
M. Surprisingly ribosomal mitochondrial proteins were over represented (45 out of 137). This may be consist-
ent with the detection of M2-1 in the mitochondrial fraction of infected cells*>. A gene set enrichment analysis
using the BINGO software?® was realized to determine Gene Ontology (GO) terms related to biological processes
over-represented in our selection (see detailed results in Supplementary Table S3). P-values of enrichment were
determined by an hypergeometric test (alpha=0.01) with a Benjamini & Hochberg correction. These functional
groups are represented in Fig. 2 (and in Supplementary Fig. S1 with a higher resolution) as circles, organized
from the most general functions at the bottom to the more specific at the top and linked by arrows according to
the inclusion relations between them. Colored circles show the GO terms with statistically significant enrich-
ment in our analysis, with the darkest colors indicating the smallest associated p-values. These colored circles
are mainly gathered in two areas in the upper portion of the graph: one with GO terms related to translation,
and the other with GO terms related to RNA metabolism and especially mRNA metabolism. All other GO terms
showing significant enrichment are either very generic, and thus not very informative, or very small functional
groups with a p-value barely under 0.05. Among the 137 potential M2-1 binding partners identified, 47(33.6%)
were involved in translation (Fig. 3). However, 31 of them were mitochondrial ribosomal proteins, whose role
in general translation should not be considered. To address this concern, we performed the enrichment analysis
again, this time excluding all mitochondrial ribosomal proteins. Results are shown in the Supplementary Table S4
and Supplementary Fig. S2. The GO term “translation elongation” still appears as a significantly over-represented
biological process (p=1,36.10"2), but translation doesn’t appear anymore as one of the main over-represented
functional groups. 39 proteins out of 137 (27.9%) potential M2-1 binding partners were proteins involved in RNA
metabolism. Among these, most proteins were associated more specifically with mRNA, with the mRNA meta-
bolic process GO term found for 23 candidates (16.4%). More precisely, the RNA splicing and mRNA stabilization
subsets were over-represented, with 21 proteins (15.0%) and 6 proteins (4.3%) respectively. Interestingly, four of
the five proteins of the CRD-mediated complex, which stabilizes mRNA containing the coding region instability
determinant (CRD), were identified in our selection.
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Figure 1. Analysis via quantitative label-free proteomics of cellular proteins associated with the viral protein
M2-1-GFP during RSV infection. Co-immunoprecipitations with GFP nanobodies were realized in HEp-2 cells
infected with RSV-M2-1-GFP or RSV-GFP (control). Control and experimental samples from 6 independent
experiments were then analyzed by label-free quantitative proteomics processed by LC-MS/MS. P-values
were computed on protein ratios with R Studio software with the R/Bioconductor software package Limma
(with eBayes procedure). All proteins identified are displayed according to their fold change (FC) (x axis: log2
(FC)) as well as its statistical significance (y axis; —log10 (p-value)). Dashed red lines show chosen cutoffs:
fold change =2 [log 2 (FC) =1] and p-value = 0.05 [log10(p-value) = 1.3]. Points highlighted in red had a
fold change of more than 2 and a p-value between 0.05 and 0.01. Points highlighted in green had a fold change
of more than 2 and a p-value of less than 0.01. Viral proteins M2-1 and P and cellular protein PABPC1 are
highlighted with arrows.

The involvement of PABPC1 in RSV infection.  One of the identified potential M2-1 binding partners,
the cytoplasmic polyA-binding protein 1 (PABPCI1) is a protein with key roles in both translation and mRNA
stabilization. PABPC1 had previously been described as co-localizing with M2-1 within IBAGs’. We thus chose
to focus on this protein in later studies. First, siRNA depletion experiments were performed to assess the role
of PABPC1 in RSV multiplication. A549 cells were transfected with small interfering RNA (siRNA) targeting
PABPC1 or control scrambled siRNA for 48 h and subsequently infected with a recombinant RSV carrying
RSV-Cherry?! at a low multiplicity of inflection (M.O.I). The Cherry fluorescence was measured at 0, 24 and 48 h
post-infection (p.i) to assess viral multiplication®' and whole cell lysates were collected. Cell viability was assessed
as described in Material and Methods section. PABPCI siRNA exhibited no cytotoxicity compared to control
siRNA in these conditions and led to a decrease in PABPC1 mRNA over 80% but not to total knock-out of the
protein (see Supplementary Figs S3 and S4). Consistent with this result, western blot analysis of whole cell lysates
using an antibody directed against PABPC1 showed a considerable reduction in PABPC1 protein levels in cells
treated with anti-PABPC1 siRNA compared with control (Fig. 4a, Supplementary Fig. S4). In contrast, cellular
protein levels, observed by Stain-Free UV imaging as described in the Methods section, remained unchanged,
consistent with the cell viability results. The cherry fluorescence signal in PABPC1 silenced cells was significantly
reduced compared to control, with a p-value of 7.3 X 1073 at 24 h p.iand 2.5 x 10~° at 48 h p.i (Fig. 4b). Likewise,
probing cell lysates with anti-N and M antibodies revealed a decrease of the levels of these two viral proteins in
cells treated with PABPC1 siRNA compared with control at 24 and 48h p.i (Fig. 4a, Supplementary Fig. S4). To
test whether this lower infection efficiency was linked to a reduced production of virions, viruses from both con-
trol and PABPCI1 siRNA treated cells were harvested at 48 h p.i and subjected to a plaque titration assay. As can be
seen in Fig. 4¢, the number of plaque-forming units produced dropped by 50% in cells treated by PABPCI1 siRNA
indicating a small but significant slowdown of viral production consistent with previous results. Together these
results show that presence of PABPCI in infected cells is required for optimal viral multiplication.

PABPC1 interacts with M2-1 regardless of the presence of other viral proteins. We endeavored
to validate and further characterize the PABPC1 - M2-1 interaction. As in the proteomics experiments, both
RSV M2-1-GFP and RSV-GFP (control) infected HEp-2 cells were lysed and subjected to co-IP with GFP anti-
body. Both pre-purification cell lysates and IP samples were analyzed by western blot to reveal M2-1, PABPC1
and GFP (Fig. 5a, Supplementary Fig. S5). PABPC1 was found in the bound fraction of the M2-1-GFP sam-
ple but not of the free GFP sample (or in trace amounts) validating the interactome results (Fig. 5a). Both the
phosphorylated (upper band) and the unphosphorylated (lower band) wild type M2-1 were also specifically
co-immunoprecipitated with M2-1-GFP, consistent with the oligomerization of M2-1 with M2-1-GFP.

M2-1 and PABPC1 are both RNA-binding proteins!>?%. To analyze the role of RNA in the mediation of the
interaction between M2-1 and PABPCI, the co-IP experiments were performed in the presence or absence of
RNAse (either RNAse A or broad spectrum nuclease). In the bound fraction, a stronger signal for PABPC1
was observed in the absence of RNAse than with RNAse treatment (Fig. 5a). Despite the non-linear nature of
luminescent signals, we attempted relative quantification of these bands to obtain a very rough estimate of the
amount of PABPCI captured, in percentage of total PABPCI in the input. 5.71% (SD: 2.94) of total PABPC1 was
co-immunoprecipitated with M2-1 in absence of RNAse, against 2.08% (SD: 0.89) in presence of RNAse (see
Supplementary Fig. $6). Taken together these results indicate that binding between M2-1 and PABPC1 does not
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analysis was performed using BINGO software on all potential M2-1 binding partners. P-values were
determined by a hypergeometric test (alpha=0.01) with a Benjamini & Hochberg correction. All GO terms
related to biological processes found among this selection are displayed as circles, organized from the most
general at the bottom to the most specific at the top. GO terms in an inclusion relation are linked by an arrow,
with the arrow’s head pointing to the daughter GO term. Each circle’ diameter varies according to the GO
term’s total size, and its color varies according to its enrichment p-value. GO terms which aren't significantly
enriched in the analysis are shown as blank circles. Abbreviations used: macromolecule = macMol, metabolic

process = MetPro, development = dev, biosynthetic process = BiosyntPro. Response =resp (a). Complete graph.
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Figure 3. Representation of selected biological processes among potential M2-1 binding partners. A gene set
enrichment analysis was performed using BiINGO software on all potential M2-1 binding partners. P-values
were determined by a hypergeometric test (alpha=0.01) with a Benjamini & Hochberg correction. For seven
chosen GO terms related to biological processes, the enrichment p-values and the number of potential M2-1
binding partners featuring these GO terms are displayed in this graph.

require RNA as an intermediary, but that both proteins’ ability to bind to RNA either consolidates the interaction

and/or leads to the capture of PABPC1 both through protein-protein and RNA-protein interactions.

Similar IP experiments were performed with BSRT7/5 cells transiently expressing M2-1-GFP and the bound
proteins were revealed by immunoblotting (Fig. 5b, Supplementary Fig. S7). PABPC1 was captured in IPs with
Signal was stronger in the absence of RNAse A treatment as observed on infected
cells. This confirms the previous results and highlights that PABPC1-M2-1 interaction does not require any other
viral protein than M2-1 and can form outside of an infectious context. The mirror IP was also carried out: HEp-2
cells were infected with wild-type RSV for 14 h, then subjected to co-IP with an antibody targeting PABPC1 or a
(control). RNAse A was added during lysis. As seen in Fig. 5¢c and Supplementary
Fig. S7, M2-1 was found in greater quantity in the IP using PABPC1 antibody than in control. This further vali-

M2-1-GFP but not free GFP.

non-relevant cellular protein

dates the interaction, in a setting where none of the partners were modified by tags.
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Figure 4. Impact of PABPC1 silencing on RSV multiplication. A549 cells were treated by siRNA PABPC1 or
non-targeting siRNA (control) for 48 h and then infected with RSV-Cherry at MOI 0.05. (a) Cell lysates were
collected at 0, 24 and 48 h p.i, subjected to SDS-PAGE and probed by antibodies directed against PABPCI,

N or M. The visualization of all proteins was realized by Stain Free revelation. Full blots are available in
Supplementary Fig. S4. (b) Cherry fluorescence was measured at 24 and 48 h post-infection and is expressed
as a percentage of the values found for the control siRNA. The data was collected on 5 experiments with each
point performed in triplicate. The significance was tested with a two-tailed paired t-test (alpha=0.05) using
GraphPad Prism software (**p < 0.01 (0.0073); ***p < 0.001 (0.0000025)). The normality of the data was tested
with a Shapiro-Wilk normality test (alpha =0.05) using GraphPad Prism software (p =0.4510 & p =0.5696).
(c) Cell lysates were collected at 48 h p.i and subjected to a plaque titration assay. Results are expressed as the
number of plaques in the 107> dilution wells, in percentage of the total found for the control siRNA. The data
was collected on 3 experiments and each point was performed in duplicate. The significance was tested with a
paired t-test using GraphPad Prism software (**p < 0.01 (0.0081)). The normality of the data was tested with a
Shapiro-Wilk normality test (alpha =0.05) using GraphPad Prism software (p =0.3417).

The MLLE domain of PABPC1 is responsible for its interaction with M2-1. PABPCI is comprised of
several structural domains: four RNA recognition motif (RRM) domains involved in the binding of mRNA polyA
tails, a proline-rich linker and a MLLE domain involved in the binding of most cellular partners of PABPC1%4-%,
To identify which PABPC1 domain or region binds to M2-1, we performed a protein complementation assay: two
complementary fragments of the NanoLuc enzyme?” were fused to the proteins of interest and protein-protein
interactions were monitored by measuring the enzymatic activity of the reconstituted NanoLuc. The N1 and N2
complementation fragments of the NanoLuc were first fused to the entire PABPCI and to M2-1 respectively.
Fusion proteins were transiently expressed in HEK293T cells and luminescence from the reconstituted NanoLuc
was measured and expressed as a normalized luminescence ratio (NLR) over control protein pairs?’. Cell extracts
were treated with RNAse A during 1h prior to luminescence measure, to avoid the detection of mRNA mediated
interactions. Strong luminescent signal was observed when the N1 and N2 fusions of the entire PABPC1 and
M2-1 proteins were co-expressed, validating the interaction between PABPC1 and M2-1 (Fig. 6a).

The interaction between M2-1 and four different fragments of PABPC1 was also tested with this assay
(Fig. 6b). The N-terminal fragment 1-498, spanning the 498 first amino acids of the protein, encompasses the
four RRM and part of the linker. It was associated with a NLR less than 10% of the signal obtained with the whole
PABPCI. In contrast, fragment 492-636, containing the rest of the linker and the MLLE domain, retained roughly
50% of the signal of the whole PABPC1. We thus focused on the C-terminal part of PABPC1 and used fragments
encompassing amino acid residues 492-540 and 541-636, spanning the C-terminal part of the linker and the
MLLE domain, respectively. A loss of more than 90% of the signal was observed for the fragment 492-540, while
fragment 541-636 showed a NLR signal similar to the one observed with fragment 492-636. This shows that the
M2-1 binding site is situated within the MLLE domain of PABPCI.

The PABPC1/M2-1 interaction takes place both in IBAGs and in the cytoplasm of infected
cells.  We then investigated the subcellular localization of the M2-1 - PABPCI interaction. M2-1 can be seen
throughout the cytoplasm in infected HEp-2 cells, but accumulates in viral IBs, and more precisely in IBAGs,
which are sub-compartments of IBs’. Staining of PABPC1 by immunofluorescence confirmed that PABPC1 can
also be found throughout the cytoplasm and co-localize with M2-1 in IBAGs (Fig. 7a). PABPC1 belongs to the
translation initiation complex (Wells 1998). We previously observed that eIF4G, another member of this complex,
was found in IBAGs together with M2-1 and PABPC1’. This raises the question of whether M2-1 interacts just
with PABPC1 or with the translation initiation complex as a whole. To clarify this point, M2-1-GFP was immuno-
precipitated in the presence of RNAse A in RSV-M2-1-GFP infected cells, and the precipitated samples were sep-
arated by SDS-PAGE and probed by antibodies against four other members of this complex: eIF4A, eIF4E, eIF3
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Figure 5. Interaction of PABPC1 with M2-1 expressed either in an infectious context or alone. (a) HEp-2 cells
were infected with either RSV-M2-1-GFP or RSV-GFP (control) for 14h and then subjected to co-IP with GFP
antibody. RNAse (RNAse A or broad-spectrum nuclease) was added or not during the lysis step as indicated.
After SDS-PAGE, immunoblot probing was then performed to detect the M2-1-GFP, GFP, PABPC1 and wild-
type M2-1 proteins in the whole cell lysate (input) and in the bound fraction (bound). Full blots are available
in Supplementary Fig. S5. Representative images from six to seven independent experiments are shown. (b)
HEp-2 cells were transfected with either M2-1-GFP or GFP (control) for 24 h, and then subjected to co-IP with
an anti-GFP antibody. RNAse A was added or not during the lysis step as indicated. Immunoblot probing was
then performed to detect the M2-1-GFP, GFP and PABPCI proteins. Full blots are available in Supplementary
Fig. S7(a-c). Representative images from three independent experiments are shown. (c) HEp-2 cells were
infected with wild type RSV for 14 h, and then subjected to co-IP with an antibody directed against either
PABPCI1 or a non-relevant protein (IMPDH2). RNAse A was added during the lysis step. M2-1 and PABPC1
were then detected by Western blotting. Full blots are available in Supplementary Fig. S7(d-e). Representative
images from two independent experiments are shown.
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Figure 6. Interaction between M2-1 and various fragments of PABPCI. (a) The NanoLuc Two-Hybrid assay
was used to detect the interaction between M2-1 and 5 fragments of PABPCI. Cells were treated with RNAse
A 1h prior to luminescence measurement. Results are displayed as a normalized luminescence ratio (NLR) of
the signal of the two fusion proteins over two control protein pairs. The data was collected on 4 experiments
performed in duplicates. (b) A schematic representation of PABPC1’s domains, with numbers representing
amino acid positions of domains boundaries*. Below are represented the fragments of PABPCI tested for
interaction with M2-1. The numbers correspond to the positions of the first and last amino acid of each
fragment.

—CcCUwvz-—

OzcCcoOoOw

SCIENTIFIC REPORTS |

(2019) 9:15258 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-51746-0


https://doi.org/10.1038/s41598-019-51746-0

www.nature.com/scientificreports/

a M2-1-GFP PABPC1 merge

M2-1-
GFP

PABPC1
-Cherry

merge

Figure 7. Localization of the interaction between M2-1 and PABPCI. (a) Cells were infected by a recombinant
RSV expressing M2-1-GFP (green) and PABPC1 was localized by immunofluorescence (red). DNA was stained
by Hoechst 33258 (blue). Images were taken under a Leica SP8 confocal microscope. Representative images
from 3 independent experiments are shown. (b) Cells were simultaneously infected by RSV-M2-1-GFP and
transfected with PABPC1-Cherry. At 24h p.i, cells were imaged in a chamber heated at 37 °C, with a Olympus
FV3000 confocal microscope. The M2-1-GFP protein was visualized by green fluorescence and the PABPC1-
Cherry by red fluorescence. Representative images from four independent experiments are shown. White
triangles and white arrows indicate M2-1 and PABPC1 signal of IBAGs undergoing disassembly and fusion,
respectively.

and eIF4G (see Supplementary Fig. S8). Consistent with the interactome results, none of those proteins are visible
in the bound fraction, showing that the translation initiation complex is not co-precipitated with M2-1. To better
visualize the M2-1 - PABPCI1 interaction, we performed a Proximity Ligation Assay (PLA) in HEp-2 cells with
antibodies directed against M2-1 and PABPCI. This test relies on close proximity of the two PLA probes trigger-
ing the hybridization of their two oligonucleotides, followed by the amplification of the reconstituted sequence
and its detection by fluorescent probes. The resulting dot-shaped signal enables the visualization of the M2-1
- PABPCI interaction within the cells. As a negative control, PLA was performed with antibodies against M2-1
and the cellular protein IMPDH2. Cells were infected by RSV-L-GFP, a recombinant virus expressing the L-GFP
protein?® (see Methods section), to visualize IBs (in green). Red spots marking complexes of PABPC1 and M2-1
were observed in the cytoplasm, showing that the two proteins also associate outside IBs (Fig. 8). Surprisingly, no
PLA signal was detected inside IBs. This could be due to an inability of the antibodies to enter the viral structures,
a phenomenon often observed when immunostaining IBs induced by RSV?. Taken together, these observations
suggest that M2-1 and PABPCI interact both in IBAGs and in the cytosol. This could mean that their interaction
is conserved as they change cellular compartments. To better understand the sequence of the association between
M2-1 and PABPCI, we performed live cell imaging of transiently expressed PABPC1-Cherry and of M2-1-GFP
in RSV-M2-1-GFP infected HEp-2 cells (see Supplementary Movie 1). It showed that the two proteins exhibit the
same dynamic behavior when IBAGs grow and undergo fusion (Fig. 7b, white arrows). This implies that their
colocalization is constant throughout their stay in IBAGs. Strikingly, the fluorescence of both M2-1 and PABPC1
in IBAGs fades concomitantly as shown on Fig. 7b (white triangles), suggesting that PABPC1 is released from
IBAGs in the cytoplasm together with M2-1.
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Figure 8. Detection of the M2-1 - PABPCI interaction using Proximity Ligation Assay. Cells were infected
with a recombinant RSV expressing L-GFP (green), fixed at 24 h p.i and subjected to a Proximity Ligation
Assay (red). DNA was stained with Hoechst 33258 (blue). Primary antibodies used were directed against M2-1
and PABPC1, or M2-1 and IMPDH?2 for the negative control. Images were taken under a Leica SP8 confocal
microscope. Representative images from 3 independent experiments are shown.

Discussion

In this study, we investigated the interactome of the RSV protein M2-1 within infected cells, using
co-immunoprecipitations coupled with a LC-MS/MS analysis. To our knowledge, this is the first study of
RSV-host interactomics carried out directly in infected cells. We used a recombinant virus carrying an additional
M2-1-GFP thus expressing both wild type M2-1 and M2-1-GFP fusion protein. The fusion protein M2-1-GFP
showed similar efficiency to wild-type M2-1 in promoting viral transcription in minireplicon experiments and
the recombinant RSV-M2-1-GFP’s growth was not significantly different from the wild type RSV’s”. The RSV-M2-
1-GFP virus is thus a useful tool to explore M2-1 interactions with host factors during the course of viral infec-
tion. However, one drawback of this method is that the presence of a tag may prevent some proteins from binding
to M2-1. In our case, though, the formation of heterotetramers M2-1:M2-1-GFP (observed in Fig. 5a) allows
those proteins to be co-purified through their interaction with untagged M2-1.

A total of 137 proteins were identified as potential M2-1 binding partners. This list should not be considered
exhaustive, as proteins with low abundance or weak interactions with M2-1 may not be represented. To vali-
date these results, we chose to focus on one candidate, the polyA-binding protein cytoplasmic 1 (PABPC1). This
protein plays a major role in translation as a member of the translation initiation complex, and participates in
the formation of the closed loop structure taken by mRNA undergoing translation®*~**. PABPC1 also regulates
mRNA stability by protecting the polyA tail from degradation and interacting with deadenylation complexes, and
is involved in miRNA and nonsense-mediated decay**-*¢. As such, it is often targeted by viruses, either to shut off
cellular translation or to enhance their own proteins’ expression®. In particular, it is involved in several interac-
tions with viral proteins. For example, both the rotavirus protein NSP3 and the rubella virus capsid protein bind
to PABPC1 to remove it from the translation initiation complex and relocate it to the nucleus during infection,
leading to an inhibition of cellular mRNA translation. On the contrary, influenza A protein NS1 binds PABPC1
without disturbing its interaction with eIF4G, and thus with the translation initiation complex. NS1 also interacts
with viral mRNA, which could lead to the formation of a mRNA-NS1-PABPC1 complex which was proposed to
enhance the recruitment of the translation machinery on viral mRNA?*"%. As the RSV mRNA are both capped
and polyadenylated, it is very likely that PABPC1 intervenes in their translation. Considering this, and the fact
that M2-1, like influenza A NS1, binds both PABPC1 and viral mRNA, the M2-1 - PABPC1 interaction could
facilitate recruitment of the translation machinery on viral mRNA. PABPC1 also plays an important role in con-
trolling the stability of mRNAs, which could suggest that M2-1 stabilizes viral mRNAs by recruiting PABPC1.
Consistent with this hypothesis, many proteins involved in regulating mRNA stability were identified as potential
M2-1 interactors (Figs 2 and 3). Both hypotheses are consistent with our PABPC1 inhibition experiments, which
show a significant impact of PABPC1 on RSV infection level, proteins level and virion production.

Our results clearly showed that PABPC1 was co-precipitated with M2-1 from infected cells. Quantification of
Western blot signals suggest that only a small proportion of total cellular PABPC1 is involved in this interaction,
which is consistent with the fact that no shut-down of cellular translation is observed in RSV infected cells. It is
unclear whether the M2-1 - PABPC1 interaction is direct or not. The protein complementation assay detects close
M2-1 - PABPC1 interactions that rely on the MLLE domain rather than the RNA-binding domains. This strongly
suggests that the observed M2-1 — PABPCI interaction is not due to mutual binding to the same RNA, though
it probably reinforces or contributes to the interaction. This assumption is supported by the observation of an
interaction between M2-1 and PABCI in cell lysates treated by RNAse. However, since PABPCI partially protects
polyA tails against RNAse digestion, this is not an undisputable argument®*. The M2-1 - PABPC1 interaction is
also detectable in cells expressing M2-1 alone, indicating that no other RSV protein is needed as an intermediary.
However, other cellular proteins could be involved. Among known PABPC1 binding partners, only hnRNP D was
found as potentially interacting with M2-1 in our interactomics screen. However, its inhibition by specific siRNA
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had no visible impact on RSV multiplication (see Supplementary Fig. S9), suggesting that this protein does not
play a role in this interaction.

The observation of the cellular colocalization of M2-1 and PABPC1 shows that these two proteins associate
both within IBAGs and in the cytoplasm, and hints that they leave IBAGs together. Moreover, M2-1 is believed
to bind nascent viral mRNA that concentrate in IBAGs before being released in the cytosol”!>. Altogether these
data suggest that PABPCI binds the M2-1-viral mRNA complex in the IBAGs and that both PABPC1 and
M2-1 remain associated with viral mRNA in the cytosol after their release from IBAGs. Interestingly, the anal-
ysis of the potential M2-1 binding partners defined in this study revealed that the candidates were significantly
over-represented in biological processes linked to mRNA metabolism, such as mRNA splicing, translation and
stabilization. As the experiments were realized in the presence of RNAse, it is unlikely that the capture of so many
RNA-binding proteins simply results from the pull-down of the entire ribonucleoprotein. This is comforted by
the fact that other proteins present on mRNA, such as eIF4E, eIF4G, eIF4A and elF3, were not precipitated with
M2-1. Therefore, this result most likely indicates that M2-1, previously only known for its role in viral transcrip-
tion, stays closely associated with mRNA and mRNA-binding factors (like PABPC1), throughout mRNA depar-
ture from IBAGs and release in the cytoplasm. M2-1 could thus have a hitherto unknown role in the fate of viral
mRNA post-transcription, in conjunction with cellular factors involved in mRNA metabolism such as PABPCI.
Like influenza A protein NSI, it could enhance the translation of RSV mRNA over cellular mRNA. It could also
promote the stability of viral mRNA by consolidating the binding of cellular stabilizing factors or by disrupting
the recruitment of degradation complexes. Another option is that it could lead to the recruitment of mRNA bind-
ing factors directly in IBAGs, so that when the viral mRNA is released in the cytoplasm, it is not unprotected and
has all the hallmarks of a fully mature cellular mRNA. In conclusion, our results demonstrate M2-1’s involvement
in the fate of viral mRNA downstream of transcription. It opens the way for the exploration of M2-1’s roles in
regulation of viral mRNA maturation and stability.

Materials and Methods

Cells and viruses. HEp-2 cells (ATCC number CCL-23) were grown in Eagle’s minimum essential medium
(MEM). BHK-21 cells (clone BSRT7/5), constitutively expressing the T7 RNA polymerase*®, HEK293T cells
(ATCC number CRL-3216), constitutively expressing the SV40 T-antigen, and A549 cells (ATCC number CCL-
185) were grown in Dulbecco modified essential medium (DMEM). Media were supplemented with 10% (v/v)
fetal calf serum (FCS) and antibiotics. The wild-type RSV, the RSV-GFP, the RSV-M2-1-GFP, the RSV-L-GFP and
the RSV-Cherry are derived from the RSV subtype A Long strain (ATCC VR-26) and were rescued by reverse
genetics as previously described*'. Experiments were performed with viral stock amplified on HEp-2 cells at
37°C after three to five passages*'. Plaque assay were performed at 37 °C on HEp-2 cells using Avicel overlay as
previously described?!4..

Antibodies. The rabbit polyclonal anti-M2-1, anti-N and anti-M were obtained by repeated injection of puri-
fied recombinant protein produced in Escherichia coli as previously described*?. The mouse anti-cellular proteins
antibodies used in western blotting were from Santa Cruz: PABP (10E10; 0.4 pg/ml), eIF4G (A-10; 0.4 ug/ml),
eIF4E (P-2; 0.4 ug/ml), eIF3m (C-5; 0.4 ug/ml) and eIF4AI/II (H-5; 0.4 pg/ml). The Santa Cruz mouse anti-PABP
antibody and an abcam rabbit anti-IMPDH2 antibody (ab75790) were used in co-immunoprecipitation at a con-
centration of 10 ug/ml. The rabbit anti-PABP (ab21060; 2 pg/ml) and mouse anti-M2-1 (ab94805; 2 ug/ml) used
in immunofluorescence staining and Duolink were from Abcam. Secondary antibodies (2 ug/ml) raised against
mouse or rabbit IgG (H+ L) and conjugated to Alexa Fluor 488, 594 or 647 were from Invitrogen. Secondary
antibodies (0.1 pg/ml) raised against mouse or rabbit IgG (H + L) and conjugated to horseradish peroxidase were
from Promega.

Plasmids. All the viral sequences were derived from the human RSV strain Long, ATCC VR-26 (GenBank
accession AY911262.1). To construct the RSV-GFP reverse genetic vector, the Cherry gene has been replaced
by the GFP coding sequence in pACNR-rHRSV-cherry vector between the two Mlul restriction sites*'. The
RSV-L-GFP reverse genetic vector has been derived from the pACNR-rHRSV by inserting the L-GFP coding
sequence?® between BamHI and BstBI restriction sites. Sequences of RSV-GFP and RSV-L-GFP genomes are
available on GenBank at accession numbers MK816924 and MK810782. Expression plasmids of RSV M2-1 and
M2-1-GFP proteins (pM2-1 and pM2-1-GFP) have been previously described'>. pPABPC1 was constructed by
inserting the PABPC1 coding sequence in a pCI mammalian vector (Promega) between the Kpnl and Sall restric-
tion sites. pPABPC1-Cherry was constructed by inserting the Cherry coding sequence in pPABPC1 between the
Sall and NotI restriction sites. The plasmids pPABPC1-C1 and pM2-1-C2 were constructed by inserting the M2-1
or PABPC1 coding sequence by Gateway recombination (Invitrogen) in pDEST-N2H-C1 and pDEST-N2H-C2
respectively”’. In pM2-1-C2, the M2-1 coding sequence used was optimized for human expression (sequence
available upon request). The pPABPC1,_495-N1, pPABPCl 49, 635-N1, pPPABPCl 9, 540-N1 and pPABPCl5,; 436-N1
were constructed by inserting each truncated PABPC1 coding sequence in pDEST-N2H-N1, also by Gateway
recombination?. All constructs were verified by sequencing.

Plasmid transfection. For co-immunoprecipitations, BSR/T7-5 were transfected with Lipofectamine 2000
(Invitrogen) according to the manufacturer’s recommendations with 4 ug of plasmid. For protein complementa-
tion assays, HEK293T cells in 96-wells plates were transfected with 0.56 uL of Polyethylenimine 1 mg/mL (molec-
ular weight 40000, Polysciences) and with 0.2 pg of plasmid.

Protein complementation assay (N2H). At 24h post-transfection, cells were lysed in NanoGlo
Luciferase Assay Buffer (Promega) and incubated for 1h with 100 ug/ml of RNAse A (Thermo Scientific). After

SCIENTIFIC REPORTS |

(2019) 9:15258 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-51746-0


https://doi.org/10.1038/s41598-019-51746-0

www.nature.com/scientificreports/

addition of an equal volume of NanoGlo Luciferase Assay Substrate (Promega) diluted 200 times in NanoGlo
Luciferase Assay Buffer, luciferase activity expressed in RLU was measured using a Tecan infinite M200PRO plate
reader. NLR were then calculated as previously described?’.

Cell infection and siRNA transfection. siRNA transfection was performed on A549 cells newly seeded
in 96-wells plates*!. Briefly, a pool of 4 different siRNA targeting the same gene (ON-TARGETplus SMARTpool,
Dharmacon) was transfected simultaneously to the cell seeding, using DharmaFECT transfection reagent
(Dharmacon). 0.5 uL of DharmaFECT per well were used with a final siRNA concentration of 50 nM.

Cell viability test. Cell viability was tested using the Cell Titer Glo Luminescent Cell Viability Assay
(Promega) according to the manufacturer’s recommendations. Luciferase activity expressed in RLU was meas-
ured using a Tecan infinite M200PRO plate reader.

Co-immunoprecipitation. To perform co-immunoprecipitation using a GFP tag, HEp-2 cells infected with
RSV-M2-1-GFP or transiently expressing M2-1-GFP were lysed in a co-IP lysis buffer (Tris 10 mM pH 7.5; NaCl
150 mM; IGEPAL® CA-630 0.5% (Sigma-Aldrich); antiprotease (Roche)) with or without 100 ug/ml of RNAse
A (Thermo Scientific), then incubated overnight at 4 °C with GFP-Trap beads (Chromotek) according to the
manufacturer’s recommendations. Beads were rinsed three times in a co-IP dilution buffer (Tris 10 mM pH 7.5;
NaCl 150 mM), then either subjected to LC-MS/MS analysis or eluted in Laemmli buffer at 95°C and analyzed
by SDS-PAGE. To perform co-IP using PABP antibodies, HEp-2 cells infected with wild-type RSV were lysed
in a co-IP lysis buffer (Tris 50 mM pH 7.5; NaCl 150 mM; EDTA 2mM; DTT 1 mM; IGEPAL® CA-630 0.5%
(Sigma-Aldrich); Glycerol 10%; antiprotease (Roche)) with or without RNAse. As RNAse, we used either RNAse
A (Thermo Scientific) at 100 pg/ml or Pierce Universal Nuclease (Thermo Scientific) at 250U/ml. They were then
incubated overnight at 4 °C with Protein A sepharose beads CL-4B (GE healthcare). The beads had previously
been incubated 1h with either mouse anti-PABP or anti-IMPDH2 antibodies and rinsed three times in PBS and
one time in lysis buffer. After incubation with the lysate, beads were rinsed two times in the co-IP lysis buffer and
two times in PBS, then eluted in Laemmli buffer at 95 °C and analyzed by SDS-PAGE. Western blot signals’ rela-
tive quantification was performed using the Image Lab software (Bio-Rad); for each protein, the corresponding
Input signal was used as reference.

LC-MS/MS analysis. Proteins on co-immunoprecipitation beads were incubated with NH,HCO; 25 mM
containing sequencing-grade trypsin (25 ug/mL; Promega). Peptides were desalted using ZipTip u-C18 Pipette
Tips (Millipore). Peptides mixtures were analysed by (1) a Q-Exactive Plus coupled to a Nano-LC Proxeon 1000
or by (2) an Orbitrap Fusion coupled to an UltiMate™ 3000 RSLCnano System (2) (all from Thermo Scientific).
For (1), peptides were separated by chromatography with the following parameters: Acclaim PepMap100 C18
pre-column (2cm, 75 pm i.d., 3 pm, 100 A), Pepmap-RSLC Proxeon C18 column (50 cm, 75 pm i.d., 2 pm, 100 A),
300 nl/min flow rate, a 98 min gradient from 95% solvent A (water, 0.1% formic acid) to 35% solvent B (100%
acetonitrile, 0.1% formic acid). Peptides were analysed in the Orbitrap cell, at a resolution of 70,000, with a mass
range of m/z 375-1500. Fragments were obtained by higher-energy collisional dissociation (HCD) activation
with a collisional energy of 28%. MS/MS data were acquired in the Orbitrap cell in a Top20 mode, at a resolution
of 17,500. For (2), chromatographic separation of the peptides was achieved by an Acclaim PepMap 100 C18
pre-column and a PepMap-RSLC Proxeon C18 column at a flow rate of 300 nl/min. The solvent gradient con-
sisted of 99% solvent A (water, 0.1% (v/v) formic acid) to 45% solvent B (100% acetonitrile, 0.1% formic acid)
over 55 minutes for a total gradient time of 1 hour. The Orbitrap cell analysed the peptides in full ion scan mode,
with the resolution set at 120,000 with a m/z range of 400-1500. Collision-induced dissociation (CID) activation
with a collisional energy of 35% was used for peptide fragmentation with a quadruple isolation width of 1.6 Da
and a resolution of 30,000 for MS/MS. The Orbitrap cell was employed in top-speed mode in order to acquire
the MS/MS data. Maximum ion accumulation times were set to 50 ms for MS acquisition and 300 ms for MS/MS
acquisition in parallelization mode.

Quantification of protein abundance variations. Peptide and protein abundance were measured using
Progenesis-Qi software 4.1 (Nonlinear Dynamics Ltd, Newcastle, UK). For the identification step, all MS and
MS/MS data were processed with the Proteome Discoverer software (Thermo Scientific, version 2.2) coupled to
the Mascot search engine (Matrix Science, version 2.5.1). The mass tolerance was set to 7 ppm for precursor ions
and 0.5 Da for fragments. The maximum number of missed cleavages was limited to two for the trypsin protease.
The following variable modifications were allowed: oxidation (Met), phosphorylation (Ser, Thr, Tyr), acetylation
(Protein N-term). The SwissProt database (02/2017) with the Homo sapiens taxonomy was used for the MS/MS
identification step. Peptide Identifications were validated using a 1% FDR (False Discovery Rate) threshold cal-
culated with the Percolator algorithm. Protein identifications were validated if at least two unique peptides were
identified by protein. Protein abundance measurements were calculated according to the Hi-3 label-free quanti-
fication method. P-values were computed on protein ratios from the 6 independent experiments with R Studio
software with the R/Bioconductor software package Limma (with eBayes procedure).

Enrichment analysis of potential M2-1 binding partners. Associated Gene Ontology (GO) terms
enrichment analyses and their visualization were obtained by the Bingo® Cytoscape plugin (version 3.0.3) with
the following parameters: hypergeometric test as statistical test with a Benjamini & Hochberg False Discovery
Rate (FDR) correction and a significance level of 0.01.

Quantitative real-time PCR.  Cellular and viral mRNA were extracted from cells using QIAamp Viral RNA
Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s recommendations. Genomic DNA was lysed and cDNA was

SCIENTIFIC REPORTS |

(2019) 9:15258 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-51746-0


https://doi.org/10.1038/s41598-019-51746-0

www.nature.com/scientificreports/

synthesized from the extracts’ mRNA with random hexamer primers, using the Superscript IV VILO Mastermix
with ezDNAse enzyme (Thermo Scientific) according to the manufacturer’s instructions. 4 uL of cDNA product
were amplified with 0.6 uM of paired primers (presented in Supplementary Table S5) and Dynamo ColorFlash
SYBR green mastermix (Thermo Scientific) according to the manufacturer’s recommendations, on a CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), following the recommended protocol. mRNA quantifica-
tion was then realized using the 2~22°T method with Pfaffl correction®’.

Immunofluorescence staining and duolink. HEp-2 cells were grown on glass coverslips, infected
for 24 h then fixed with PBS-formaldehyde 4% (v/v) for 10 min at room temperature and permeabilized with
PBS-BSA 1% (w/v)-Triton X-100 0.1% (v/v) for 10 min. For immunofluorescence staining, cells were incubated
for 1h with the indicated primary antibodies, and 30 min with the appropriate Alexa Fluor-conjugated secondary
antibodies and Hoechst 33342 (1 ug/ml). After washing in PBS, coverslips were mounted in ProLong Diamond
antifade reagent (Thermofisher). For PLA experiments, Duolink In Situ kit (Sigma-Aldrich) was used accord-
ing to the manufacturer’s instructions. After permeabilization and blocking, cells were incubated with a mouse
anti-M2-1 antibody and a rabbit anti-PABP antibody (Abcam) 60 min at room temperature in a humidity cham-
ber. The coverslips were then incubated with corresponding secondary antibodies conjugated with PLA probes
for 60 min at 37 °C. Ligation and amplification steps were performed as indicated by the manufacturer and cover-
slips were mounted onto slides. Z-stack image acquisitions of multi-labelled cells were performed under the WLL
Leica SP8 microscope.

Live Imaging. For time lapse microscopy, HEp-2 cells were seeded on Ibidi u-Dish polymer coverslip bot-
tom. Cells were transfected with pPABPC1-Cherry and infected with RSV-M2-1mGFP as described above. At
24h p.i,, cells were placed under a Olympus FV3000 confocal microscope. Z-stacks were acquired every minute
during 30 min. Maximum projection was performed on Icy Software and the resulting movies were visualized on
Icy Software.

Data availability

The complete data sets are available in the PRIDE partner repository** under the identification number:
ProteomeXchange accession: PXD013761 Project Webpage: http://www.ebi.ac.uk/pride/archive/projects/
PXD013761 FTP Download: ftp://ftp.pride.ebi.ac.uk/pride/data/archive/2019/10/PXD013761 as.raw files, Proteome
Discoverer 2.2.pdResult files, associated pep.xml and xIsx files, and abundance measurements report generated by
Progenesis QL.
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