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Avant-propos :

Cette thése a été réalisé au sein de I'Ecole Doctoral Sciences Technologies Santé de
'Université de La Réunion (ED542) et a été financée par un contrat doctoral du
Ministére de I'Enseignement Supérieur, de la Recherche et de I'lnnovation (MESRI).
Les travaux de cette thése ont été menés au sein de I'Unité Mixte de Recherche
Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical (UMR PIMIT ; Université de La
Reéunion, Inserm 1187, CNRS 9192, IRD 249) dirigée par le Dr. Patrick MAVINGUI.
Cette thése a regu le soutien financier de la Région Réunion et de 'Union Européenne

par le programme de Fonds Européens de Développement Régional (FEDER).

5
LY PIMIT il

. y Processus Infectieux en R‘EG]ON REUNION
Milieu Insulaire Tropical

UNION EUROPEENNE






Remerciements

J’adresse mes sincéres remerciements aux membres du jury qui ont
accepté d’évaluer mes travaux de these. Merci au Pr. Nathalie Chazal et au Pr. Didier
Hober pour avoir accepté d’'étre rapporteur et au Pr. Marie-Paule Gonthier, au Dr.
Vincent Lotteau et au Dr. Marie-Pierre Courageot pour avoir accepté d'étre

examinateur de ma thése.

Je tiens a remercier les membres de mon comité de suivi de thése pour
leur enthousiasme, leurs précieux conseils et encouragements qui ont été une réelle
source de motivation durant ces 4 années de thése. Merci au Pr. Pierre-Emmanuel
Ceccaldi, au Dr. Estelle Nobécourt-Dupuy, au Dr. Erika Navarro Sanchez et au Dr.
Alain Kohl.

Je remercie le Dr. Patrick Mavingui, directeur de I'Unité Mixte de Recherche
Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical (PIMIT), de m’avoir accueillie au sein
de son unité de recherche pour la réalisation de mon doctorat. Je vous remercie pour
votre compréhension et votre soutien constant, ainsi que pour votre engagement a

toujours mettre 'intérét des étudiants au premier plan.

Je tiens a remercier mon directeur de thése, le Dr. Gilles Gadea. Tu as
toujours été pour moi un exemple de rigueur scientifique, avec une organisation, une
gestion de ta vie personnelle et professionnelle, et une abnégation sans égal. Merci
pour ta confiance et ta bienveillance, en me laissant une pleine liberté et autonomie
tout au long de ma thése. Merci pour tes qualités pédagogiques, humaines, et
scientifiques. Je me rappellerai toujours nos moments de franches rigolades
(notamment I'histoire du martinet), les nombreuses fois ou tu me remontais le moral
face a une erreur de manipulation ou un résultat non exploitable, ainsi que les
discussions scientifiques ou tu ne limitais jamais mes réflexions. Ton départ a
Montpellier a été un événement compliqué pour moi, créant beaucoup de distance
entre nous. La fin de thése n’a également pas été chose facile, en étant accompagné
de nombreuses difficultés personnelles et professionnelles. Malgré tout cela, tu as
toujours su étre disponible, patient et a I'écoute. Je ne pourrais jamais assez te
remercier de m’avoir encadré et soutenu durant tout ce temps. Merci pour tout ce que

tu as fait pour moi. Merci d’avoir été mon directeur de these.



Je tiens également a remercier chaleureusement mon co-directeur de
thése, le Dr. Philippe Després. Merci d’avoir assuré la releve au milieu de mon
parcours en acceptant de participer a mon encadrement et de devenir mon co-
directeur de these. Merci pour les nombreuses discussions enrichissantes, a parler de
science, a nous questionner et trouver des hypothéses et solutions en avangant de
concert pour la finalisation de mon projet de thése. Merci pour ta disponibilité, ta
patience et pour la passion que tu dégages a chaque fois que I'on te voit. Nul ne peut
réver d’'un meilleur soutien et encadrement. Je me rappellerai toujours tes conseils et
encouragements, comme lors de ma participation au congrés de ’'ASV2022 ou j'ai eu
I'opportunité d’étre autonome et de me représenter seul. Comme tu me I'as dit un jour,
« une bonne thése te détruit pour mieux te reconstruire et faire de toi un véritable
chercheur ». J'espére pouvoir suivre tes enseignements et devenir ce véritable
chercheur qui transmettra sa passion pour la virologie avec autant de patience et
d’humanité que toi. Merci d’avoir été mon co-directeur de thése.

Merci aux responsables de I'Ecole Doctorale STS de I'Université de La
Réunion. En particulier, un grand merci au Dr. Alain Bastide pour son
accompagnement et son soutien a tous les doctorants, sans aucune distinction, et pour
m'avoir remonté le moral durant une période difficile de ma thése. Un énorme merci a
Maria Mossadaq, I'une des femmes les plus belles, humaines et gentilles que je
connaisse. Tu es toujours dévouée a ton travail, prenant toujours le temps d'étre a
I'écoute et disponible pour tous tes petits doctorants. Aujourd'hui, je peux dire que tu

es devenue une amie formidable qui m'a toujours soutenu. Tu es la meilleure !

Merci aux responsables de la Médiation Scientifique de I’Université de La
Réunion. En particulier, merci a Christelle Letellier et Silvere Pasquier pour leur
grande humanité et leur accompagnement indéfectible des doctorants lors des
nombreux évenements scientifiques qui ont lieux chaque année. Merci de toujours étre

a I'écoute et de la confiance que vous nous accordez en tout instant.

Merci aux référents administratifs de I’'lUMR PIMIT. Merci a Marina Rigolet et
Anne-Julie Bruno pour leur accompagnement durant toute ma thése. En particulier,
pour 'organisation de ma participation au congrés ASV2022 et mon voyage aux Etats-

Unis qui ne s’est pas totalement déroulé comme prévu... mais qui s’est bien terminé.



Je tiens a remercier chaleureusement tous les collegues de 'UMR PIMIT
et en particulier un grand merci aux collegues de I’équipe MOCA qui m’ont
accueilli parmi eux et qui ont toujours montré de l'intérét pour mes travaux. Merci a
Phillipe Després notre chef d’équipe pour sa grande expertise, a Gilles Gadea mon
directeur de thése pour sa bienveillance, a Chaker El Kalamouni pour sa grande
gentillesse, a Jean-Jacques Hoarau un exemple de positivité a toute épreuve, a
Pascale Krejbich-Trotot pour ses questions toujours trés pertinentes, a Marjolaine
Roche notre miss NS1, a Wildriss Viranaicken le boss de la protéomique, a Dani

Osman le fan des énigmes, et a Jessica Andries le couteau suisse de notre équipe.

Je tiens également a remercier I’ensemble des collegues de I'équipe
DYSIIS. Merci a Camille Lebarbenchon le chef d’équipe pour sa polyvalence, a Patrick
Mavingui notre directeur d’unité de recherche pour sa détermination, a Muriel Dietrich
pour sa dévotion totale au sein du laboratoire, a Pablo Tortosa pour sa bonne humeur
et ses sifflements dans les couloirs, a Célestine Atyame Nten pour ses écart-types a
tendance significative, a Hervé Pascalis pour sa franchise et son expertise en virologie,
a Marie Koster notre experte de la PCR, a Cyrille Lebon le couteau suisse de I'équipe
DYSIIS, a Magalie Turpin pour son franc-parler qui cache une grande gentillesse, a
Fiona Baudino pour sa positivité et son magnifique sourire, a Lise Monti pour sa
gentillesse naturelle, a Clément De-Graaf pour nos discussions durant les repas du
midi, a Marie Alice Simbi pour sa force de travail inégalée et a Jérémy Dubrulle le

cowboy qui nage et nage en nous ramenant des bocaux de piment mangue/ananas.

Merci aux post-doctorants de 'UMR PIMIT. Merci a Etienne Frumence pour
son humour, son esprit scientifique et son amour de I'aquariophilie, a Juliano Haddad
un vrai magicien du criblage phytochimique a qui j'ai fait découvrir son daltonisme par
hasard, a Bénédicte Vanwalscappel pour sa détermination a toute épreuve et son nom
de famille trop compliqueé, a Riana V. Ombalahibemaso Ramanantsalama (j'ai parlé
de nom de famille compliqué...) merci pour nos soirées a boire, danser et chanter ainsi
que nos matchs de bras de fer, a Jeanne-Arline Rajaonarivelo pour ta bienveillance et
ta gentillesse, a Charifat Said-Hassane pour nos discussions philosophique durant la
pause du midi, a Charline Herrscher pour son dynamisme, sa rigueur et sa résilience,
a Matthieu Pot pour son humour sans égal, a Julien Mélade qui a travailler comme moi
sur I'élaboration de clones viraux et de réplicon dengue, un boulot bien difficile et a
Toscane Fourié pour sa gentillesse, son ouverture d’esprit et son grand coeur.

-7 -



Merci aux doctorants de ’'lUMR PIMIT. Merci a Sandra Bos d’avoir participé a
mon encadrement durant 'ensemble du master et pour nos soirées a discuter de
science en écrivant sur les vitres de ton appartement, a Jonathan Turpin avec qui le
travail est toujours plus plaisant, a Axel Hoarau mon ami cuisinier, dessinateur et
scientifique hors-pair, a Eva Ogire qui a toujours été d’'une grande gentillesse envers
moi, a Sarah Hafsia qui posséde une ténacité et une résilience sans égal, a Alawiya
Reslan une collégue de promotion qui a su atteindre ses objectifs, a Jade Delveaux
avec qui jadorais discuter aussi bien science que vie perso, a Fenia Diane
Ramiharimanana ma compeére lors de la conférence de 'ASV2022 et de notre visite a
Chicago, un moment inoubliable, a Layla El Kamali une chanteuse hors du commun
qui semble pouvoir tout prédire en tout instant, a Samantha Aguillon la main de fer
dans un gant de velours, a Tatiana Barbar la seule fan de muscu a avoir eu mes
chaussettes sur son bureau, a Grégorie Lebeau ’homme qui publie plus vite que son
ombre, a Dana Machmouchi qui aurait di étre ma stagiaire mais qui est devenue bien
plus que ¢a avec le temps, a Daed El Safadi pour son rire, sa bonne humeur constante
et ses chansons dans les couloirs du laboratoire, a Rachel Leong pour sa grande
geénerosité et le fameux « C’est quoi un Wildriss ? » qui me fait encore rire aujourd’hui,
a Patrick Carriére Richez le barbu de la bande avec qui les fins de soirées sont un peu

trop folles, et a Victoria Carcauzon la rugbywoman aux yeux revolver.

Merci a mes stagiaires et aux jeunes étudiants qui m’ont marqué. Merci a
Lucille Hoareau, officiellement ma premiere stagiaire qui fut aussi appelée la stagiaire
aux 100 ECTS. Tu voulais continuer en médecine, je pense que cela est chose faite
désormais. Je te souhaite alors le meilleur pour la suite et que tu t'épanouisses
pleinement dans cette nouvelle voie. Merci a Elaa Chkaydem, une étudiante studieuse
qui a toujours été a I'écoute, qui possédait une qualité de prise de note sans égal et
qui affectionnait tout particulierement les P1000. J'espere que tu sauras t'épanouir au
cours de ta thése et trouver la passion qui sommeille en toi. Merci a Caroline Jung qui
m’a organisé tout mon trip a Paris lors d’une escale de seulement 10h ou jai réussi a
me balader le long des quais de Seine et a prendre des photos devant pas loin d’'une
quinzaine de monuments. Merci pour tous les moments de fou rire que nous avons eu
a la paillasse comme au bureau. Merci a Julia Bourciquot Gonzalez, pour ta bonne
humeur, ton dynamisme, tes golts musicaux vraiment uniques et nos discussions

intenses autour de I'écologie qui te tiens tellement a coeur.



Merci aux collegues de 'UMR DéTROI, nos anciens fréres et anciennes
sceurs de paillasses qui étaient toujours la pour échanger science mais également
pour bien rigoler. Merci en particulier a Olivier Meilhac, Emmanuel Bourdon, Steeve
Bourane, Nicolas Diotel, Marie-Paule Gonthier, Christian Lefebvre d’Hellencourt,
Christine Robert-Da Silva, Philippe Rondeau, Pierre Giraud, Cynthia Planesse, Bryan
Veeren, Angélique Arcambal, Jessica Patche, Brice Nativel et Laura Gence. Merci aux
doctorants et doctorantes, en particulier a Ali, Kévin, Marie, Sarah, Batoul, Stéphane,
Eloise, Chloé, Aurélie, Danielle, Floran, Julien, Teva, Katy et Laurine.

Merci aux collegues travaillant sur la plateforme CYROI. En particulier,
merci & Imade, Sébastien, Colette, Hella, Christian, Maya, Jéréme, Eric, Johnny,

Johan, et Marcella.

Merci aux doctorants et doctorantes de I’Université de La Réunion, que jai
rencontrais au cours de mes formations, évenements scientifiques ou au cours de ma
vie étudiante. Merci a Tristan, Nalitiana, Océane, Meila, Nathan, Julie, Merléne,

Marion, Tanika, Maéva, Camille, Florian, Margot, James, Mélodie et Aroul.

Merci aux participants de la MT180, qui ont partagé ce moment fabuleux de
vulgarisation scientifique avec moi. Merci a Olivia, Océane, Julie, Samantha, Hanna,
Meila, Tristan, Florian, Dana, Mélissa, Anne-Laure, Nalitiana et a notre formateur

Benoit Dubin.

Merci a Roger et les chatons, mes amis pour la vie. Je vous remercie
Jonathan, Axel et Marie pour tous ces bons moments passés ensemble a rire,
débattre, danser, chanter, manger et boire. Sans vous, ma thése n’aurait jamais été la
méme. Tellement de souvenirs et de nostalgie, nos soirées chez Axel ou nous faisions
toujours trop de bruit, nos soirées chez moi les uns sur les autres dans mon
appartement de 20m2, les soirées chez Jonathan... hein non je me trompe la..., nos
moments au petit Buddha accompagné de nos fameux shoots godt dentifrice et cette
inoubliable soirée ou la main du démon fut créée... Il y aurait tellement de chose a
dire, mais au final le plus important comme vous le savez : « Je vous aime et je n'ai
pas besoin d’étre bourré pour vous le dire ». Merci beaucoup les amis, vous comptez

énormément pour moi !



Merci a Marie, notre experte du vin et de Céline Dion. Du jour ou tu es arrivée
parmi nous en me piquant la place qui m’était réservée au bureau des sardines,
jusqu’au jour de ton départ, tu as toujours été radieuse, souriante et joviale. Un vrai
soleil qui illumine tous ceux et celles qui prennent le temps de savourer sa lumiére...
mais petit conseil, faite tout de méme attention, les rayons du soleil peuvent parfois
cacher un beau petit kraken prét a vous sauter dessus. Je me rappellerai toujours nos
danses ou tu virevoltais comme une sirene au point de laisser une trace de pas sur le
plafond de Riana, ce fameux grain de riz qui fut le premier lien biologique entre toi et
moi, nos batailles de gosses a coup de bouteille d’eau le vendredi soir, nos débats
interminables a la cafétéria renommée pour I'occasion « Resto U », et ce camping au
Maido avec un feu qui nous pris 3h a allumer sans s’intoxiquer. Tu as toujours été la
pour me soutenir, pour discuter science, pour discuter tout court d’ailleurs. Tu es
comme une sceur pour moi, je te souhaite le meilleur pour la suite et te remercie pour
tout le bonheur que tu as su apporter autour de toi. La prochaine fois qu’on se reverra,

¢a sera moi qui t'offrirai un Espresso Martini, promis !

Merci a Jonathan, mon frere d’'une autre mere et d’un autre pére. Un homme,
un mari et un pére exceptionnel, qui posséde une réelle volonté de faire le bien autour
de lui. Comment oublier tes entrées fracassantes au bureau des sardines, avec ton
fameux : « jHola de la casa buena! ». Tu réveillais tout le monde d’'un seul coup et tu
arrivais a transmettre ta bonne humeur en un instant. Nos sessions de bras de fer, ou
tu n'avais aucune chance de gagner mais I'ego était Ia, tes cris de Wookies qui ferait
palir Chewbacca, ta maniere de commander une pinte de Léffé sans sourciller une
seule seconde et les fameux Kinder Bueno que je devais donner a Olivia suite au
chantage de son pére, qui finalement aura tout manger lui-méme... Je te respecte
enormément, tu es un modéle pour moi sur de nombreux points et jespére un jour
pouvoir égaler la passion que tu dégages lorsque tu parles de science. Ta volonté de
défendre les valeurs de la vraie science, autour de toi et surtout sur le fameux réseau
social Twitter qui fut renommé X d’ailleurs... Tu n’y serais pas pour quelque chose dit
moi... ? Aujourd’hui on se voit malheureusement un peu moins, malgré le fait que l'ile
ne soit pas si grande, Saint-Joseph est a au moins 3h voir 4h de décalage horaire.
C’est fou quand méme, presque un autre monde la-bas ! Mi sa pas koz en lu, mé mi
tien remerci a ou du plu profon de mon kér. Ne me juge pas, le bounty essaie de faire

de son mieux... On se voit bientot frérot et encore merci. Bisous a Leslie et Olivia.

-10 -



Merci a Axel, un ami et un chercheur hors du commun. Tu as certainement été
un de mes amis les plus proches au cours de cette thése. Celui a qui je pouvais me
confier et qui pouvait aussi se confier a moi lorsque cela n’allait pas. La premiére fois
qu’on s’est rencontré toi et moi, le feeling ne passait vraiment pas. J'étais en Master,
je voulais me faire remarquer et pour moi la compétition était primordiale pour réussir
a intégrer une thése au sein de notre laboratoire. C’est une fois que je suis devenu
doctorant que notre relation a vraiment débuter et que j'ai appris a te découvrir. Tu es
un chercheur plein de savoir, de connaissance et de passion pour son domaine, mais
pas uniquement. Ta culture générale, ton amour de la botanique, de I'ornithologie,
ainsi que tes talents artistiques et culinaires font de toi quelqu’'un d’unique. Je me
rappellerai toujours nos affrontements aux sudokus ou aux dingbats durant nos
moments de pauses, nos concours de dessins ou je n’avais aucune chance de gagner.
Le nombre de fois ou tu as essayé de m’apprendre a faire le hibou en soufflant dans
les mains et ou le seul son que jarrivais a faire dans les bons jours était : « Pfiouit
pfiouit... » a peine le son d’'un oiseau enrhumé. Ton pouce tordu qui trouvait toujours
une utilité, pour un meilleur pipetage ou pour mieux jouer de la guitare. Tes imitations
de la goutte d’eau, de I'oiseau ou encore du moustique plus réaliste que nature. Merci

de m’avoir toujours pousseé vers I'avant et de m’avoir toujours encourage.

Merci aux Quattro Frommagis. Merci a Axel, Layla et Dana pour tous les bons
moments que nous avons passé ensemble. Pour nos nombreuses sorties, soirées et
bons repas, en particulier a 'aquarium de Saint-Gilles qui fut un moment magnifique
et paisible, au volcan ou la seule chose visible était le brouillard et les frissons sur notre
peau, a la créperie ou on ne pouvait plus s’arréter de rire a force de blaguer ou encore
pour la sortie baleine qui était extraordinaire. Pour tous ces ramadans ou je ne faisais
que vous accompagner pendant une seule journée. Cette soirée chez Axel ou jai
mange tous les mochis qui n’étaient vraiment pas bons, mais il ne fallait pas gaspiller.

Et votre fameux ouridou saltattet wa tamateteme ! Merci les amis.

Merci a Dana, la future virologue qui va tout déchirer. On s’est rencontré alors
que tu intégrais notre équipe de recherche pour ton stage de Master. Je me rappelle
que le feeling était immédiat, j'avais envie de t'aider a progresser et tu avais soif de
connaissance. Ton envi de bien faire les choses, de comprendre et de discuter science
a toujours été un point fort chez toi qui me donnait confiance en tes capacités. Tu es

-11 -
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Résumé

Le virus Zika (ZIKV) et le virus de la Dengue (DENV) sont des arbovirus majeurs en termes de
santé publique. Appartenant au genre flavivirus (famille Flaviviridae), ZIKV et DENV sont
principalement transmis par les moustiques du genre Aedes. Au cours des 30 dernieres années,
I'émergence des flavivirus n’a fait que croitre avec une augmentation de répartition géographique,
en particulier dans les régions tropicales et subtropicales de la planéte. ZIKV se distingue en deux
lignées principales, asiatique et africaine, qui présentent une pathogenése et des réponses
moléculaires distinctes. La lignée asiatique contenant pratiquement toutes les souches ayant
provoqué des émergences épidémiques. DENV est classé en plusieurs génotypes et en quatre
sérotypes antigéniquement distincts : DENV-1, DENV-2, DENV-3 et DENV-4. Les épidémies
récentes de dengue ayant lieu dans les régions tropicales étant principalement associées au
sérotype DENV-2 et a la distribution géographique croissante du génotype Cosmopolitan. Au cours
de la derniere décennie, les territoires du sud-ouest de I'océan Indien (SOOI) ont connu des
épidémies fulgurantes de dengue, avec plusieurs dizaines de milliers de cas d’infection signalés a
I'le de La Réunion entre 2018 et 2023. La présence de moustiques vecteurs et de conditions
environnementales favorables serait propice a I'endémicité de DENV et une potentielle introduction
de ZIKV sur I'lle de La Réunion. Devant ce constat, 'UMR PIMIT a lancé plusieurs programmes
de recherche portant sur I'étude des protéines virales connues pour leur réle dans le pouvoir
pathogéne des flavivirus DENV et ZIKV. Dans le cadre de ma thése, mes travaux se sont focalisés
sur I'étude des protéines structurales de membrane (prM/M) et d’enveloppe (E) de ces virus, qui
sont connues pour étre essentielles d’une part dans la structuration de la particule virale et son
infectiosité, et d’autre part dans les interactions hdte-pathogéne et I'activation de la réponse
immunitaire. L'analyse moléculaire des souches asiatiques et africaines de ZIKV, nous a permis
d'identifier la substitution de trois résidus aux positions E-152, E-156 et E-158 dans la boucle de
glycosylation (GL) de la protéine E. Mes travaux ont démontré le r6le majeur des résidus E-
152/156/158 dans la réactivité antigénique de la GL de ZIKV, leur substitution entrainant une perte
du motif de glycosylation et des changements conformationnels perturbant la reconnaissance de
la protéine E par des anticorps neutralisants. La protéine prM/M des flavivirus qui sert de chaperon
pour le bon repliement de la protéine E, semble étre le support de déterminants viraux associés a
la pathogénicité des flavivirus. L’ectodomaine de la protéine M contient un peptide pro-apoptotique
que nous avons nommé ZAMP chez ZIKV, et D2AMP chez DENV-2. Nous avons démontré pour la
premiére fois a notre connaissance qu’une activité pro-apoptotique était associée aux peptides,
ZAMP et D2AMP, tout en démontrant le réle important des résidus M-33/35/38 dans cette activité
pro-apoptotique. Par ailleurs, une grande partie de mes travaux s’est concentrée sur la
caractérisation des protéines prM et E des souches virales DENV-2 du génotype Cosmopolitan
retrouvées dans la région SOOI. Nous avons démontré que la nature du résidu en position M-36
de la protéine M impact le comportement biologique des protéines prM/M et E. Nos résultats
révelent que la substitution d’'un résidu lle en Val a la position M-36 affecte I'expression et la
cytotoxicité de la glycoprotéine E exprimée comme un complexe prME et la capacité de
I'oligopeptide D2AMP a activer la voie apoptotique. L’'ensemble de mes travaux de thése apportent
de nouvelles connaissances sur les caractéristiques biologiques des protéines structurales prM et
E, qui permettront de mieux comprendre le pouvoir pathogéne des flavivirus ZIKV et DENV.

Mots-clés : Flavivirus, Zika, Dengue, Protéines structurales, protéine de membrane (prM/M),
protéine d’enveloppe (E), déterminants viraux, peptides apoptotiques, ZAMP, D2AMP.
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Abstract

Zika virus (ZIKV) and Dengue virus (DENV) are major arboviruses in terms of public health.
Belonging to the flavivirus genus (family Flaviviridae), ZIKV and DENV are mainly transmitted by
Aedes mosquitoes. Over the last 30 years, the emergence of flaviviruses has constantly increased,
with a growing geographical distribution, particularly in tropical and subtropical regions of the world.
ZIKV can be divided into two main lineages, Asian and African, with distinct pathogenesis and
molecular responses. The Asian lineage contains almost all the strains that have caused epidemic
outbreaks. DENYV is classified into several genotypes and four antigenically distinct serotypes:
DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4. Dengue recent epidemics in tropical regions are mainly
associated with the DENV-2 serotype and the increasing geographical distribution of the
Cosmopolitan genotype. Over the past decade, the south-west Indian Ocean territories (SOOI)
have experienced dramatic epidemics of dengue fever, with tens of thousands of infection cases
reported in La Réunion between 2018 and 2023. The presence of mosquito vectors and suitable
environmental conditions would be propitious to the endemicity of DENV and the potential
introduction of ZIKV in La Réunion. In response, the UMR PIMIT lab has launched several research
programs focusing on the study of viral proteins known to play a role in the pathogenicity of DENV
and ZIKV flaviviruses. As part of my thesis, my work focused on the study of the structural
membrane (prM/M) and envelope (E) proteins of these viruses, which are known to be essential in
one hand for the structure of the viral particle and its infectivity, and in other hand for host-pathogen
interactions and the activation of the immune response. Molecular analysis of Asian and African
strains of ZIKV has allowed us to identify the substitution of three residues at positions E-152, E-
156 and E-158 in the glycosylation loop (GL) of the E protein. My work demonstrated the major role
of residues E-152/156/158 in the antigenic reactivity of the ZIKV GL, as their substitution leads to
a loss of the glycosylation motif and conformational changes that disrupt the recognition of the E
protein by neutralizing antibodies. The flavivirus prM/M protein, which acts as a chaperone for the
correct folding of the E protein, appears to be the support of viral determinants associated with the
pathogenicity of flaviviruses. The ectodomain of the M protein contains a pro-apoptotic peptide that
we have named ZAMP in ZIKV and D2AMP in DENV-2. We demonstrated for the first time to our
knowledge that pro-apoptotic activity was associated with the peptides ZAMP and D2AMP, while
also demonstrating the important role of residues M-33/35/38 in this pro-apoptotic activity.
Furthermore, a large part of my work focused on the characterization of the prM and E proteins of
DENV-2 viral strains of the Cosmopolitan genotype found in the SOOI region. We demonstrated
that the nature of the residue at position M-36 of the M protein has an impact on the biological
behavior of the prM/M and E proteins. Our results reveal that the substitution of an lle residue for
Val at position M-36 affects the expression and cytotoxicity of the E glycoprotein expressed as a
prME complex and the ability of the D2AMP oligopeptide to activate the apoptotic pathway. Taken
together, my thesis work provides new insights into the biological characteristics of the structural
proteins prM and E, which will help us to better understand the pathogenicity of ZIKV and DENV
flaviviruses.

Keywords: Flaviviruses, Zika, Dengue, Structural proteins, Membrane protein (prM/M), Envelope
protein (E), Apoptotic peptides, ZAMP, D2AMP, Viral determinants.
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- DES ARBOVIRUS AUX FLAVIVIRUS -

|l. Des arbovirus aux flavivirus
I.1. Définition

Les arbovirus (de I'anglais, Arthropode-borne virus) constituent un ensemble
hétérogéne de virus responsable de zoonoses transmis a des hétes vertébrés par des
vecteurs arthropodes hématophages : moustiques, tiques, culicoides et phlébotomes
(Mellor 2000, Kuno & Chang 2005). Ces virus peuvent étre a 'origine de pathologies
chez 'Homme qui sont appelées des arboviroses. Les arbovirus représentent
actuellement un probleme de santé publique majeur au niveau mondial, étant
responsables de maladies a morbidité et mortalité élevées qui affectent plusieurs
centaines de millions de personnes chaque année (Girard et al. 2020).

Au cours des 30 derniéres années, I'émergence et/ou la ré-émergence des
arbovirus n’a fait que croitre avec une augmentation de leur répartition géographique
donnant lieu a de nombreuses épidémies dans diverses régions du monde (Gould et
al. 2017, Weaver 2018, Girard et al. 2020). A I'origine principalement associés a des
maladies tropicales et subtropicales di a la présence géographique de leurs vecteurs,
les arbovirus participent aujourd’hui a 'émergence de ces maladies dans des régions
tempérées qui étaient jusque-la préservées (Figure 1). La récente expansion mondiale
des arbovirus repose principalement sur I'existence d’'une grande diversité virale et
leur adaptation a un environnement propice a la présence de leur vecteur(s), sans
oublier I'implication grandissante des changements démographiques, sociaux et a
présent climatiques dans le phénoméne (Weaver & Reisen 2010, Young 2018).

La majorité de la population mondiale est donc aujourd’hui considéré a risque
de développer une épidémie par arbovirose. Récemment, des plans stratégiques tels
que le « Global Arbovirus Initiative » mise en place par I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) ou encore des plans d’investissements comme « France 2030 » lancé
par le gouvernement frangais ont eu pour objectif de lutter contre ces arbovirus
émergents et ré-émergents présentant un potentiel épidémique et pandémique. Ma
thése s'intégre intégralement dans cette dynamique en ayant comme objectif
d’approfondir nos connaissances sur les caractéristiques biologiques des arbovirus,
afin d’identifier les mécanismes moléculaires impliqués dans la pathogénicité virale,
d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques et de développer de nouveaux outils
virologiques qui pourront faire I'objet de stratégies de lutte innovantes et efficaces.
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Figure 1 : Distribution mondiale des arbovirus et aire de répartition de leurs

moustiques vecteu

(A.) Distribution mondiale des principaux arbovirus d’importance médicale : Virus West Nile
(WNV) ; Virus de la Dengue (DENV) ; Virus Chikungunya (CHIKV) ; Virus Zika (ZIKV) ; Virus
de la Fiévre Jaune (YFV) ; Virus de 'Encéphalite Japonaise (JEV) ; Virus de la Fiévre de la
Vallée du Rift (RVFV) ; Virus O'Nyong-Nyong (ONNV). (B.) Aire de répartition mondiale des
populations de moustiques du genre Aedes ssp., Anopheles ssp. et Culex ssp. Les trois
genres de moustiques représentés sur la carte sont les plus répandus dans le monde et
constituent les principaux vecteurs d'arbovirus (Aedes ssp. et Culex spp.) et de parasites
(Anopheles spp.) d’'importance médicale. Figure adaptée de (Viglietta et al. 2021).

rs.
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I.2. Cycle de transmission

Le cycle de transmission des arbovirus implique alternativement la présence de
trois acteurs : le virus, le vecteur et I'hGte vertébré. |l existe différents cycles de
transmission : 1) Le cycle sylvatique enzootique. Il a lieu entre le virus, le vecteur et
des animaux de la faune sauvage (primates, rongeurs, oiseaux, chauves-souris, ...)
qui jouent le role de réservoir et/ou d’amplificateur du virus (Kuno et al. 2017). 2) Le
cycle rural épizootique. Il a lieu entre le virus, le vecteur et des animaux domestiques
et/ou d’élevage. 3) Le cycle urbain. Durant le cycle sylvatique et/ou rural, une
transmission accidentelle a 'lHomme peut se produire en raison des proximités de lieux
entre les animaux réservoirs et ’Homme (Figure 2). Celui-ci peut alors devenir un héte
amplificateur accidentel permettant le maintien du virus dans un cycle épidémique
sans intermédiaire entre Homme et vecteur. Ce dernier cycle est a l'origine de
'émergence et du maintien de nombreuses épidémies d’arbovirus dans le monde
(Weaver & Barrett 2004, Weaver 2005).

Les arbovirus sont uniques en ce qui concerne leur mode de transmission
biologique qui implique la présence d’un vecteur hématophage (Viglietta et al. 2021).
Apreés le repas sanguin du vecteur sur un héte infecté, le virus va se multiplier dans
I'organisme du vecteur aprés avoir traversé le tube digestif, puis va envahir les tissus
environnants pour atteindre finalement les glandes salivaires. L'arbovirus est ensuite
transmis a un hoéte vertébré lors d'une nouvelle piqire ou morsure (Conway et al.
2014). ll est nécessaire que le virus dispose de la capacité de se répliquer efficacement
chez le vecteur aussi bien que I'héte vertébré dont la charge virale dans la circulation
sanguine (virémie) doit étre suffisamment élevée pour que la chaine de transmission
vecteur-néte se maintienne. Chez I'héte vertébré qui n'est pas un réservoir du
pathogene, la virémie apres quelques jours disparait avec la mise en place d’'une
immunité innée et adaptative spécifique du pathogéne. En régle générale, une
persistante virale est observé chez le moustique femelle et une transmission sexuée
(ou verticale) est possible avec des ceufs positifs pour la présence du pathogéne.
Méme si la fréquence d’'un tel phénoméne est rare, il pourrait contribuer au maintien

du virus dans la nature pendant les périodes inter-épidémiques.
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Une transmission non-vectorielle et intra-espéces chez I'Homme peut
également se produire. Etant un héte amplificateur, ’THomme peut transmettre certains
arbovirus par diverses voies : voie sexuelle, voie nosocomiale lors d’'une transfusion
sanguine ou lors d’'une transplantation d’organe, ou par transmission verticale de la
mére enceinte a I'enfant (Chen & Wilson 2016). Cependant chez les arbovirus ces

voies de transmission non-vectorielle restent rares et spécifiques du virus impliqué.

> La transmission de ZIKV et DENV sera présentée plus en détail dans la section « Ill.

Les flavivirus — Zika et Dengue », page 70.

Animaux domestiques
ou d’élevage

Humains

Animaux sauvages

e T2

Pag =i M\

Cycle sylvatique Cycle rural ‘ Cycle urbain
enzootique épizootique epldemlque

® @

) p— m

TRKIL

Hotes accidentels

Figure 2 : Cycle de transmission des arbovirus

Cycles de transmission des arbovirus : 1) Le cycle sylvatique enzootique qui implique les
animaux sauvages, les vecteurs arthropodes et ’'Homme. 2) Le cycle rural épizootique qui
implique les animaux domestiques ou d’élevage, les vecteurs arthropodes et ’'Homme, et 3)
le cycle urbain épidémique qui implique les vecteurs arthropodes et 'Homme sans
intermédiaire. Dans le cycle sylvatique et/ou rural ’'Homme peut devenir un héte accidentel.
L’ensemble des vecteurs arthropodes est ici représenté par lillustration d’'un moustique
vecteur. Figure adaptée de (Weaver et al. 2018).
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I.3. Classification

A ce jour, plus de 500 arbovirus ont été enregistrés dans le catalogue
international des arbovirus (Centers for Disease Control and Prevention, CDC), dont
environ 150 sont connus pour étre pathogenes pour I'Homme (Hubalek et al. 2014).
La classification des arbovirus était initialement basée sur des critéres sérologiques
(classification antigénique) et sur la base d’'une capacité commune de ces virus a se
répliquer et se transmettre par des arthropodes. Aujourd'hui, la classification des
arbovirus est établie selon des critéres génomiques (classification de Baltimore), sur
la base de propriétés biologiques communes permettant la séparation des arbovirus
en groupes distinctifs (Figure 3). Les arbovirus peuvent alors étre classés en quatre
groupes distincts suivant la nature de leur génome : ARN simple brin positif (Groupe
IV ; ARN +), ARN simple brin négatif (Groupe V ; ARN -), ARN double brin (Groupe
lll ; ARN +/-) et ADN (Groupe | ; ADN +/-) (Plowright et al. 1969, Calisher et al. 1989,
Kuno et al. 1998).

Groupe | Groupe Il Groupe Il Groupe IV Groupe V Groupe VI Groupe VII
BOOGOOODOBLC NN\ S\S DMEOGGOROGC INS\S ININSNS N\ S\S DBOOOCDU\
ADN (+/-) ADN (+) ARN (+/-) ARN (+) ARN (-) ARN (+) ADN (+/-)
1 ‘ l ' Transcription l
{ | I inverse
2070702070170 NN\ NI NN \S
\ ‘ ARN (- ipti
\ AN = e
\.\ { I DOOBDOBGLC A\ DOad
\\ \.‘ | /‘
\\ \\ v.‘; |
T o 0000000
T VAV AV A4 i T
ARNmM

Protéines

Figure 3 : Classification de Baltimore

Classification des virus proposée par le biologiste américain David Baltimore. Cette
classification prend en compte la structure du génome viral, la stratégie de synthése d'ARNm
et de réplication des virus. Sept groupes sont établis selon que le génome est constitué
d'acide ribonucléique (ARN) ou d'acide désoxyribonucléique (ADN), que le génome soit
monocaténaire ou bicaténaire, et que la polarité du génome soit positive (+) ou négative (-).
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Toutefois, les arbovirus sont dans leur grande majorité des virus a ARN de
polarité positive, qui sont connus pour avoir un taux de mutation particulierement élevé
(Domingo et al. 2021). Cette propriété particuliére reflete la grande plasticité génétique
de ces virus, qui sont adaptés a des hdtes tant invertébrés que vertébrés
taxonomiquement éloignés et dont les types de cellules et de systémes immunitaires
sont radicalement différents (Domingo & Holland 1997, Wuerth & Weber 2016). Cette
plasticité génétique participe donc a la mise en place d’'une grande diversité des
arbovirus, permettant leur évolution et leur adaptation, tout en facilitant 'émergence

et/ou la ré-émergence des arboviroses qui y sont associées.

L'alignement de séquences critiques pour la biologie des arbovirus, permet
également leur organisation au sein d’'une grande variété de familles virales, chacune
composeée de genres spécifiques (Tableau 1). On peut distinguer plusieurs familles
taxonomiques regroupant des arbovirus humains d’importance en termes de santé
publique : Orthomyxoviridae (genre Thogotovirus), Reoviridae (genre Coltivirus,
Orbivirus, Seadornavirus), Rhabdoviridae (genre Vesiculovirus), Bunyaviridae (genre
Orthobunyavirus, Nairovirus, Phlebovirus), Togaviridae (genre Alphavirus), et
Flaviviridae (genre Flavivirus) (Gubler 2002, Venter 2018).

Tableau 1 : Classification des arbovirus

Famille Genre Groupe Génome Vecteur
Orthomyxoviridae Thogotovirus Groupe V ARN (-) Tique
Rhabdoviridae Vesiculovirus Groupe V ARN (-) Phlébotome
Orthobunyavirus Tique
Bunyaviridae Nairovirus Groupe V ARN (-) Moustique
Phlebovirus Phlébotome
Togaviridae Alphavirus Groupe IV ARN (+) Moustique
Flaviviridae Flavivirus Groupe IV ARN (+) Tique
Moustique
Coltivirus )
. .. Tique
Reoviridae Orbivirus Groupe Il ARN (+/-) -
] Culicoide
Seadornavirus

-39-




- DES ARBOVIRUS AUX FLAVIVIRUS -

l.4. Les Flavivirus

Le genre Flavivirus appartient a la famille des Flaviviridae qui comprend trois
autres genres non apparentés aux arbovirus : Pestivirus, Hepavirus et Pegivirus. Le
terme flavivirus vient de « flavus » signifiant jaune en latin, faisant référence au virus
de la fievre jaune (YFV) qui fut le premier virus identifié chez ’'Homme au début du
XXe siécle. Le genre Flavivirus regroupe plus de 70 virus (appartenant a 53 espéces
virales), qui partagent de fortes similarités en termes de morphologie, d’organisation
du génome, de cycle viral et de caractéristiques biologiques (Simmonds et al. 2017).
Ce genre viral constitue le groupe d'arbovirus le plus important en termes de santé
publique, regroupant des virus d’'importance médicale pour I'nomme, tels que : le virus
de la fiévre jaune (YFV), le virus West Nile (WNV), le virus de I'encéphalite japonaise
(JEV), le virus de la Dengue (DENV) ou encore le virus Zika (ZIKV) (Gould & Solomon
2008). Les flavivirus sont répandus sur tous les continents en raison de la distribution
géographique mondiale de leurs vecteurs et sont endémiques dans de nombreuses

régions du monde affectant la vie de millions d'étres humains.

D’aprés la classification actuelle, le genre Flavivirus peut étre divisé en quatre
groupes distincts selon la nature de I'héte et du vecteur de transmission (Figure 4).
On peut citer : 1) Les flavivirus transmis aux vertébrés par des moustiques (MBFV, de
I'anglais Mosquito-borne flavivirus), 2) les flavivirus transmis aux vertébrés par des
tiques (TBFV, de I'anglais Tick-borne flavivirus), 3) les flavivirus spécifiques aux
insectes (ISFV, de I'anglais Insect-borne flavivirus) et 4) les flavivirus sans vecteurs

connus (NKV, de I'anglais No known vector) (Moureau et al. 2015).

La grande majorité des flavivirus d'importance médicale sont principalement
transmis par les moustiques (MBFV). Les MBFVs sont subdivisés en deux groupes
selon le genre auquel appartient leur principal vecteur (Gaunt et al. 2001, Gould et al.
2003). Ces groupes comprennent les flavivirus principalement transmis par les
moustiques du genre Culex et/ou du genre Aedes (Ae.). Les flavivirus associés aux
moustiques du genre Culex sont généralement neurotropes et associés a des
encéphalites chez 'Homme (JEV et WNV). Alors que les flavivirus associés aux
moustiques du genre Aedes sont généralement viscérotropes et provoquent des
fievres hémorragiques chez 'Homme dans les formes les plus sévéres de l'infection
(YFV, DENV).
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Figure 4 : Arbre phylogénétique du genre Flavivirus (famille Flaviviridae)

Reconstruction phylogénétique du genre Flavivirus a partir des séquences concaténées des
protéines non-structurales (NS) NS3 et NS5 des virus de la famille des Flaviviridae. L'arbre
illustré présente la meilleure topologie bayésienne, en distinguant les flavivirus selon la
nature de I'héte (vertébré ou insecte) et du vecteur de transmission (moustique, tique, sans
vecteurs connus). Les valeurs numériques aux nceuds de I'arbre (x/y/z) indiquent les valeurs
statistiques obtenus grace aux logiciels suivants : MrBayes, PhyML et RAXML. Figure
adaptée de (Papageorgiou et al. 2014).
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Il. Biologie moléculaire des flavivirus
I.1. Organisation du génome

Le génome des flavivirus est un ARN simple brin de polarité positive d’environ
11,000 bases nucléotidiques, possédant un cadre de lecture ouvert (ORF) unique,
flanqué aux extrémités 5’ et 3’ par deux régions non-codantes (5’UTR et 3’UTR). Ces
extremités 5’UTR et 3'UTR sont respectivement constituées d’une coiffe de type | (7-
methylguanosine) et d’une terminaison non-polyadénylée en 3’, qui sont hautement
conservées et essentielles au cours du cycle viral. La traduction du génome viral au
niveau de la membrane du réticulum endoplasmique (RE) génere une polyprotéine qui
est clivée co- et post-traductionnellement par des protéases cellulaires et virales
(Figure 5). Cela génére trois protéines structurales : la capside (C), le précurseur de
membrane (prM) et I'enveloppe (E) qui constituent la particule virale, et sept protéines
non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5) qui sont impliquées
d’'une part dans la formation de complexes de réplication virale et d’autre part dans le
controle des mécanismes cellulaires de défense innée antivirale au bénéfice de la
multiplication virale. Les protéines structurales et non structurales contribuent aux
différentes étapes du cycle réplicatif cytoplasmique des flavivirus qui seront décrites
plus en détail dans les paragraphes suivants. (Chambers et al. 1990).

vy v v N2 vy 2K y ]
[clle e [ ns1 [nsea Nso | ) s | NS )
A A A nsaat
NS3 NS5

Polymerase =

C Protease
M NS2A o NS2B
4
2o S B el R fee
W B 381 33 g PR
DOOO000000000CC
A
pr E NS4A NS4B
A | Y Golgi protease Y NS3 protease ¥ Signal peptidase

Figure 5 : Organisation du génome des flavivirus

Le génome des flavivirus posseéde un cadre de lecture ouvert unique qui est traduit au niveau
du réticulum endoplasmique (RE) en une polyprotéine, qui sera clivée par des protéases
cellulaires et virales (indiquées par des fleches). Ce processus aboutit a la production de dix
protéines fonctionnelles, dont les trois protéines structurales C, prM et E, et sept protéines non
structurales NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5. Figure adaptée de (Pierson &
Diamond 2020).
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[1.1.1. Les protéines structurales
11.1.1.1. La protéine de capside (C)

La protéine de capside (~12 kDa) est une protéine hautement basique, chargée
positivement. Cette protéine joue un réle primordial dans I'assemblage de la particule
virale en étant la principale protéine structurale a interagir directement avec le génome
des flavivirus en formant la nucléocapside (Sotcheff & Routh 2020). Bien que la
protéine de capside (C) soit une des protéines les moins conservées des flavivirus, il
est intéressant de noter que les propriétés structurelles et la distribution des charges
a la surface de celle-ci semblent particulierement préservées (Samsa et al. 2009). La
distribution asymeétrique des résidus basiques et la présence de résidus chargés aux
extrémités N-terminale et C-terminale de la protéine de capside facilitent I'interaction
de celle-ci d’'une part a la membrane lipidique virale (par sa région apolaire) et d’autre
part a I'ARN viral chargé négativement (par sa région riche en résidus basiques) (Ma
et al. 2004) (Figure 6).

11.1.1.2. La protéine de membrane (priM/M)

La protéine de membrane (prM/M) des flavivirus est une glycoprotéine
initialement synthétisée sous forme de précurseur de membrane (prM) d’environ 26
kDa. La protéine prM est une protéine membranaire constituée d’'un domaine
précurseur « pr» dans sa partie N-terminale, suivi d’'un ectodomaine et de deux
domaines transmembranaires constituant la protéine M dans sa partie C-terminale
(Zhang et al. 2003). Ces deux sous-unités « pr » et « M » sont reliées entre elles par
un domaine de clivage qui sera reconnu par les furines et qui permettra le processus
de maturation de la particule virale. La protéine prM/M joue un réle majeur tout au long
du cycle virale en étant la chaperonne de la protéine d’enveloppe (E) (Konishi & Mason
1993, Lorenz et al. 2002). Elle va notamment permettre le bon repliement de la
protéine d’enveloppe et empéche la fusion précoce de cette derniere lors de la
sécrétion des particules virales. La protéine de membrane (prM/M) est notamment
'une des deux seules protéines se trouvant a la surface de la particule virale avec la

protéine d’enveloppe.

> Cette protéine sera présentée plus en détail dans la section « IV. Les protéines
structurales de membrane (prM/M) et d’enveloppe (E) », page 102.

-43 -



- BIOLOGIE MOLECULAIRE DES FLAVIVIRUS -

11.1.1.3. La protéine d’enveloppe (E)

La protéine d'enveloppe (E) est une glycoprotéine d’environ 53-55 kDa, qui est
N-glycosylée par un ou deux glycanes ramifiés sur le séquon N-x-T/S. La protéine E
est composée d'un ectodomaine dans sa partie N-terminale et de deux domaines
transmembranaires dans sa partie C-terminale (Kuhn et al. 2002, Kostyuchenko et al.
2016). L'ectodomaine est constitué de trois domaines structuraux et fonctionnels (Rey
et al. 1995) : le domaine | (EDI), le domaine Il (EDII) et le domaine Ill (EDIII). La
protéine d'enveloppe (E) joue un rdéle important dans le cycle viral, en étant
responsable de |'attachement cellulaire, de I'entrée, de la fusion et de I'assemblage de
la particule virale (Mukhopadhyay et al. 2005, Pierson & Kielian 2013). La protéine E
est la principale protéine de surface de la particule virale, elle constitue par conséquent
une cible privilégiée de la réponse immunitaire en étant le principal antigene des
flavivirus. En plus de son réle structural, comme la protéine prM/M, la protéine E joue
également un réle dans la pathogenése des flavivirus. Son état de glycosylation étant
déterminant a la fois dans la capacité de neuro-invasion, dans l'assemblage et dans
l'infectiosité des particules virales (Hanna et al. 2005, Carbaugh et al. 2019).

> Cette protéine sera présentée plus en détail dans la section « IV. Les protéines

structurales de membrane (prM/M) et d’enveloppe (E) », page 102.

Cytoplasme Y g
rd c

Figure 6 : Les protéines structurales C, prM et E

lllustration des protéines structurales de capside (C, en rouge), de précurseur de membrane
(prM, en jaune) et d’enveloppe (E, en bleu) enchassées au sein de la membrane du RE (en
gris). Vue latérale regroupant un dimére de capside et trois hétérodiméres prME. Figure
adaptée de (Barnard et al. 2021).
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[1.1.2. Les protéines non-structurales (NS)
11.1.2.1. La protéine NS1

La protéine NS1 a un poids moléculaire d’environ 46 kDa. Cette protéine est la
seule protéine virale non-structurale secrétée connue chez les flavivirus (Flamand et
al. 1999, Crabtree et al. 2005). La protéine NS1 a la capacité de s’associer en
homodiméres au sein des membranes du RE (Winkler et al. 1988), puis en hexaméres
au travers de I'appareil de Golgi pour former des particules lipoprotéiques solubles qui
seront sécrétées dans le compartiment extracellulaire (Rastogi et al. 2016). La forme
hexamérique de la NS1 est hautement antigénique induisant une forte réponse
humorale qui sera utilisée pour le diagnostic des infections a flavivirus a un stade
précoce. La protéine NS1 est un cofacteur essentiel de la réplication virale, qui semble
faciliter la formation de complexes immuns, induire la production d'auto-anticorps et
endommager les cellules endothéliales par le systeme du complément (Muller &
Young 2013, Rastogi et al. 2016).

11.1.2.2. Les protéines NS2A et NS2B

La protéine NS2A (~22 kDa) est une protéine membranaire hydrophobe
multifonctionnelle. Cette protéine s’associe a la membrane du RE et joue un réle
important dans la réplication, I'assemblage et la libération de la particule virale (Xie,
Zou, Puttikhunt, et al. 2015). Au sein du site de réplication, la protéine NS2A interagit
avec les protéines NS3, NS5 et 'ARN viral néosynthétisé afin de coordonner le
recrutement de ce dernier depuis les complexes de réplication vers les sites
d’assemblage de la particule virale. La protéine NS2A agirait €également comme un
antagoniste de la réponse antivirale en inhibant la production de l'interféron et en

participant a I'induction de I'apoptose (Mufioz-Jordan et al. 2003, Melian et al. 2013).

La protéine NS2B (~14 kDa) est une protéine membranaire hydrophobe qui
forme un complexe avec la protéine NS3 et permet son ancrage dans les membranes
cellulaires (Li et al. 2015). NS2B agit comme un cofacteur essentiel pour l'activité
sérine protéase du complexe NS2B/NS3, en permettant le bon repliement de la
protéine NS3 (Arias et al. 1993). Gréce a son rdle de cofacteur, la protéine NS2B est
également impliquée dans le recrutement des protéines virales au niveau des
complexes de réplication, dans la régulation de I'assemblage et la libération des
particules virales (Chambers et al. 1993).
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11.1.2.3. La protéine NS3

La protéine NS3 (~70 kDa) est une protéine multifonctionnelle hautement
conservée chez les flavivirus. Cette protéine posseéde deux domaines a activité
enzymatique : un domaine sérine/protéase a son extrémité N-terminale et un domaine
hélicase/5’-nucleoside triphosphatase (NTPase) a son extrémité C-terminale (Wang et
al. 2009). Le domaine sérine/protéase est responsable de la maturation de la
polyprotéine virale en permettant le clivage protéolytique des jonctions NS2A/NS2B,
N2B/NS3, NS3/NS4A et NS4A/NSS (Wahaab et al. 2021). Le domaine C-terminal se
compose de deux sous-domaines avec : une activité hélicase pour dérouler 'ARN viral
lors de la réplication virale et une activité NTPase permettant I'hydrolyse de nucléoside
triphosphate. Ce domaine C-terminal posséde également une activitt ARN 5'-
triphosphatase (RTPase) qui est impliquée dans la mise en place de la coiffe 5’ de
'ARN viral (Wengler & Wengler 1989).

11.1.2.4. Les protéines NS4A et NS4B

Les protéines NS4A et NS4B sont des protéines transmembranaires reliées
entre elles par un peptide nommé 2K. Le peptide 2K agit comme une séquence de
signal pour la translocation de la NS4B dans la lumiere du RE et son clivage est
essentiel pour le bon fonctionnement de la NS4A (Miller et al. 2007). Les protéines
NS4A et NS4B semblent fonctionner en coopération et jouent des réles multiples dans

la réplication virale et dans l'interaction virus-hote.

La protéine NS4A (~16 kDa) est un composant majeur du complexe de
réplication virale en jouant un réle majeur dans le réarrangement et l'invagination de
la membrane du RE. La région N-terminale transmembranaire de NS4A est impliquée
dans son oligomérisation (Lee et al. 2015), et interagirait avec les protéines virales NS
et la vimentine cellulaire pour réguler la formation des complexes de réplication (Teo
& Chu 2014). La protéine NS4B (~27 kDa) est la plus grande protéine non-structurale
et transmembranaire des flavivirus. La protéine NS4B est également impliquée dans
la formation du complexe de réplication, en favorisant la courbure négative de la
membrane du RE et en augmentant la surface de cette derniére par son interaction
directe avec la protéine NS4A (Zou et al. 2015).
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D’autre part, les protéines NS4A et NS4B contribuent toutes deux a la
réplication virale par leur interaction avec la protéine NS3. NS4A régule l'activité
ATPase du domaine hélicase de NS3 (Shiryaev et al. 2009), tandis que NS4B renforce
son activité hélicase en facilitant la dissociation entre I'ARN simple brin et NS3
(Umareddy et al. 2006). Les protéines NS4A et NS4B auraient également un réle dans
la régulation des réponses cellulaires face a l'infection. NS4A et NS4B peuvent induire
la réponse UPR (de I'anglais, Unfolded protein response) pour faciliter la réplication
virale et/ou moduler la voie de signalisation antivirale par inhibition de I'lFN de type |
(Mufioz-Jordan et al. 2005, Ambrose & Mackenzie 2011, Dalrymple et al. 2015).

11.1.2.5. La protéine NS5

La protéine NS5 (~102 kDa), est une protéine multifonctionnelle hautement
conservée au sein du genre Flavivirus. Cette protéine posséde deux domaines a
activité enzymatique : un domaine méthyltransférase (MTase) a son extrémité N-
terminale et un domaine ARN polymérase ARN-dépendant (RdRp) a son extrémité C-
terminale (Zhou et al. 2007). La protéine NS5 est essentielle pour la réplication du
génome viral en assurant la synthése et la méthylation des ARN viraux nouvellement
synthétisés. Le domaine MTase est responsable de la synthése de la coiffe 5’ de 'ARN
viral en possédant trois activités : guanylyltransférase, guanine-N7-méthyltransférase
et nucléoside-2'O-méthyltransférase. Au sein des complexes de réplication, la protéine
NS5 s’associe avec la protéine NS3 stimulant son activité hélicase et favorisant la
synthése de 'ARN viral (Tay & Vasudevan 2018).

[1.1.3. Les régions non-codantes 5’UTR et 3'UTR

Le génome des flavivirus est flanqué aux extrémités 5’ et 3’ par deux régions
non-codantes 5'UTR et 3'UTR (Figure 7). L'interaction entre ces deux régions 5'UTR
et 3'UTR permet la cyclisation du génome viral. Celle-ci est essentielle pour la
réplication de I'ARN, en permettant le recrutement et le bon positionnement de la
protéine NS5 durant I'étape de synthése des ARN viraux néosynthétisés (Alvarez, De
Lella Ezcurra, et al. 2005, Filomatori et al. 2006). La cyclisation du génome requiert
plusieurs régions complémentaires entre les extrémités 5S'UTR et 3'UTR, qui ont été
identifié comme étant essentiels pour la traduction, la réplication et la pathogenése
des flavivirus (Ng et al. 2017).
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L’extrémité 5'UTR s'étend sur environ 100 nucléotides. Cette région contient
une structure de coiffe 7-méthylguanosine de type | (m7GpppAmp) et deux régions
conservees de type tige-boucle SLA et SLB (SL, de I'anglais Stem-loop). La coiffe 5’
est importante pour la traduction et la protection contre les exonucléases cellulaires
(Edgil et al. 2006). La région SLA permet I'activation de la polymérase NS5 en étant le
promoteur de la synthése de I'ARN (L. Yu et al. 2008), et la région SLB permet
l'interaction ARN-ARN de longue distance nécessaire pour la cyclisation du génome

viral (Alvarez, Lodeiro, et al. 2005).

L’extrémité 3'UTR s'étend sur une longueur allant de 400 a 700 nucléotides.
Cette région est fortement structurée avec plusieurs régions SL et deux structures en
haltére (DB, de I'anglais Dumbbell). L’extrémité 3'UTR joue un réle important dans la
formation d’ARN viraux subgénomiques (sfRNA, de I'anglais Subgenomic flavivirus
RNA) en bloquant I'activité des exoribonucléases XRN1, grace aux régions SL xrRNA1
et xrRNA2 (Moon et al. 2012). Les sfRNA sont produits par une dégradation incompléte
de I'ARN viral par XRN1, et modulent la réponse immunitaire en affectant les
mécanismes d’ARN interférence (ARNi), les voies de renouvellement de I'ARN
messager (ARNm) et la réponse a I'lFN de type | (Schnettler et al. 2012, Schuessler
et al. 2012). D’autre part, la région 3'SL interagit avec les protéines virales et cellulaires

pour moduler la synthése et la traduction de I'ARN viral (Paranjape & Harris 2007).

SLA xrRNA1 xrRNA2

SLB

DB1 DB2 l f E
ClpM[ E | NS1 -5
Coiffe 5 XRN1 & AB

Figure 7 : Les régions non-codantes 5'UTR et 3'UTR des flavivirus

Représentation schématique du génome viral des flavivirus avec un agrandissement des
extrémités 5’UTR et 3'UTR. Sont indiqués sur lillustration : 1) L’extrémité 5UTR comprenant
les régions SLA et SLB (Stem-loop). 2) Le cadre de lecture ouvert (ORF) codant les trois
protéines structurales : la capside (C), le précurseur de membrane (prM), I'enveloppe (E) et
les sept protéines non-structurales (NS1-5). 3) L'extrémité 3’'UTR comprenant les régions SL
xrRNA1 et xrRNA2, les deux régions DB (Dumbbell) et la région 3’'SL. XRN1 est indiqué au
niveau de la premiére région xrRNA1. Figure adaptée de (Ng et al. 2017).
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Il.2. Structure de la particule virale

Les flavivirus se présentent sous la forme d’une particule virale sphérique
d’environ 50 nm de diametre (Kuhn et al. 2002). Au sein de cette particule, le génome
viral est encapsidé par des protéines de capside (C). La nucléocapside ainsi formée
est enveloppée d’une bicouche lipidique dérivée de la membrane du réticulum
endoplasmique (RE) de la cellule hote. Dans cette bicouche lipidique sont enchéassées
180 copies des protéines virales de membrane (M) et d’enveloppe (E), qui y sont
ancreées par des hélices transmembranaires (Figure 8). Les protéines M et E forment
alors ensemble une couche glycoprotéique icosaédrique a la surface de la particule
virale (Perera & Kuhn 2008). Au cours du cycle de réplication des flavivirus, les
particules virales peuvent exister sous trois formes principales : matures, immatures
ou partiellement matures (I.-M. Yu et al. 2008, Sirohi et al. 2016).

A. Particule immature Particule mature Particule partiellement mature

R \
lipid / capsid (C)

membrane

Figure 8 : Structure de la particule virale des flavivirus

(A.) Reconstruction Cryo-EM et (B.) Représentation schématique des particules virales de
flavivirus : immatures, matures et partiellement matures. La protéine E est représentée en
couleurs pastel (sable, brun et rose), la protéine prM en couleurs vives (violet, bleu et rouge),
et la membrane virale sous-jacente en vert. Les structures tridimensionnelles ont été obtenues
a partir de la structure immature de DENV sérotype 1 (PDB : 4B03) (Kostyuchenko et al. 2013),
et de la structure mature de DENV sérotype 2 (PDB : 3J27) (Xiaokang Zhang et al. 2013).
Figure adaptée de (Rey et al. 2017).
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[1.2.1. Particule virale mature

La particule virale mature adopte une morphologie dite lisse, en étant
recouverte a sa surface de 90 homodimeres téte-béche a plat de la protéine E. Ces
homodiméres forme ensemble 30 radeaux constitués de trois diméres paralléles
assemblés en chevrons qui recouvrent entierement la bicouche lipidique (Xiaokang
Zhang et al. 2013, Sirohi et al. 2016). La morphologie des particules virales matures
n'est cependant pas statique et peut changer en fonction des variations de potentiel
hydrogene (pH) et/ou de température, au cours d’'un phénoméne dit de « respiration »
de la particule virale (Pierson & Kuhn 2012, Fibriansah et al. 2013).

A une température physiologique humaine de 37°C, les particules virales
peuvent présenter une morphologie dite bosselée, atteignant 55 nm de diamétre. Cette
morphologie serait un intermédiaire des formes matures et fusogéniques de la
particule virale (Xinzheng Zhang et al. 2013). L’infection des cellules de mammiféres
serait alors plus efficace, la protéine E étant plus accessible pour la liaison aux
récepteurs cellulaires, tout en facilitant I'étape de fusion du cycle viral (Mukhopadhyay
et al. 2005, Fibriansah et al. 2013). La sensibilité de la particule virale face aux
changements de pH et de température, semble principalement dépendre de la
composition en acides aminés des protéines structurales M et E. A titre d’exemple, le
virus Zika présente une surface plus compacte et semble étre plus stable que celle du
virus de la dengue de sérotype 2, en conservant son infectivité a une température de
40°C (Goo et al. 2016, Kostyuchenko et al. 2016).

[1.2.2. Particule virale immature

Les particules virales immatures sont principalement intracellulaires, mais un
clivage incomplet de la protéine précurseur de membrane (prM) par les furines lors de
la maturation virale peut engendrer la production de particules immatures
extracellulaires (Junjhon et al. 2010). Les particules virales immatures adoptent une
morphologie dite épineuse qui peut atteindre 60 nm de diametre. Elles possédent une
structure icosaédrique asymétrique formée de 60 trimeres en pointes constitués a
partir de 90 hétérodimeéres prME. Au sein d'un pic trimérique, le peptide « pr » recouvre
la boucle de fusion de la protéine E empéchant toute étape de fusion précoce.
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Le clivage de la protéine de membrane prM est considéré comme nécessaire
pour permettre l'infectivité des particules virales (Zybert et al. 2008). Cependant,
plusieurs études récentes tendent a démontrer que les particules virales immatures
participent intégralement au processus infectieux. Ces particules immatures peuvent
notamment se lier a la surface de cellules cibles par I'intermédiaire de la protéine prM
qui est capable d’intéragir avec divers facteurs d'attachement cellulaire (Che et al.
2013, Richter et al. 2014). Les particules immatures peuvent également servir de leurre
immunologique. Les anticorps dirigés contre la protéine prM sont faiblement
neutralisants et seraient capables de promouvoir l'infection d'autres sérotypes en
contribuant au développement de symptémes sévéres dans le cas d’'une infection par
le virus de la dengue (Brandt et al. 1989, Wang et al. 2017).

[1.2.3. Particule virale partiellement mature

Le processus de maturation des flavivirus peut étre inefficace dans certaines
circonstances, et mener a la libération de particules virales partiellement matures par
les cellules infectées. Ces particules partiellement matures ne présentent pas de
symeétrie icosaédrique et partagent a la fois des caractéristiques structurelles avec les
particules virales matures et immatures. Elles présentent un mélange de morphologies
dites lisses et épineuses, correspondant a une mosaique d’arrangements des
protéines d’enveloppe E a la surface de la particule virale (Cherrier et al. 2009, Junjhon
et al. 2010, Plevka et al. 2011). Ces particules partiellement matures semblent
également participer au processus infectieux (Rodenhuis-Zybert et al. 2010, Meertens
et al. 2012). La présence de protéine prM dans les régions immatures de la particule
peut altérer l'efficacité de la fusion, mais celle-ci peut toujours avoir lieu par des
changements conformationnels des protéines E dans les régions matures toujours

présentes a la surface de la particule virale.

Outre les particules virales, les cellules infectées par les flavivirus peuvent
également libérer des pseudo-particules virales (Lindenbach et al. 2007). Des petites
particules non infectieuses d'environ 30 nm de diameétre qui se forment a partir des
protéines M et E mais qui ne contiennent ni protéines de capside (C), ni de matériel
geénetique. Ces pseudo-particules virales sont d'excellents immunogénes et ne sont
pas infectieux étant dépourvues de capside et d'ARN viral (Schalich et al. 1996,
Ferlenghi et al. 2001).
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I1.3. Cycle de réplication des flavivirus

Dans leur grande majorité les flavivirus partagent une stratégie de réplication
similaire. Le cycle de réplication se compose de plusieurs étapes : lI'entrée, la
réplication, 'assemblage et la libération des particules virales (Figure 9). A chacune
de ces étapes, les flavivirus dépendent entierement de la machinerie cellulaire pour
accomplir les fonctions nécessaires. La taille limitée du génome des flavivirus les
oblige a maximiser les fonctions de chaque protéine. La réplication dépend donc
grandement des interactions entre les protéines virales et les protéines de I'héte pour
manipuler leur biologie par des mécanismes directs et indirects (Fishburn et al. 2022).
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Figure 9 : Cycle de réplication des flavivirus

Représentation schématique des différentes étapes du cycle de réplication virale chez les
flavivirus : (1) L'attachement de la particule virale a un récepteur spécifique de la membrane
cellulaire ; (2) L'internalisation de la particule virale par endocytose médiée par la clathrine ;
(3) La fusion des membranes virale et endosomale, et libération de I'ARN viral dans le
cytoplasme cellulaire ; (4) La traduction et la réplication de I’ARN viral au sein du réticulum
endoplasmique ; (5) L'assemblage de la particule virale ; (6) La maturation de la particule virale
au sein de I'appareil de Golgi et de la voie de sécrétion cellulaire ; (7) Libération de la progénie
virale dans le milieu extracellulaire. Figure adaptée de (Ona 2021).
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[1.3.1. Entrée virale
11.3.1.1. Attachement

Le cycle de réplication des flavivirus débute par I'entrée de la particule virale
dans la cellule héte. Cette étape nécessite l'interaction et la reconnaissance de la
particule virale par des récepteurs et facteurs d’attachement exprimés a la surface de
la membrane cellulaire (S. Y. Kim et al. 2017). Ce processus requiert une premiere
phase au cours de laquelle les particules virales interagissent avec les facteurs
d’attachement qui vont permettre leur rétention et leur rapprochement a la surface de
la membrane cellulaire. Ceci facilite dans une seconde phase, l'interaction des
particules virales aux récepteurs spécifiques permettant leur internalisation au sein de
la cellule héte (Grove & Marsh 2011, Cruz-Oliveira et al. 2015).

Les récepteurs d'entrée spécifiques nécessaires a l'internalisation des différents
membres des flavivirus n'ont pas encore été clairement identifiés (Hidari & Suzuki
2011). Cependant plusieurs marqueurs de surface cellulaire ont été proposés comme
des facteurs d'attachement potentiels, décrits comme jouant un réle important dans
I'étape d’entrée des flavivirus (Figure 10) (Cruz-Oliveira et al. 2015). On peut citer : 1)
Les facteurs d’attachement de faible affinité, tels que les glycosaminoglycanes (GAG)
possédant une charge négative comme les héparanes sulfates (Chen et al. 1997,
Reyes-del Valle et al. 2014). 2) Les facteurs d’attachement induits par le stress, tels
que les protéines chaperonnes HSP-90, HSP-70 (Heat shock protein) et GRP-78
(Glucose-regulated protein) (Jindadamrongwech et al. 2004, Reyes-del Valle et al.
2005). 3) Les récepteurs de reconnaissance de pathogénes exprimés par les cellules
de I'immunité innée, tels que DC-SIGN (Dentritic cell-specific intracellular adhesion
molecule-3-grabbing non-integrin), L-SIGN (Liver/lymph node-specific intercellular
adhesion molecule-3-grabbing integrin), et les MMR (Macrophage mannose receptor)
(Navarro-Sanchez et al. 2003, Miller et al. 2008). 4) Les récepteurs transmembranaires
de la famille des TIM (T-cell immunoglobulin domain and mucin domain) et TAM
(Tyro3, Axl et Mer), qui reconnaissent les lipides membranaires de la particule virale
(Meertens et al. 2012). 5) Des récepteurs de haute affinité aux laminines des cellules
hépatiques, le récepteur aux lipopolysaccharides CD14 des cellules dendritiques, ou
la protéine transmembranaire claudine-1 qui jouerait le réle de cofacteur d’entrée pour
les particules virales immatures ou partiellement matures par reconnaissance de la

protéine prM.
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Figure 10 : Récepteurs et facteurs d'attachement des flavivirus

Représentation schématique des composants de la surface cellulaire impliqués dans les
étapes d'entrée et d'attachement des flavivirus : Glycosaminoglycane (GAG), Macrophage
mannose receptor (MMR), DC-SIGN, HSP90/HSP70 et TIM/TAM. Figure adaptée de (Cruz-
Oliveira et al. 2015).

Les interactions individuelles avec des récepteurs cellulaires sont généralement
faibles. Le contact de la particule virale avec plusieurs récepteurs semble favorise,
augmentant l'interaction du virus a la surface cellulaire (Mercer et al. 2010). Les
flavivirus utilisent donc un large éventail de récepteurs et facteurs d’attachement qui
différent selon le type cellulaire et I'espéce héte (Perera-Lecoin et al. 2013, Laureti et
al. 2018). Cela participe a la grande capacité d’adaptation et au tropisme étendu de
ces virus lors de l'infection, expliquant en partie I'importante diversité de symptdmes
possibles des maladies a flavivirus.

11.3.1.2. Internalisation

L’attachement de la particule virale a un récepteur d’entrée spécifique va
engendrer son internalisation au sein de la cellule héte par endocytose. La particule
virale va atteindre le cytoplasme cellulaire dans une vésicule résultante appelée
endosome. L'endocytose médiée par la clathrine est considérée comme le principal
mécanisme d'entrée des flavivirus dans les cellules (Van Der Schaar et al. 2008,
Acosta et al. 2009). Cependant il a été démontré que les flavivirus peuvent également
exploiter d’autres voies d'endocytose qui peuvent étre dépendantes ou indépendantes
de la clathrine ou de la cavéoline (Boulant et al. 2015, Hackett & Cherry 2018, Laureti
et al. 2018, Li et al. 2020).
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11.3.1.3. Fusion

La maturation de 'endosome lors de son transport dans le cytoplasme cellulaire
est caractérisée par une diminution du pH qui va entrainer une acidification progressive
a lintérieur de la vésicule endosomale. Cette acidification va provoquer un
changement conformationnel irréversible des protéines virales de membrane M et
d’enveloppe E (Smit et al. 2011). Les diméres de la protéine E vont se dissocier pour
former des triméres et exposer a la surface de la particule virale les boucles de fusion
qui sont présentes dans le domaine |l de I'ectodomaine de la protéine E. Ces boucles
de fusion sont des régions hydrophobes qui vont s’enchasser et se replier dans la
membrane lipidique de 'endosome et déclencher la fusion des membranes virales et
cellulaires (Kaufmann & Rossmann 2011, Pierson & Kielian 2013, Van Vlack &
Seeliger 2018). La fusion des deux membranes va permettre la libération du complexe
nucléocapsidique dans le cytoplasme cellulaire (Hamel et al. 2015). Le génome viral
est alors dissocié de la capside et libéré dans le cytoplasme de I'héte par un processus
de décapsidation (Mendes et al. 2012).

[1.3.2. Traduction et réplication virale

Le génome viral est alors accessible et reconnu tel un ARN messager (ARNm)
par la machinerie cellulaire. L’ARN génomique virale, qui est de polarité positive et
coiffé en 5’, va étre directement traduit par les ribosomes du réticulum endoplasmique
granuleux (REG). La traduction du génome virale par ces ribosomes cellulaires produit
une polyprotéine d’environ 3400 acides aminés qui sera ancrée dans la membrane du
RE. Cette polyprotéine va subir des traitements co- et post-traductionnels par des
protéases virales et cellulaires : la protéase/hélicase NS3 du cété cytoplasmique et
des peptidases cellulaires au niveau de la lumiére du RE (Roby et al. 2015). La
polyprotéine va alors étre clivée en 10 protéines virales qui se regroupent en trois
protéines structurales, capside (C), précurseur de membrane (prM), enveloppe (E) et
sept protéines non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5). Aprés
clivage de la polyprotéine, les protéines C, NS2A, NS2B, NS4A et NS4B se
retrouveront ancrées au sein des membranes du RE. Les protéines prM et E seront
transloquées dans la lumiére du RE puis dans le réseau trans-golgien, ou elles subiront
des glycosylations, premiére étape de leur maturation qui permettra leur assemblage
en hétérodiméres. Enfin, les protéines NS3 et NS5 seront cytosoliques, et pourront

étre recrutées pour la formation des complexes de réplication.
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11.3.2.1. Formation des complexes de réplication

Le réticulum endoplasmique (RE) est I'organelle ou se réalise la réplication
virale. Les protéines non structurales s’associent entre elles afin de former des
complexes de réplication (CR), qui correspondent a un réseau protéique provoquant
des altérations et des invaginations au sein des membranes du RE (Welsch et al. 2009,
Gillespie et al. 2010, Van Den Elsen et al. 2021). Ces invaginations rassemblent les
facteurs cellulaires et viraux indispensables a la réplication virale, tout en protégeant
ces derniers des senseurs cytosoliques de limmunité innée et des nucléases
cytosoliques (Morrison et al. 2012). On retrouve principalement deux types
d’altérations au sein des membranes du RE : 1) Les circonvolutions membranaires
(CMs, de l'anglais Convoluted membranes) qui constituent le lieu de traduction de
I’ARN viral en polyprotéine. Les CMs représenteraient des sites de stockage de lipides
et de protéines virales qui seraient essentiels a la réplication du virus. 2) Les paquets
vésiculaires (VPs, de langlais Vesicle packets) qui forment des structures
membranaires hautement organisées renfermant la machinerie de réplication virale
(Figure 11). Les protéines NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et NS5 sont regroupées
a l'intérieur des VPs et la protéine NS1 forme des dimeéres dans la lumiére du RE de
l'autre c6té de la membrane. Les VPs sont connectées au cytoplasme cellulaire via un
systéme de pore qui permettra le recrutement des protéines NS3 et NS5 afin d’initier

la réplication virale.

11.3.2.2. Réplication virale

Les complexes de réplication permettent de répliquer ’TARN génomique virale
grace a l'activité ARN polymérase ARN-dépendant de la protéine NS5 et l'activité
hélicase de la protéine NS3. L’initiation de la réplication débute par l'interaction des
régions complémentaires hautement structurées 5’ et 3' UTR de I'ARN viral. Cette
interaction induit la circularisation du génome viral, permettant le recrutement de la
polymérase NS5 et la synthése d’'un brin complémentaire au brin d’ARN matrice de
polarité négative (Khromykh et al. 2001, Yu & Markoff 2005). Cela forme alors une
molécule transitoire d’ARN a double brin (Clyde et al. 2006). Au cours de ce processus
de réplication asymétrique et semi-conservatif, plus de 90% des brins d’ARN
synthétisés seront de polarité positive (Klema et al. 2015). Le brin d’ARN de polarité
négative ne représentant qu’un intermédiaire réplicatif, et servant de matrice pour la

synthése de nouveaux ARN viraux.
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Figure 11 : Complexe de réplication des flavivirus

Représentation schématique du complexe de réplication virale des flavivirus. Sept protéines
non-structurales, ainsi que des protéines hétes (non représentées), forment ensemble le
complexe de réplication. La réplication de I'ARN viral a lieu a l'intérieur d'invaginations des
membranes du réticulum endoplasmique (RE), appelées paquets vésiculaires (VPs). Figure
adaptée de (Shi 2014).

Durant la réplication, ’ARN génomique viral de polarité positive nouvellement
synthétisé sera pris en charge par les protéines NS3 et NS5. Une coiffe de 7-
méthylguanosine de type | sera synthétisé a l'extrémité &5 du génome viral
(m7GpppAmp), grace aux activités meéthyltransférase et guanylyltransférase de la
protéine NS5 et a I'activité triphosphatase de la protéine NS3 (Zhou et al. 2007, Saeedi
& Geiss 2013).

11.3.3. Assemblage et morphogenése de la particule virale

L’assemblage et la morphogenése des particules virales des flavivirus débutent
au sein des membranes du RE, dans des saccules qui sont localisées a proximité des
paquets vésiculaires (VPs) (Figure 12). Les premiéres étapes de I'assemblage
s’effectuent de fagon concomitante a la réplication virale qui se déroule au niveau des
VPs (Chatel-Chaix & Bartenschlager 2014). Les protéines de capsides nouvellement

synthétisées sont recrutées et s’associent a I'’ARN viral pour former la nucléocapside.

-57 -




- BIOLOGIE MOLECULAIRE DES FLAVIVIRUS -

Parallélement, les protéines prM et E s’associent sous forme d’hétérodiméres
enchassées au sein des membranes du RE. La nucléocapside va alors bourgeonner
dans la lumiere du RE et acquérir 'enveloppe lipidique virale ou se trouvent ancrées
les protéines prM et E (Zhang 2003, Tan et al. 2020). Les particules virales immatures
ainsi formées, sont adressées au réseau de I'appareil de Golgi et a la voie de sécrétion

cellulaire pour achever leur maturation.

11.3.3.1. Maturation de la particule virale

Au cours des étapes de maturation, les particules virales immatures vont subir
diverses modifications dont le clivage de la protéine précurseur de membrane prM, la
N-glycosylation et ['ubiquitylation de la protéine d'enveloppe E (Mackenzie &
Westaway 2001, Carbaugh & Lazear 2020, Giraldo et al. 2020). La migration des
particules virales immatures au sein de la voie de sécrétion cellulaire va induire un
réarrangement des glycoprotéines prM et E (I.-M. Yu et al. 2008). Au sein des
endosomes tardifs, la diminution du pH va permettre I'exposition du site de clivage de
la protéine prM, le rendant accessible aux protéases furines cellulaires. La protéine
prM sera alors clivée en deux sous-unités « pr » et « M », rendant le peptide de fusion
de la protéine E inaccessible a la membrane endosomale et empéchant toute étape
de fusion précoce des particules virales immatures (Mukhopadhyay et al. 2005, Li et
al. 2008). La sous-unité « pr » sera libérée dans le milieu extracellulaire lors de la
libération des particules virales mettant fin au processus de maturation (Yu et al. 2009).

11.3.3.2. Libération de la particule virale

Une fois le processus de maturation terminé, les particules virales devenues
matures seront libérées dans le milieu extracellulaire pour former la nouvelle progénie
virale (Pierson & Diamond 2013). La sortie des particules virales se faisant par
exocytose n’est généralement pas lytique dans la plupart des types cellulaires. Les
mécanismes impliqués dans cette libération n'ont cependant pas encore été
totalement élucidés. |l est intéressant de noter, que I'infection par les flavivirus est
connue pour produire un mélange de particules matures, immatures et partiellement
matures. |l arrive donc parfois que le cycle de réplication viral ne soit pas réalisé ou
soitincomplet, menant a la génération d’une population virale hétérogéne qui présente

un ensemble d’épitopes trés varié au systéme immunitaire (Sirohi & Kuhn 2017)
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Figure 12 : Etapes de traduction, de réplication et d’assemblage des flavivirus

Représentation schématique : (1) de la protéine virale traduite, (2) du complexe de réplication
et (3) du mécanisme d’assemblage viral des flavivirus. La traduction s’effectue au niveau de
la membrane du RE et génére une polyprotéine qui sera clivée en trois protéines structurales
(C, prM et E) et sept protéines non-structurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B et
NS5). La réplication de I'ARN viral a lieu a l'intérieur d'invaginations de la membrane du RE,
appelées paquets vésiculaires (VPs). L'ARN viral nouvellement synthétisé sert de modeéle pour
la traduction, la poursuite de la réplication, et 'assemblage de nouvelles particules virales.
L'assemblage a lieu dans des saccules qui sont localisées a proximité des VPs. Figure
adaptée de (Van Den Elsen et al. 2021).
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lll. Les flavivirus — Zika et Dengue
lll.1. Découvertes et historiques des grandes épidémies
[11.1.1. Découverte, émergence et historique du virus Zika (ZIKV)

En 1947, le virus Zika (ZIKV) a été isolé pour la premiére fois a partir d’'un singe
rhésus prélevé dans la forét Zika de Kampala, en Ouganda (Dick et al. 1952). Un an
plus tard, le virus fut isolé chez des moustiques du genre Aedes provenant de la méme
région, suivi du premier isolement humain en 1953 au Nigéria (MacNamara 1954). Les
années 1950 a 1980 ont vu des enquétes de séro-surveillance révéler la présence
étendue de ZIKV dans divers pays d’Afrique et d’Asie (Weaver et al. 2016). Au cours
des soixante années qui ont suivi sa découverte, ZIKV est demeuré confiné dans ses

deux continents se manifestant uniquement sous la forme de cas sporadiques.

En 2007, I'le de Yap, située dans les Etats fédérés de Micronésie dans I'ouest
de l'océan Pacifique a été le théatre de la premiére grande épidémie de ZIKV. Cette
flambée épidémique a touché environ 73% de la population totale de l'ile, soit environ
8000 personnes infectées (Duffy et al. 2009). Néanmoins, seul des symptémes légers

et de courte durée ont été signalés a I'époque.

En 2013, la propagation de ZIKV s’est étendue a travers I'océan Pacifique,
déclenchant une épidémie au sein de la Polynésie frangaise. Au cours de cette
épidémie, plus de 11% de la population totale a été touchée par I'infection aboutissant
a plus de 30.000 cas symptomatiques recensés et I'apparition de complication graves
chez les individus infectés (Cao-Lormeau et al. 2014, Musso et al. 2018). Parmi ces
complications, certaines ont notamment été associées a des troubles neurologiques
tels que le syndrome de Guillain-Barré chez I'adulte et des malformations congénitales
chez les nouveau-nés de meres infectées (Oehler et al. 2014). Des épisodes similaires
ont par la suite été signalés sur d’autres iles du Pacifique (Musso et al. 2014).

En 2015, le Brésil a été le théatre de la plus vaste épidémie de ZIKV jamais
enregistrée, atteignant des proportions pandémiques avec 440.000 a 1.300.000 cas
d’'infection présumés au cours d’'une année. Cette flambée épidémique a été
étroitement associée a I'émergence de complications chez les nouveau-nés,
ultérieurement désignées sous le nom de « Syndrome Congénital a virus Zika (SCZ) »,
avec plus de 3700 cas signalés (Musso et al. 2019).
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En Février 2016, 'OMS pris la décision d’élever le niveau d’alerte en déclarant
Zika comme une urgence de santé publique de portée internationale (Gulland 2016).
A la suite de cette déclaration, la communauté scientifique s’est mobilisée pour
concentrer ses efforts sur la compréhension de la maladie et ses origines, dans le but

d’accélérer le développement de nouveaux vaccins et antiviraux contre ZIKV.

Aujourd’hui, la transmission de ZIKV a considérablement diminué, toutefois elle
persiste en continuant a évoluer discretement a travers le monde, se manifestant
majoritairement sous la forme d’infection asymptomatique (Duong et al. 2017,
Ruchusatsawat et al. 2019). En juillet 2019, pas moins de 87 pays et territoires
d’Afrique, d’Asie, des Amériques et du Pacifique ont rapporté la présence de ZIKV
(Figure 13). Jusqu’en 2019, la transmission autochtone de ZIKV par son vecteur
n’avait jamais été signalée en Europe, méme si plus de 2300 cas importés avaient été
recensés entre 2015 et 2017 (Wilder-Smith et al. 2018). Les premiéres infections

acquises localement ont été signalées a 'automne 2019 dans le sud de la France.

Les pays et territoires avec une transmission actuelle ou antérieure du virus Zika

[
I Pays et territoires ayant Pays et territoires ol le vecteur Les pays et teritoires sans cas Informations P

une transmission actuelle compétent est présent, mais ou d'infection avéré par ZIKV et non disponibles %y“’f;“é World Health

ou antérieur de ZIKV aucune infection par ZIKV n'a sans vecteur compétent présent {7 Organization

été signalé ©WHO 2022, Al rghts reserved.

Figure 13 : Répartition mondiale de I'infection par ZIKV
Figure adaptée de (WHO 2022).
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[11.1.2. Découverte, émergence et historique du virus de la Dengue (DENV)

Les premiéres descriptions qui correspondent aux symptémes cliniques de la
dengue ont été documentées dans une encyclopédie chinoise datant de la période
allant de 265 & 992 apreés J.-C (Gubler 1998). A cette époque, la dengue était désignée
sous le nom de « poison de I'eau » et était associée aux insectes volants, suggérant
une compréhension ancienne des facteurs de transmission associés a la maladie
(Guzman & Isturiz 2010). L’étymologie du mot « Dengue » trouve son origine probable
dans le terme swahili « Ki denga pepo » qui signifie littéralement : crampes soudaines
causées par un esprit maléfique. Au fil du temps, le terme évolua pour devenir
« Dengue » dans le langage médical pour désigner la maladie causée par le virus de
la dengue (DENV) (McSherry 1993).

Au cours du XVllle siécle, les premiéres épidémies de dengue ont été
enregistrées en Amérique centrale, puis en Afrique, en Asie, et en Amérique du Nord
(Gubler & Clark 1995). Les premiéres épidémies avérées ayant lieu en 1779 a Jakarta
(Indonésie) et au Caire (Egypte), puis en 1780 a Philadelphie (Amérique du Nord)
(Rush 1951). Ce qui donna lieu a la mise en place du premier tableau clinique de la
dengue par Benjamin Rush en 1787 (Packard 2016). A I'époque, la propagation de la
dengue était intimement liée aux commerces internationaux et aux commerces
d’esclaves entre I'Afrique et les Amériques. En Europe, les premiers cas d’infection
par DENV ont été décrits en 1784 a Cadix et Séville (Espagne), marquant le début
d’épisodes épidémiques brefs mais particulierement intenses tout au long du XIXe et
du XXe siécle (Halstead 1992, Schaffner & Mathis 2014).

En 1903, la transmission de DENV a 'Homme par le vecteur moustique du
genre Aedes a été établi par Graham et Bancroft (Graham 1902). Cela langa le début
des études scientifiques permettant de définir la nature virale de la dengue en 1906
(Holmes & Twiddy 2003). Le virus a éteé isolé pour la premiére fois au Japon par Ren
Kimura et Susumu Hotta, en 1943. L’isolement s’était alors fait a partir de I'échantillon
sanguin d’un patient infecté durant I'épidémie de dengue qui sévissait a Nagazaki,
donnant lieu a I'identification du premier sérotype DENV-1 (Hotta 1952). Au cours des
années suivantes, les trois autres sérotypes de DENV ont également été isolés. Dans
la région du Pacifique pour DENV-2 (Sabin 1952), et lors d’épidémies survenues aux
Philippines et en Thailande pour DENV-3 et DENV-4 (Hammon et al. 1960).
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Au milieu du XXe siécle, la Seconde Guerre mondiale modifia profondément le
profil épidémiologique de la dengue. Les mouvements massifs de populations civiles
et les nombreux déploiements de troupes militaires auraient facilité la propagation de
la dengue ainsi que son moustique vecteur dans de nombreuses régions qui étaient
jusque-la préserveées, favorisant ainsi '’émergence de nouvelles épidémies (Gubler
1998). Aprés-guerre, une urbanisation accrue et incontrélée favorisa également cette
propagation et l'installation d’'une endémicité de la dengue a travers diverses régions
de la planéte (Gubler 2011). La co-circulation de plusieurs sérotypes de la dengue
dans ces régions entraina I'apparition de formes hémorragiques de la maladie qui ont
été décrites pour la premiére fois aux Philippines en 1953 (Hammon et al. 1960).

Au cours des cinquante derniéres années, I'incidence de la dengue a augmenté
de maniére spectaculaire, se multipliant par 30 (Stanaway et al. 2016). De nos jours,
DENV se propage a I'échelle mondiale infectant des individus dans plus de 125 pays
chaque année et exposant environ 3,6 milliards de personnes a un risque d’infection
(Brady et al. 2012). Les épidémies de la dengue surviennent annuellement notamment
en Amérique, en Asie, en Afrique et en Australie (Figure 14). Ces épidémies se
traduisent par environ 400 millions de cas d’infection, incluant 500.000 cas de formes

seveéres et 22.000 déces chaque année a I'échelle mondiale (Bhatt et al. 2013).

Pays et territoires d'outre-mer de %
I’Union Européenne qui ne sont pas
visibles sur la carte.

- Guadeloupe
- Martinique

New Caledonia
- La Réunion
I Wallis and Futuna

Taux de signalement pour 100.000 personnes @ ;
| P

Cas non déclarés 0.001-0.009 0.01-0.99 1.0-9.99 Bl oo Bl -1

Figure 14 : Répartition mondiale de I'infection par DENV
Figure adaptée de (ECDC 2023).
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[11.1.3. DENV-2 du génotype Cosmopolitan dans I'océan Indien et a La Réunion

Les épidémies de dengue dans les régions tropicales et subtropicales sont
principalement associées au sérotype DENV-2 et a la distribution géographique
croissante du génotype Cosmopolitan (Yenamandra et al. 2021). Ce génotype
posséde une grande hétérogénéité génétique pouvant expliquer sa vaste propagation
et serait particulierement pathogéne pour 'lHomme pouvant entrainer des symptémes
sévéres méme lors d’'une primo-infection. Le génotype Cosmopolitan de DENV-2
circule principalement en Asie, en Afrique, au Moyen-Orient, dans les iles du Pacifique,
en Amérique du Sud (Yenamandra et al. 2021, Giovanetti et al. 2022), mais celui-Ci
est récemment devenu un probléme majeur de santé publique dans la région sud-
ouest de I'océan Indien (SOOI) (Pascalis et al. 2019, Hafsia et al. 2022) (Figure 15).
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Figure 15 : Représentation de la région sud-ouest océan Indien (SOOI)

(A.) Historique des épidémies de DENV dans la région SOOI. Les dates correspondent aux
épidémies et les cercles de couleurs aux sérotypes associés (Rouge/DENV-1,
Orange/DENV-2, Vert/DENV-3 et Violet/DENV-4. (B.) Distribution spatiale de DENV-2 du
génotype Cosmopolitan dans le monde. Le nombre de séquences signalées par pays sont
représentées par des cercles de taille différente. Figure adaptée de (Hafsia et al. 2022) et
(Yenamandra et al. 2021).
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La région SOOI est composée de plusieurs pays cétiers d’Afrique de I'Est, tels
que le Mozambique et la Tanzanie, et se distingue par la présence de nombreuses
iles et archipels, notamment Madagascar, les Seychelles, les Comores, I'ile Maurice,
et I'lle de La Reéunion. Cette région est un hub d’activités commerciales et de
déplacements humains, par voie maritime et/ou aérienne, entre les territoires qui la
composent et plusieurs autres pays d’Afrique de I'Est et d’Asie du Sud-Est ou circulent
malheureusement des arboviroses telles que la dengue (Hafsia et al. 2022). Par
conséquent, les territoires de la région SOOI n'ont pas été épargnés par la propagation
de la dengue, avec une circulation active du pathogéne et la présence de foyers

épidémiques sur de nombreuses iles.

L’ile de La Réunion, un département frangais d’outre-mer, a connu sa premiére
épidémie de dengue depuis prés de 40 ans avec l'introduction sur le territoire de la
DENV-2 du génotype Cosmopolitan entre 2018 et 2019 (Pascalis et al. 2019). Jusqu’a
présent seuls de petits foyers d’infection avaient été sporadiquement enregistrés,
principalement en lien avec des cas importés. Au début de I'épidémie de 2018, la
population réunionnaise était alors considérée comme naive et immunologiquement
vulnérable face a DENV. En outre, la présence des moustiques vecteurs du genre
Aedes et des conditions environnementales favorables a leur prolifération, était
également propice a l'introduction et la mise en place d’'une endémicité de la dengue
a La Réunion (Vincent et al. 2023).

Entre 2018 et 2019, I'lle de La Réunion a donc connu une épidémie de dengue
avec pres de 25.000 cas d’infection confirmés sur une population de 875.000 habitants
(Santé Publique France 2021) (Figure 16). Au cours de cette épidémie, il a été
enregistré un total de 2400 passages aux urgences, 773 hospitalisations dont 79 cas
de dengue séveére et 20 décés directement lié a la dengue. L’année 2020, marqua la
fin de I'épidémie causée par I'unique sérotype DENV-2 de génotype Cosmopolitan
avec l'introduction ultérieure des sérotypes DENV-1 et DENV-3 au cours des années
suivantes (Hafsia et al. 2022).
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Figure 16 : Epidémies de la DENV-2 a La Réunion entre 2018 et 2019

(A.) Taux de signalement de la dengue, par année et par commune, a I'lle de La Réunion.
(B.) Point épidémiologique de la dengue a La Réunion 2018-19. * (TROD, test rapide
d’orientation diagnostic). Figure adapté de (Vincent et al. 2023) et (ECDC 2023).

Les analyses épidémiologiques et phylogénétiques des souches de DENV-2
circulants dans la région SOOI ont révélé que les échantillons de DENV-2 prélevés a
La Réunion en 2018 ainsi qu’aux Seychelles en 2016 appartiennent au génotype
Cosmopolitan et a la sous-lignée C1-B (Pascalis et al. 2020). En revanche les
échantillons de DENV-2 prélevés a Dar Es Salaam en 2014 sont rattachés a la sous-
lignée C2 (Vairo et al. 2016). Cette co-circulation active de différentes sous-lignées de
DENV-2 de génotype Cosmopolitan dans la région SOOI semble étre liee a
d’éventuelles introductions antérieures de la dengue en provenance d’Inde, du
Pakistan et de la Chine (Pascalis et al. 2020). De nos jours, peu d’informations sont
disponibles sur les caractéristiques biologiques des souches DENV-2 de génotype
Cosmopolitan qui circulent dans la région SOOI (Ogire et al. 2021, Ogire et al. 2023).
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lll.2. Phylogénie des flavivirus : ZIKV et DENV
[11.2.1. Phylogénie de ZIKV

ZIKV est catégorisé en deux lignées génétiques distinctes : la lignée africaine
qui se divise en deux génotypes (est africain et ouest africain) et la lignée asiatique
(Faye et al. 2014). En Afrique, la lignée africaine persiste principalement dans un cycle
sylvatique impliquant des moustiques et singes indigénes, avec seulement quelques
cas sporadiques d’infection chez 'Homme. A linverse, la lignée asiatique englobe
pratiquement toutes les souches épidémiques de ZIKV qui sont associés a I'apparition
de symptdbmes séveéres chez les individus infectés (Haddow et al. 2012). Ces lignées
africaine et asiatique présentent des différences de transmissibilité et de pathogénicité
pouvant expliquer leur diversité phénotypique (Simonin et al. 2017) (Figure 17).

Les analyses phylogénétiques des souches de ZIKV ont mis en évidence des
changements d'acides aminés survenues lors de son émergence d'Afrique et sa
propagation progressive en Asie. Ces changements d’acides aminés sont conservés
dans les souches épidémiques de ZIKV, ce qui a vraisemblablement favorisé une
adaptation a 'Homme et une virulence accrue. La divergence génétique entre ces
lignées reste toutefois relativement faible, avec moins de 12% de divergence au niveau
nucléotidique (Haddow et al. 2012). Ces variations génétiques se sont produites sur
l'intégralité du génome viral, les protéines structurales étant néanmoins soumises a un
taux de substitution d'acides aminés plus élevé. Celles-ci présentent des changements
géneétiques notables affectant les protéines prM et E de ZIKV, entrainant des
différences de structure de la particule virale (Bos et al. 2018, Li et al. 2019).

Toutes les souches épidémiques de ZIKV contiennent un site de N-
glycosylation dans la protéine E (Carbaugh et al. 2019). La découverte de cette
glycosylation a suscité l'intérét de la communauté scientifique en raison de son impact
sur la pathogeénicité et le potentiel épidémique des souches contemporaines de ZIKV.
Les études récentes menées sur les souches contemporaines de la lignée africaine
mettent en évidence un potentiel épidémique élevé. Ces souches présentent une
transmissibilité accrue chez les moustiques et une |étalité plus élevée chez les souris
en comparaison aux souches asiatiques (Aubry et al. 2021). La récente détection de
souches africaines de ZIKV au Brésil suscite des inquiétudes quant a la possibilité de
nouvelle flambée épidémique qui serait fortement préjudiciable (De Matos et al. 2021).
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Figure 17 : Arbre phylogénétique du virus Zika

Illustration représentant un arbre phylogénétique consensuel, obtenu en utilisant la méthode
du maximum de vraisemblance a partir de 1000 arbres répliqués par Bootstrap ultra-rapide.
Le fond coloré représentant 'origine géographique des souches de ZIKV. Indiqué par le
symbole « * » : Souche de la lignée asiatique indépendamment importée du Brésil. Figure
adaptée de (Aubry et al. 2021).

[11.2.2. Phylogénie de DENV

DENV se distingue par sa classification en quatre sérotypes génétiquement
apparentés mais antigéniquement distincts : DENV-1, DENV-2, DENV-3 et DENV-4.
Les sérotypes ont été identifiés par des tests sérologiques montrant une réactivité
croisée limitée et sont nommés en fonction de la chronologie de leur découverte
(Figure 18). L'analyse moléculaire des quatre sérotypes de DENV a mis en évidence
une homologie d'acides aminés allant de 60 a 80 % entre chaque sérotype (Holmes &
Twiddy 2003). Cette proximité génétique leur permet d’étre étroitement apparentés
tout en étant suffisamment différents pour déclenche une réponse immunitaire

spécifique et efficace a I'égard du sérotype impliqué dans l'infection.
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Des analyses phylogénétiques complémentaires ont également révélé
I'existence de plusieurs génotypes au sein méme de chaque sérotype. La distinction
entre ces geénotypes est caractérisée par une variation de plus de 6% dans la
composition du génome viral, spécifiquement au niveau de la région de jonction entre
les protéines NS1 et E (Rico-Hesse 1990). Par conséquent, le sérotype DENV-1
englobe cing génotypes, désignés de | a V (Goncalvez et al. 2002). Le sérotype DENV-
2 se subdivise en six génotypes, identifiés sous les dénominations suivantes : Asian |,
Asian Il, Cosmopolitan, American, American/Asian et Sylvatic (Twiddy et al. 2002). Les
sérotypes DENV-3 et DENV-4 sont constitués respectivement de quatre génotypes
chacun, nommés de | a IV pour DENV-3 et [, Il, Il et Sylvatic pour DENV-4 (Lanciotti
et al. 1994, Trent et al. 1997). Dans le cas de DENV, les génotypes viraux sont dans

leur grande majorité étroitement liés a 'origine géographique des isolats viraux qui les

constituent.
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Figure 18 : Arbre phylogénétique du virus de la dengue

Figure adaptée et obtenue a partir de Nextstrain « Dengue ».
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Parmi les divers génotypes et sérotypes de DENV, il existe des différences en
termes de virulence, de distribution géographique et/ou de prévalence. Parmi les
quatre sérotypes décrits, DENV-1 et DENV-2 sont les sérotypes les plus fréquemment
associés aux flambées épidémiques connues aujourd’hui (Guo et al. 2017). Le
sérotype DENV-2 étant associé aux épidémies possédant les taux de mortalité les plus
élevés et a I'apparition de symptébmes grave dans les cas d'infections secondaires
(Yenamandra et al. 2021).

I11.3. Transmission des flavivirus : ZIKV et DENV

La propagation des flavivirus, Zika et Dengue, est principalement due a une
transmission vectorielle. DENV et ZIKV circulent dans deux environnements distincts :
un cycle sylvatique dans les zones forestiéres et un cycle humain dans les zones
urbaines (Wang et al. 2000, Weaver & Reisen 2010) (Figure 19). En Asie du Sud et
en Afrique de I'Ouest, le cycle de transmission initial implique des primates non
humains (PNH) en tant que réservoirs et des moustiques arboricoles du genre Aedes
comme vecteurs : Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae. furcifer, Ae. vittatus,...
(Valentine et al. 2019). En revanche, dans la quasi-totalité des foyers urbains ce sont
Ae. aegypti et Ae. albopictus qui jouent un réle majeur dans la transmission de ces
virus (Black et al. 2002, Bonizzoni et al. 2013). La transmission de ZIKV et DENV
semble impliquer une grande variété de vecteurs, mettant en évidence la grande

adaptabilité des flavivirus.
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Figure 19 : Cycle de transmission des flavivirus ZIKV et DENV
Figure adaptée de (CDC & PLOS 2016). “Council on foreign relations”.
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[11.3.1. Transmission vectorielle
111.3.1.1. Transmission vectorielle horizontale

La transmission des flavivirus ZIKV et DENV par leurs vecteurs se déroule en
plusieurs étapes (Hardy et al. 1983) (Figure 20) : Initialement, une femelle moustique
s’infecte en se nourrissant de sang sur un héte vertébré porteur du virus. Le virus est
alors ingéré avec le sang et infecte les cellules épithéliales dans l'intestin moyen du
moustique. Apres une phase de réplication virale dans I'intestin moyen, les nouveaux
virions doivent traverser la lame basale qui sert de soutien a cet épithélium pour étre
libérés dans ’hémocoele, une cavité ou circule I’'hémolymphe (Franz et al. 2015). Une
fois dans le systéme circulatoire de I'insecte, le virus peut se disséminer vers divers
tissus et organes. Pour étre transmis a un nouvel héte vertébre lors de la piqdre, le
virus doit atteindre les glandes salivaires du moustique. |l est important de noter que
la femelle moustique reste infectée toute sa vie et peut se nourrir sur plusieurs

individus en peu de temps, ce qui contribue a la rapide propagation de ZIKV et DENV.
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Figure 20 : Les étapes de la transmission vectorielle (virus/moustique)

(1) Le virus est ingéré par le moustique a partir d'un héte virémique, (2) le virus infecte et se
réplique dans les cellules épithéliales de l'intestin moyen, (3) le virus s'échappe de l'intestin
moyen vers I'hémolymphe du moustique a l'intérieur de I'némocoele, (4) dissémination du
virus vers les tissus/organes périphériques, (5) infection des glandes salivaires et (6)
transmission du virus par la salive du moustique. Figure adaptée de (Azar & Weaver 2019).
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111.3.1.2. Transmission vectorielle verticale

Au cours de la phase de dissémination dans le moustique, le virus peut
également infecter le tissu reproducteur (ovaires et ceufs potentiels de la femelle) par
transmission trans-ovarienne (Lai et al. 2020). Cela peut favoriser le passage du virus
d'une femelle moustique a sa descendance. Ce phénoméne est rare, mais peut
permettre au virus de persister en I'absence d'hotes réceptifs, lors de conditions
environnementales défavorables, ou lorsque la densité des vecteurs est trop faible
pour soutenir une transmission horizontale efficace (Lequime et al. 2016).

111.3.1.3. La capacité vectorielle

La capacité vectorielle d’'un moustique vecteur se définit comme la capacité de
ce vecteur a transmettre efficacement un agent pathogéne dans des conditions
naturelles. Cette notion englobe la compétence vectorielle (capacité du moustique a
ingérer, a répliquer et transmettre 'agent pathogene), la bio-écologie du moustique qui
prend en compte tous les éléments susceptibles d’influencer la probabilité de contact
entre vecteur et héte sous l'influence de facteurs environnementaux. En conséquence,
de nombreux facteurs internes et externes peuvent avoir un impact sur la dynamique

de transmission des pathogenes par les moustiques (Kramer & Ebel 2003).

La compétence vectorielle d’'une espece de moustique pour un flavivirus
dépend généralement de la combinaison spécifique du moustique et du génotype viral
(Lambrechts et al. 2009). Par conséquent, la capacité d’'un moustique a transmettre
un flavivirus est une caractéristique spécifique qui peut différer d’'une espéce de
vecteur a une autre (Weaver & Barrett 2004). Les moustiques du genre Aedes,
notamment Ae. aegypti et Ae. albopictus, sont reconnus comme les principaux
vecteurs des virus ZIKV et DENV, tandis que les vecteurs du genre Culex ou
Anopheles semblent présenter une résistance a I'infection par ces virus. Des variations
dans la capacité de transmission des flavivirus ont également été observées au sein
d’'une méme espéce de moustique (Farfan-Ale et al. 2002, Chouin-Carneiro et al.
2016). Par exemple, dans le cas de DENV, une spécificité d’interaction entre les
genotypes et leurs vecteurs a été confirmée (Armstrong & Rico-Hesse 2001). De
méme, pour ZIKV, des différences de transmission ont été constatées entre la lignée
africaine et la lignée asiatique du virus (Ciota et al. 2017).
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Un exemple remarquable illustrant cette spécificité en génotype viral et vecteur,
concerne la transmission du CHIKYV lors de I'épidémie qui a frappé I'ile de La Réunion
entre 2005 et 2006. Pendant cette épidémie, le virus qui circulait sur I'lle a 'époque
s’est adapté au vecteur Ae. albopictus en modifiant un seul acide aminé (passant de
I'alanine a la valine) en position 226 de la protéine d’enveloppe E (Schuffenecker et al.
2006). Cette modification a favorisé la dissémination et la transmission du virus au sein

du vecteur Ae. albopictus (Tsetsarkin et al. 2007).

[11.3.2. Transmission non-vectorielle

La transmission intraspécifique d’homme a homme peut se produire par des
voies telles que la transmission verticale, sexuelle ou nosocomiale (Chen & Wilson
2016). Cependant, chez les flavivirus, ces modes de transmissions sont relativement
rares. ZIKV présente la particularité de persister dans certains tissus et liquides
biologiques. Ce virus a été détecté dans des échantillons d’urine, de salive, de sperme,
d’écouvillons nasopharyngés, ainsi que dans le lait maternel (Song et al. 2017),
confortant I'idée d’'une transmission non-vectorielle fort probable.

111.3.2.1. Transmission par voie sexuelle

Contrairement a la majorité des flavivirus, ZIKV peut se propager a la fois par
les arthropodes et par voie sexuelle. Le premier cas de transmission sexuelle a été
documenté en 2011, dans I'Etat du Colorado aux Etats-Unis, suite au retour d’'un
scientifique d’'une mission au Sénégal (Foy et al. 2011). Sa femme, qui n'avait pas
voyage, a éteé infectée par ZIKV neuf jours apres le retour de son mari. Cette hypothése
a été renforcée par l'isolement du virus dans le sperme d’'un patient infecté par ZIKV
lors de I'épidémie en Polynésie Francaise en 2013 (Musso et al. 2015). Aprés une
identification singuliére de cas sporadique d’infection par ZIKV en 2016, I'idée d’'une
transmission sexuelle de ZIKV a été largement acceptée (Davidson et al. 2016).
Depuis lors, plusieurs études ont signalé la présence de ZIKV dans le sperme des
hommes ainsi que le liquide séminal et la muqueuse génital des femmes. Il convient
de noter que la transmission sexuelle de ZIKV peut étre retardée et survenir jusqu’a
au moins un mois aprés I'apparition des symptémes chez le partenaire (Turmel et al.
2016). ZIKV a une affinité particuliere pour les tissus de l'appareil reproducteur
masculin et pourrait avoir des effets préjudiciables a long terme sur la fertilité des

hommes (Avelino-Silva et al. 2018, Robinson et al. 2018).
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111.3.2.2. Transmission par voie materno-fcetal

Pendant I'épidémie de ZIKV au Brésil, en 2015, la premiére preuve de
transmission placentaire du virus a été obtenue par la détection de '’ARN viral de ZIKV
dans le liquide amiotique de deux femmes chez lesquelles une microcéphalie fcetale
avait été diagnostiquée (Oliveira Melo et al. 2016). Par la suite, la transmission
materno-foetale de ZIKV a été confirmée en Amérique du Sud grace a des études de
cohorte prospectives menées sur des femmes enceintes, ainsi que par la détection du
virus dans divers échantillons biologiques prélevés chez des femmes enceintes
infectées et leurs feetus: sang, liquide amiotique, cordon ombilical, biopsie du
placenta, tissus foetaux (Hoen et al. 2018, Pomar et al. 2018). Par conséquent, la
transmission de ZIKV se fait de la mére infectée vers le foetus, le virus étant capable
de traverser la barriére foeto-placentaire humaine (Besnard et al. 2016). |l est a noter
que peu de flavivirus sont en mesure de franchir la barriere placentaire et uniquement
chez une petite proportion de femmes enceintes, un phénomene qui a été décrit pour
DENV. Cependant, ZIKV est le premier arbovirus caractérisé par une transmission
intra-utérine si efficace (Nguyen et al. 2017).

[11.3.3. Les autres voies de transmission

La transmission périnatale de ZIKV peut se faire par voie transplacentaire lors
de I'accouchement (Besnard et al. 2014), par la présence de ZIKV dans le liquide
amiotique (Calvet et al. 2016), par I'allaitement (Dupont-Rouzeyrol et al. 2016), ou par
contact étroit entre la mére et le nouveau-né. Une transmission de ZIKV par contact
physique, via les fluides corporels (urine, larmes, salive, sueur) a également été
rapportée bien que rare (Gregory et al. 2017). Pour finir, dans le cas de ZIKV et DENV,
une transmission non-vectorielle peut se produire lors d’'une transfusion sanguine

accidentelle ou d’'un don d’organe infecté (Tambyah et al. 2008, Rosso et al. 2019).
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lll.4. Symptomatologie, diagnostic, stratégies thérapeutiques et vaccinales

L'infection par des flavivirus, tels que ZIKV et/ou DENV, est généralement
asymptomatique (~70% des cas) ou provoque des symptdomes pseudo-grippaux
légers et spontanément résolutifs (~30% des cas) (Bhatt et al. 2013, Musso & Gubler
2016). Les manifestations cliniques de l'infection par ces virus sont tres variées : fievre
modérée ou élevee (ZIKV<38,5°C ; DENV<40°C), maux de téte, nausées, fatigue,
douleurs articulaires, douleurs musculaires, conjonctivite, troubles digestifs, et
notamment des éruptions maculo-papuleuses (rash) retrouvées chez 90% des
patients infectés (Gubler 1998, Petersen et al. 2016) (Figure 21). La période
d'incubation varie généralement de 3 a 12 jours, suivie d'une période symptomatique
de 2 a 7 jours. L'infection par ces flavivirus se traduit souvent par des symptdmes
bénins étroitement liés et confondants qui compliquent le diagnostic de l'infection. En
revanche, l'infection par ZIKV et/ou DENV peut entrainer des complications graves,

notamment neurologiques (ZIKV) ou hémorragiques (DENV), qui peuvent causer la

mort en l'absence d'une assistance médicale appropriée.

©

Symptomes Dengue Zika
Conjonctivite Maux de téte "
Fievre ++++ +++
. Douleurs musculaires +++ ++
‘o
- Lo .
Douleurs articulaires +++ ++
Fiévre Eruption . ]
cutanée Eruption cutanée ++ +++
e Douleurs rétro-oculaires ++ ++
‘- Conjonctivite 0 +++
Douleurs Douleurs
articulaires musculaires

Figure 21 : Symptomes associés a I'infection par ZIKV et DENV

Les principaux symptdmes de linfection par ZIKV et DENV, présentés dans un tableau
comparatif. Le symbole « + » étant associé a la fréquence d’apparition des symptémes pour
un virus donné. Figure adaptée de (CDC 2019) et (Halstead 1988)
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[11.4.1. Syndrome neurologique et congénital associé a l'infection par le virus Zika

Au cours des épidémies récentes en Polynésie frangaise et au Brésil, I'infection
par ZIKV a été associée a d’'importants troubles neurologiques tels que le syndrome
de Guillain-Barré (SGB) chez 'adulte ou le syndrome congénital a virus Zika (SCZ)
chez les foetus de méres infectées. On estime que le SGB et le SCZ surviennent
respectivement dans 0,02% et 1% des infections par ZIKV (Cao-Lormeau et al. 2016).

111.4.1.1. Le syndrome de Guillain-Barré (SGB)

Chez l'adulte, le SGB a été la premiére complication sévére de l'infection par
ZIKV a étre rapportée. Une corrélation temporelle avait notamment été observée entre
I'épidémie de ZIKV et 'augmentation de l'incidence du SGB en Polynésie frangaise en
2013 (Oehler et al. 2014). Le SGB est une maladie a médiation immunitaire
caractérisée par une démyélinisation du systéme nerveux périphérique qui entraine
une paralysie ascendante aigie et progressive, pouvant atteindre les muscles
respiratoires (Muinoz et al. 2017). Cette pathologie est donc le résultat d’'une réponse
auto-immune aberrante initiée par un mimétisme antigénique du virus qui déclenche
chez l'individu la production d’auto-anticorps dirigés contre la myéline. Ces auto-
anticorps se fixent sur la gaine de myéline, activent les lymphocytes T cytotoxiques et
le systtme du complément qui altérent les membranes des axones des nerfs
périphériques et leurs racines rachidiennes, perturbant les communications
neuronales (Figure 22). Le SGB provoque donc chez l'individu infecté une réduction
de l'autonomie qui se manifeste par une faiblesse progressive des membres, des
douleurs musculaires, des paralysies, et des dysfonctionnements pulmonaires séveres

pouvant entrainer un arrét respiratoire (Willison et al. 2016).

Chez I'adulte, d'autres complications neurologiques non liées au SGB ont été
rapportées chez des patients infectés par ZIKV, notamment des encéphalites et
meéningo-encéphalites (inflammation de I'encéphale et des méninges), des myélites
(inflammation de la moelle épiniére) ou des radiculites (inflammation des nerf
rachidiens). Plus rarement, des associations entre linfection par ZIKV et le
développement de thrombocytopénie, de manifestations ophtalmologiques (uvéite) ou
cardiaques ont été également décrites (Furtado et al. 2016, Minhas et al. 2017).
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Syndrome de Guillain-Barré
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Figure 22 : Syndrome de Guillain-Barré (SGB) médiée par les auto-anticorps

lllustration des sous-types du syndrome de Guillain-Barré en comparaison a une condition
saine. Mise en évidence de la dégradation de la myéline et/ou des axone par les auto-
anticorps et protéines du compléments. Figure adaptée de (Willison et al. 2016).

I11.4.1.2. Le syndrome congénital a virus Zika (SCZ)

Les conséquences de l'infection par ZIKV pendant la grossesse ont commencé

sur la perte feetale ou le SCZ.
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a étre décrites lors de I'épidémie survenue au Brésil en 2015. La microcéphalie a été
la premiére malformation congénitale associée a cette infection. Par la suite, le terme
« Syndrome congénital a virus Zika (SCZ) » a été créé pour décrire 'ensemble des
malformations congénitales associées a l'infection par ZIKV : microcéphalie séveére,
calcifications sous-corticales, structures cérébrales anormalement formées ou
absentes (ventriculomégalie et lissencéphalie), anomalies et malformations oculaires,
contractures congénitales et retard de croissance (Freitas et al. 2020). On estime que
l'infection par ZIKV pendant la grossesse peut entrainer des malformations
congénitales dans 5% a 13% des cas, ainsi qu'un nombre important de fausses

couches et cela méme si les symptébmes maternels ne semblent pas avoir d’'incidence
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L’age gestationnel au moment de linfection a un impact sur le risque
d’apparition du SCZ. Bien que la transmission verticale puisse se produire tout au long
de la grossesse, I'infection par ZIKV durant le premier et second trimestre de gestation
est associée a un risque accru de complications liées au SCZ (Brasil et al. 2016).

Parmi les anomalies du développement cérébral les plus communes lors d’'une
infection par ZIKV on retrouve notamment la microcéphalie. Cette malformation est
définie par une circonférence cranienne inferieure a la normale. Au cours de l'infection
d’'une femme enceinte, la microcéphalie survient chez I'enfant lorsque ZIKV traverse
la barriere placentaire et gagne le cerveau du feetus. La microcéphalie résulte de la
réplication de ZIKV dans les cellules souches neurales du cerveau en cours de
développement (Garcez et al. 2016). L'infection par ZIKV entraine l'arrét du cycle
cellulaire, une inhibition de la différenciation cellulaire et la mort par apoptose de ces
cellules, causant une diminution critique du volume cérébral (Li et al. 2016).

[11.4.2. Syndrome hémorragique associé a l'infection par le virus de la Dengue

Avant 2009, la Dengue était classifiée en trois catégories distinctes : la dengue
classique (DF, de I'anglais Dengue fever), la dengue hémorragique (DHF, de I'anglais
Dengue hemorrhagic fever) et le syndrome de choc de la dengue (DSS, de I'anglais
Dengue shock syndrome). Cependant, en 2009, 'OMS révisa cette classification de la
dengue pour la diviser en deux principales catégories : la dengue classique (avec ou
sans signes d’alerte) et la dengue sévére (Ajlan et al. 2019) (Figure 23). Dans de rare
cas, l'infection par DENV peut évoluer vers des symptédmes plus graves. Des signes
d’alerte indiquant une possible progression vers un dengue sévére peuvent apparaitre
pendant la phase de défervescence, généralement entre les jours 3 et 7 de la maladie,
sous la forme de : douleurs abdominales, d’'une hépatomégalie caractérisée par une
élévation des taux de transaminases, des manifestations hémorragiques au niveau

des muqueuses ou des vomissements persistants.

Il est important de noter que dans le cas d’une infection par DENV, la présence
d’anticorps spécifiques a un sérotype favoriserait le développement des formes
séveres de la dengue lors d’'une infection secondaire par un autre sérotype (Guzman
et al. 2013). Ce phénoméne se nomme I'ADE (de l'anglais, Antibody-Dependant
Enhancement) et sera décrits plus en détail dans la section « /Il.7. Physiopathologie
et immunopathologie des flavivirus », page 88.
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Dengue t signes d’alerte Dengue séveére

Avec

signes d’alerte

Critéres définissant la dengue * signes d’alerte Critéres de la dengue sévére

Dengue probable

Vie/séjour lors d'un voyage
dans une zone d'endémie de
la dengue. Présence de fiévre
et de 2 des critéres suivants :
» Nausées/vomissements

- Eruption cutanée

» Douleurs

+ Signe du lacet positif

» Leucopenie

» Tout signe d'alerte
Dengue confirmée en
laboratoire

(important en I'absence de signe de
fuits plasmatiqus)

ALT = alonine ami forase ; AST = i foraze : SNC = zyztamo norvews contral : SCD = syndromo de chac di a la denguo : HCT = hématocrilo

Figure 23 : Classification de la dengue par gravité des manifestations cliniques

Figure adaptée de (OMS et al. 2013) .

La dengue sévere se caractérise par une fuite plasmatique et vasculaire, une
thrombocytopénie, une coagulopathie, des lésions hépatiques et des manifestations
hémorragiques, en particulier dans l'intestin, qui sont la conséquence d’'une perte de
la fonction de barriére des cellules endothéliales. La dengue sévere peut évoluer vers
une forme mortelle de la maladie, la dengue séveére avec syndrome de choc (DSC), si
la fuite plasmatique et/ou le saignement conduisent a un volume critique de plasma
perdu qui serait suffisant pour induire un choc hypovolémique (Kalayanarooj 2011).
Un syndrome de choc prolongé peut entrainer une détresse respiratoire, une
défaillance des organes, une hypotension et une mortalité dans les 12 a 36 heures
suivant I'apparition du choc hypovolémique s'il n'est pas traité par une restauration
rapide du volume plasmatique (Guzman & Harris 2015).
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lll.5. Diagnostic en laboratoire

Le diagnostic de linfection par les flavivirus ZIKV et/ou DENV, ce fait
généralement suite a une consultation meédicale sur la base d’une apparition de signes
cliniques associés a l'infection chez le patient. |l existe classiquement deux méthodes
de diagnostic : 1) le diagnostic moléculaire qui permet la détection directe de
composeés nucléiques et/ou protéiques du virus, et 2) le diagnostic sérologique qui
permet la détection des anticorps produits par le systéme immunitaire lors de l'infection
virale (Musso & Després 2020). Le choix du test de diagnostic va alors principalement
dépendre de la date d'apparition des signes cliniques et nécessitera la réalisation de
prélevements biologiques adaptés : sang total, sérum, plasma, urines, ...

111.5.1. Diagnostic moléculaire

Le diagnostic moléculaire est utilisé lors de la phase aigué de I'infection, jusqu’a
5 a 7 jours suite a I'apparition des premiers signes cliniques chez le patient. Durant
cette phase, la réplication virale est toujours active est va permettre la détection de
composeés nucléiques et/ou protéiques du virus dans les échantillons biologiques.

La détection du génome viral est réalisée par RT-qPCR (de I'anglais, Reverse
transcription - Quantitative polymerase chain reaction). La RT-gPCR est couramment
utilisée en raison de sa grande sensibilité, de sa spécificité, de son faible colt de
production et de sa rapidité d’exécution. Cette technique permet la détection et la
quantification de 'ARN génomique viral a 'aide d’une étape de transcription inverse
puis d’'une amplification par PCR sur échantillon biologique. Les cibles de la RT-gPCR
sont généralement les génes codant les protéines structurales et non-structurales

spécifiques du virus (Scaramozzino et al. 2001, Moureau et al. 2007).

La détection directe des particules virales infectieuses est également possible
par isolement du virus. En effet, les flavivirus ZIKV et DENV peuvent étre identifiés,
isolés et caractérisés a partir de préléevements biologiques. L’isolement est réalisé par
l'infection de lignées cellulaires de mammiféres et/ou de moustiques en laboratoire a
partir du prélevement biologique. L’isolement du virus est aujourd’hui peu utilisé en
raison de la grande technicité et durée de cette méthode qui nécessite un laboratoire
de confinement de niveau 3, ainsi que du manque de sensibilité de cette méthode en
comparaison a la RT-gPCR.
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La détection des protéines virales est réalisée par ELISA (de I'anglais, Enzyme-
linked immunosorbent assay). Cette technique permet la détection d’antigenes viraux
sur échantillon biologique par la formation de complexe immun. A titre d’exemple, il
existe des kits de diagnostic rapide commercialisés pour la détection de la protéine
virale NS1 permettant le diagnostic de la Dengue chez ’'Homme (Alcon et al. 2002).
Durant la phase aigué de I'infection, la NS1 est largement sécrétée et détectable dans
le sang en corrélation avec la virémie du patient. Cette technique est couramment

utilisée en période épidémique et permet I'obtention d’'un résultat en moins de 15 min.

111.5.2. Diagnostic sérologique

Une fois la phase aigué de l'infection passée, le diagnostic de la maladie repose
sur la détection d’anticorps spécifiques dans les échantillons biologiques du patient.
La sérologie se base alors principalement sur la détection d'immunoglobuline M (IgM)
et d'immunoglobuline G (IgG) spécifiques par ELISA (Musso & Després 2020). Les
anticorps IgM sont détectables dans la circulation sanguine dés 5 jours et jusqu'a 12
semaines aprés I'apparition des premiers signes cliniques (Figure 24). Les anticorps
IgG apparaissent plus tardivement et peuvent étre détectables pendant plusieurs mois,
voire années dans I'organisme. La présence d’anticorps IgM est donc révélatrice d’'une
infection récente alors que la présence d’anticorps IgG peut indiquer une infection
récente mais également ancienne par le virus (Rabe et al. 2016).

Le diagnostic sérologique par la détection d’anticorps spécifiques est primordial
en sachant que la majorité des infections par ZIKV et/ou DENV sont asymptomatiques.
Cependant, la sérologie spécifique de ces virus est difficile a réaliser en raison de la
réactivité croisée possible avec d'autres flavivirus (Rathore & St. John 2020). La
confirmation de la spécificité et du pouvoir neutralisant des anticorps peut alors
nécessiter la mise en place d'un test de séroneutralisation PRNT (de I'anglais, Plaque
reduction neutralisation test). La technique consiste en la mise en contact du sérum
du patient avec le virus recherché en culture cellulaire. Si les anticorps du sérum sont
spécifiques et neutralisants, leur présence devrait mener a une réduction significative
des effets cytopathiques observés (Pierson & Diamond 2008). Cette technique permet
de caractériser et quantifier la quantité d’anticorps mais reste néanmoins longue et
fastidieuse nécessitant un laboratoire de confinement de niveau 3, en plus d’avoir une

sensibilité variable dépendant de la souche virale utilisée (Weingartl et al. 2003).
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Les outils moléculaires et sérologiques permettant de diagnostiquer les
infections par flavivirus se sont considérablement améliorés. Il existe aujourd'hui des
tests de diagnostic de haute qualité qui permettent la détection d’antigénes et
d’anticorps spécifiques. Cependant, la recherche dans ce domaine doit se poursuivre
afin de mettre au point des méthodes toujours plus efficaces et moins colteuses, afin

d’étendre leur utilisation dans de nombreuses régions aux ressources limitées.

A. Symptémes R
Virémie
Pigire
¢ Y74 » t
1-7 -2 0 J5 J7-)310 130 /7 3-6 mois”
I 1
| | Sérologie
L Culture, PCR ‘:
B.

Syndrome de type ZIKV/DENV

17 Jours apres apparition des symptoémes —l

Entre 5a 7 jours
(ou indéterminé)

<5 jours > 7 jours

' oy l

Figure 24 : Dynamique et diagnostic de I'infection par les flavivirus ZIKV et DENV

(A.) Cinétique de l'infection par ZIKV et DENV, illustrant la dynamique virale et immunitaire
au cours de l'infection. (B.) Algorithme pour le diagnostic d’'une infection par ZIKV et DENV.
Figure adaptée de (Eurofins Biomnis 2016) et (Musso & Gubler 2016).
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lll.6. Stratégies thérapeutiques, vaccinales et lutte antivectorielle

Actuellement, il n’existe aucune mesure préventive ou traitement spécifique de
I'infection par les flavivirus DENV et ZIKV qui soit pleinement efficace. Les traitements
sont alors basés sur la symptomatologie et ont pour but de limiter I'apparition de
complications ou de symptoémes plus séveres. Dans le cas d’une infection par ZIKV,
la prescription d’antalgiques comme le paracétamol, l'aspirine et d'autres
médicaments non stéroidiens anti-inflammatoires (AINS) permet d’atténuer la douleur
chez le patient. Toutefois dans le cas d’une infection par DENV, la prise d’aspirine ou
d’AINS est a éviter en raison des propriétés anticoagulantes de ces médicaments et
des risques hémorragiques qui y sont rattachés. Toutefois, une prise en charge
adaptée de la Dengue, en association a une hydratation continue, permet de réduire

le taux de mortalité de cette maladie a moins de 1% (WHO. 2023).

En I'absence de traitements disponibles, et compte tenu de la gravité des
maladies associés a I'infection par DENV et ZIKV, de multiples études ont été lancées
pour mettre au point de nouveaux antiviraux et développer de nouvelles stratégies

vaccinales qui serait plus efficaces, plus slrs et moins colteuses.

[11.6.1. Approches antivirales

Les antiviraux représentent un groupe de molécules qui permettent une
inhibition ou un ralentissement de I'infection en perturbant le cycle de réplication viral.
Les antiviraux peuvent étre synthétiques ou naturelles, pouvant étre isolés de plantes,
de champignons, de levures ou de bactéries. Chaque jour, de nombreuses études et
projets de recherche permettent d’identifier de nouvelles molécules antivirales en
réalisant le criblage de chimiothéques ou en élargissant I'utilisation de composés
pharmacologiquement actifs déja approuvés afin de permettre leur repositionnement
(Garcia et al. 2017). Une des complications liées a I'élaboration et la découverte de
nouveaux antiviraux réside partiellement dans la capacité des virus a évoluer et a
développer des mécanismes de résistance. Pour cette raison les antiviraux doivent
agir si possible a diverses étapes du cycle viral, soit en interagissant directement avec
la particule virale ou en entravant les phases précoces et/ou tardives du cycle de
réplication.
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Dans I'élaboration de nouveaux antiviraux, les efforts se sont concentrés sur la
recherche de molécules actives ciblant : 1) Les protéines virales a activité enzymatique
NS2B/NS3 et NS5 (Baz & Boivin 2019), 2) les protéines membranaires qui sont
nécessaires a la réplication virale NS2A et NS4B (Xie, Zou, Wang, et al. 2015), 3) la
protéine d’enveloppe E qui permet I'étape de fusion de la particule virale aux
membranes cellulaires, et 4) les composants cellulaires de I'organismes hétes
nécessaires a l'infection. Parmi ces molécules antivirales se trouvent des analogues
nucléosidiques qui inhibent la polymérase (Ribavirine et Sofosbuvir), des inhibiteurs
d’actions des caspases ou du protéasome (Emricasan ou Bortezomib), des inhibiteurs
de syntheése des purines (Acide Mycophénolique), ou encore des inhibiteurs de
l'interaction entre la protéine E et des récepteurs se trouvant a la surface cellulaire
(Barrows et al. 2016, Zmurko et al. 2016, Bullard-Feibelman et al. 2017, Kamiyama et
al. 2017, Clain et al. 2019, Haddad et al. 2020).

Cependant, méme si plusieurs molécules antivirales prometteuses ont été
identifiées, aucune d'entre elles n'a actuellement donné lieu a une autorisation de mise
sur le marché. Le développement d'antiviraux est difficile et doit prendre en compte
plusieurs parametres tels que : la toxicité, I'efficacité, des tests in vitro et in vivo
suffisamment avancés, un schéma thérapeutique simple a mettre en ceuvre chez
I'Homme, et étre adapté pour une utilisation chez des cibles fragiles que sont les

enfants, les personnes agées ou encore les femmes enceintes.

[11.6.2. Approches vaccinales

Dans la lutte contre les maladies infectieuses et particulierement les infections
virales, la vaccination reste 'une des stratégies de lutte les plus efficaces a grande
échelle (Plotkin 2014). Plusieurs catégories de vaccins se distinguent par leur mode
de conception : les vaccins issus d’agents infectieux atténués ou inactivés, les vaccins
synthétiques et/ou chimériques, les vaccins a ADN, a ARN ou encore a sous-unités.
Depuis I'émergence des Flavivirus d’intérét médical, de nombreuses recherches ont
abouti a la conception de vaccins contre les virus YFV, JEV et DENV (Barrett & Higgs
2007, Halstead & Thomas 2010, Torres-Flores et al. 2022).
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Le premier vaccin atténué, YF-17D, fut celui développé contre YFV par Max
Theiler (Norrby 2007). A l'origine, le vaccin a été généré par des passages successifs
de la souche virale YFV-Asibi sur des tissus de souris et de poulet. Le vaccin 17D est
aujourd’hui utilisé comme base pour le développement d’autres vaccins ciblant
différents flavivirus, ses régions non-structurales servant de support pour des vaccins
chimériques. C’est notamment le cas du vaccin CYD-TDV Dengvaxia, qui repose sur
le squelette du vaccin 17D dans lequel les protéines structurales de membrane (prM)
et d’enveloppe (E) ont été substituées par les protéines de DENV (Figure 25). La
protéine E étant le principal immunogéne de I'immunité protectrice de I'h6te capable
d’induire la production d’anticorps neutralisants (Durham et al. 2019).

Structural Non-structural Strucltural Non-structural
] ] l
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-4 - — i -
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Figure 25 : Structure moléculaire de vaccins contre le virus de la dengue

Structures moléculaires des vaccins vivants atténués, chimériques et tétravalents,
différenciées par couleur (représentée en marron le vaccin CYD-TDV Dengvaxia et en vert
le vaccin TAK-003 Qdenga). Figure adaptée de (Huang et al. 2023).

Dengvaxia est le premier vaccin contre DENV développé et commercialisé par
Sanofi-Pasteur depuis 2017. Dengvaxia est un vaccin vivant atténué, chimérique et
tétravalent, dirigé contre les quatre sérotypes de la dengue (DENV-1 a DENV-4). Les
résultats des essais cliniques de phase Ill menés en Asie et en Amérique latine ont
montré l'efficacité du vaccin avec une meilleure immunogénicité pour le sérotype
DENV-4 et une immunogeénicité plus faible pour DENV-2 (Capeding et al. 2014, Villar
et al. 2015). Par la suite, des investigations supplémentaires ont mis en évidence
l'importance crucial d’'une premiére infection préalable a la vaccination, afin de réduire
le risque de développer des formes séveres de la maladie lors d’'une infection post-
vaccinale (Sridhar et al. 2018). L'utilisation de Dengvaxia n'est donc recommandée
que chez les sujets dgés de 9 a 45 ans qui ont déja été infectés par DENV et qui vivent
dans des zones ou le virus est présent de maniére endémique avec une transmission

élevée et une séroprévalence supérieure a 50 % (WHO. 2023).
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Plus récemment en 2022, une autorisation de mise sur le marché a été
accordée par la commission européen a un nouveau vaccin nommeé TAK-003 Qdenga.
Développé par Takeda, Qdenga est un vaccin vivant atténué, chimérique et
tétravalent, dirigé contre les quatre sérotypes de la dengue. La conception du vaccin
repose sur le génome viral de la souche DENV-2 PDK-53 servant de squelette au sein
duquel les protéines structurales prM et E ont été substituées par les protéines des
autres sérotypes DENV-1, DENV-3 et DENV-4 (Osorio et al. 2016). En comparaison
avec Dengvaxia, le vaccin Qdenga a la capacité non seulement de renforcer la
réponse immunitaire humorale contre DENV, mais peut également induire une
réponse immunitaire cellulaire grace a la présence des régions non-structurales de
DENV-2 (Osorio et al. 2016, Huang et al. 2023). Le vaccin présente une efficacité
protectrice forte contre DENV-2 et moindre contre DENV-4. L’efficacité du vaccin
Qdenga semble moins conditionné par le statut sérologique du sujet infecté et pourra
étre recommandé chez de sujets agés de 4 ans et plus, indépendamment d’une

exposition antérieure a l'infection.

Contrairement a la dengue, il n’existe actuellement aucun vaccin efficace contre
ZIKV disposant d’'une autorisation de mise sur le marché. Plusieurs candidats vaccins
et stratégies ont été envisagées jusqu'a présent : des virus inactivés, des protéines
d'enveloppe recombinantes associées a de I'ARN double brin afin de stimuler
l'immunité, l'injection de protéines NS1 recombinantes, des vaccins & ARN, a ADN ou
chimériques (Pardi et al. 2017, Bailey et al. 2019, Poland et al. 2019, Amaral et al.
2020, Wang et al. 2022)

Jusqu’a présent, la mise au point de stratégies vaccinales contre les flavivirus
reste un défi complexe. Cette réalité se veérifie notamment pour DENV, ou la présence
de quatre sérotypes complique la recherche d’un vaccin tétravalent efficace. En ce qui
concerne ZIKV, la conception d’un vaccin demeure tout aussi complexe en ayant pour
objectif de protéger les femmes enceintes et leurs nouveau-nés des complications
neurologiques résultant de l'infection par le virus (Schwartz 2018, Shan et al. 2019).
Aujourd’hui, les bénéfices de la vaccination contre les flavivirus restent incontestables,

bien que de nombreux défis restent a surmonter et des connaissances a combiler.
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[11.6.3. La lutte antivectorielle

Avec le peu de vaccin commercialisé sous certaines restrictions et I'absence de
traitements efficaces, les seuls autres moyens de lutte contre DENV et ZIKV reposent
actuellement sur la prévention, la protection individuelle et la lutte antivectorielle.
L'objectif de la lutte antivectorielle (LAV) est de restreindre la transmission des
arbovirus en réduisant la densité des moustiques vecteurs et des contacts entre les
moustiques et 'Homme (Pates & Curtis 2005). A I'heure actuelle, plusieurs méthodes
peuvent étre utilisées pour le contrble des populations de moustiques : 1) La lutte
meécanique, qui consiste a rechercher et détruire les gites larvaires tout en diminuant
les risques de formations de nouveaux gites. 2) La lutte chimique, qui repose sur
I'utilisation de larvicides et/ou d’insecticides chimiques pour détruire les gites larvaires
(Marcombe et al. 2012). Cette méthode doit étre contrélée afin d’éviter toute toxicité
vis-a-vis de I'environnement et I'apparition de résistances chez les moustiques cibles.
L’utilisation d’huiles essentielles de plantes se positionne a présent comme une
solution innovante (Dias & Moraes 2014). 3) La lutte génétique, qui regroupe les
connaissances du matériel génétique des moustiques afin de perturber leur
reproduction ou leur compétence vectorielle. La technique de l'insecte stérile (TIS)
étant un bon modéle de cette méthode (Oliva et al. 2012, Oliva et al. 2021). 4) La lutte
biologique, par l'utilisation de prédateur, de parasites, de pathogénes ou de micro-
organismes. Une alternative prometteuse récente étant I'utilisation de la bactérie
intracellulaire Wolbachia pipientis pour la technique de I'insecte incompatible (TII) qui
permet en théorie la suppression ou le remplacement des populations de moustiques
sauvages par des populations non compétentes (Bourtzis et al. 2014).
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ll.7. Physiopathologie et immunopathologie des flavivirus
[11.7.1. Physiopathologie associée a I'infection par ZIKV et DENV

Les flavivirus, ZIKV et DENV, présentent un tropisme cellulaire et tissulaire
étendu avec une grande variété de cellules se montrant permissives a leur infection.
Suite a une piqdre de moustique, les cellules cutanées et lymphoides constituent le
point de contact initial avec le virus (Briant et al. 2014). Au niveau cutané, les
fibroblastes et les kératinocytes supporterons l'infection initiant la réplication du virus
au site d’inoculation. Par la suite, le virus se propagera vers les ganglions lymphatiques
en infectant les cellules lymphoides périphériques telles que les monocytes,
macrophages, neutrophiles et cellules dendritiques (Wu et al. 2000, Schmid et al.
2014, Schmid & Harris 2014, Troupin et al. 2016). Par l'intermédiaire des cellules
lymphoides, ZIKV et DENV, seront transportés dans la circulation sanguine pour
atteindre différents organes cibles et donner lieu a une infection dite systémique
(Figure 26).

Les principales cibles de ZIKV sont des organes possédant une immunité
privilégiée tels que le systéme nerveux, les tissus oculaires, les organes génitaux et le
placenta (Prisant et al. 2016, Aagaard et al. 2017, Stassen et al. 2018, Ventura &
Ventura 2018). En cohérence avec sa propension a induire des troubles
neurologiques, ZIKV a la capacité d'infecter les cellules souches neurales, les cellules
neurales progeénitrices et les cellules gliales. L'infection de ces cellules par ZIKV induit
une diminution de la croissance cellulaire, une dégradation des protéines de jonctions
adhérentes, une inflammation localisée et une augmentation de la mort cellulaire, qui
sont impliqués dans le développement de malformations congénitales chez les foetus
apreés infection (Garcez et al. 2016).

De nombreuses études montrent que DENV posséde un tropisme étendu en
privilégiant les cellules du systeme immunitaire, les cellules endothéliales ou encore
les cellules hépatiques. L’infection des cellules endothéliales qui tapissent les
vaisseaux sanguins peut entrainer une augmentation de la perméabilité vasculaire
associée a une production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules du systeme
immunitaire (Malavige & Ogg 2017). En cas de complications graves, ces
perturbations peuvent entrainer des hémorragies multiples et une altération sévére de

la fonction hépatique (Samanta 2015).

- 88 -



- LES FLAVIVIRUS ZIKA ET DENGUE -

La sévérité de la maladie et la pathogenése de l'infection par ZIKV et DENV
sont influencées par de nombreux facteurs. Parmi ces facteurs figurent le statut
immunitaire et génétique de I'néte infecté, les facteurs de comorbidités, la virulence du
pathogéne et les interactions moléculaires entre le virus et I'organisme héte. L'issue
de la maladie dépend notamment de la réponse immunitaire innée et adaptative qui
constituent ensemble la premiére ligne de défense de I'héte aprés infection (Chong et
al. 2019).
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Figure 26 : Réponse physiologique de I’héte au site d’infection

Injection cutanée des flavivirus ZIKV ou DENV par la piqlre d’'un moustique femelle infecté.
Les particules virales injectées vont infecter les cellules résidentes de la peau
(macrophages, cellules dendritiques (DC, de l'anglais Dendritic cell), mastocytes). La
réponse inflammatoire induite permet le recrutement des cellules NK (de I'anglais Natural
killer) et des lymphocytes T. Aprés réplication les virus ZIKV et DENV vont se disséminer
dans l'organisme par la circulation lymphatique. Figure adaptée de (St. John et al. 2013).
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[11.7.2. La réponse immunitaire innée anti-ZIKV et anti-DENV

La réponse immunitaire innée est le premier mécanisme de défense contre
invasion d’'un pathogéne dans l'organisme. Cette réponse immunitaire alerte les
cellules spécialisées de la présence d'un pathogéne et tente de contréler l'infection
jusqu’a la mise en place de la réponse immunitaire adaptative. Lors d’'une infection,
une collaboration entre immunité innée et adaptative se mettra en place. La réponse
immunitaire innée entrainant la synthése de médiateurs et de molécules de co-
activation des lymphocytes T, la mobilité cellulaire vers les tissus lymphoides
secondaires et I'internalisation par phagocytose du pathogene puis la digestion de
celui-ci au sein du phagolysosome. Les peptides issus de la digestion du pathogene
seront alors exposés a la membrane des cellules immunitaires. Ces derniéres migrent
jusqu’aux organes lymphoides secondaires (ganglions lymphatiques et rate) ou la
réponse immunitaire adaptative sera initiée par présentation des antigénes aux

lymphocytes T, permettant leur activation et différenciation.

Pour détecter l'invasion de pathogénes, les cellules de mammiféeres utilisent des
récepteurs membranaires ou cytosoliques regroupés sous le nom de récepteurs de
reconnaissance de motifs moléculaires (PRR, de [Il'anglais Pattern recognition
receptor). Ces récepteurs sont des protéines capables de reconnaitre des motifs
moléculaires associés aux pathogénes (PAMP, de I'anglais Pathogen-associated
molecular pattern) ou associés aux dommages tissulaires (DAMP, de l'anglais
Damage-associated molecular pattern). Les PRRs sont classés en 4 catégories : les
récepteurs de type Toll (TLR, de I'anglais Toll-like receptor), les récepteurs de type
RIG-I (RLR, de I'anglais Retinoid-inducible gene | (RIG-I)-like receptor), les récepteurs
de type NOD (NLR, NOD like-receptor) et les récepteurs de lectines de type C (CLR,
C-type lectin receptor) (Kumar et al. 2011) (Figure 27). Et plus récemment, 'enzyme
cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) a été identifiee comme un PRR pouvant détecter
I’ADN cytosolique (Sun et al. 2013).
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Figure 27 : Reconnaissance et localisation cellulaire des récepteurs PRR

(A.) Schéma illustrant la spécificité des récepteur PRR pour des composés viraux et
cellulaires identifiés. (B.) lllustration représentant les PRR (TLR, RLR, NLR et les récepteurs
lectine) au sein des membranes lipidiques cellulaires. * GP, Glycoprotéine * GPI,
Glycosylphosphatidylinositol. Figure adaptée de (Murray et al. 2017) et (Ilwasaki 2020b).

En ce qui concerne la reconnaissance des flavivirus, les récepteurs TLRs et les
RLRs jouent un réle majeur dans l'induction de la réponse antivirale. La fixation d’'un
ligand a ces récepteurs entraine l'activation de protéines adaptatrices conduisant a la
mise en place d'une cascade de signalisation qui entrainera la transcription de génes
codant pour de nombreuses chimiokines, interleukines et cytokines dont les interférons
(IFNs) (Akira et al. 2006, Tisoncik et al. 2012, Turner et al. 2014).
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111.7.2.1. Toll-Like Receptors (TLRs)

Les TLRs sont des glycoprotéines transmembranaires exprimées en grande
partie au niveau des cellules du systéme immunitaire. Ces récepteurs sont présents a
la surface externe des membranes plasmiques des cellules ou sur les membranes
internes des endosomes ou des lysosomes. Chaque TLR posséde un domaine
reconnaissant les motifs spécifiques des pathogénes et un domaine cytoplasmique
activant les voies de signalisations permettant la mise en place d’'une réponse
cellulaire antivirale. Les TLRs reconnaissent une large variété de ligands incluant les
peptidoglycanes bactériens (TLR1, -2 et -6), 'ARN double brin (TLR3), ’ADN (TLR9),
I’ARN simple brin (TLR7 et -8) ou les lipopolysaccharides (TLR4) (Kawai & Akira 2006).
Les TLR3 et TLR7, sont présents au niveau de la membrane des endosomes et
semblent particulierement impliqués dans la reconnaissance des ARNSs viraux des
flavivirus (Tsai et al. 2009, Vanwalscappel et al. 2018). La reconnaissance d’un ligand
par les TLRs active des protéines telles que MyD88 ou TRIF qui vont activer a leur
tour des facteurs de transcription comme NF-kB et des facteurs de régulation de I'lFN
comme les IRF3/7 conduisant a la production de molécules pro-inflammatoires dont
'lFN de type | (Kawasaki & Kawai 2014, Elong Ngono & Shresta 2018).

111.7.2.2. RIG-I-Like Receptor RLRs

Les RLRs représentent une famille protéique comprenant: RIG-I, MDAS
(Melanoma differentiation-associated gene 5) et la protéine LGP2 (Laboratory of
genetics and physiology protein 2), tous localisés dans le cytoplasme des cellules
myéloides, épithéliales ou du systéme nerveux central (Loo & Gale 2011). Les
récepteurs RIG-I et MDA5 possédent un domaine hélicase qui reconnait les ARNs
viraux. RIG-I reconnait préférentiellement des ARNs double brin avec un %
triphosphate (Pichlmair et al. 2006), alors que MDAS5 semble plus spécifique aux
fragments d’ARN simple brin de haut poids moléculaire (Kato et al. 2008). LGP2 est
un régulateur de la voie des RLRs qui interagit a la fois avec RIG-I et MDA5 (Sanchez
David et al. 2019). Les récepteurs RIG-I et MDAS possedent deux domaines
permettant I'activation des caspases et le recrutement du facteur protéique MAVS
(Mitochondria antiviral-signaling protein). L’activation de la signalisation RIG-I/MDA-5
induit leur translocation au niveau de la membrane mitochondriale, activant MAVS et
entrainant I'activation des facteurs de transcription IRF3/7 et NF-kB qui conduira a la
mise en place d’'une réponse antivirale par activation de la voie IFN (Seth et al. 2005).
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111.7.2.3. Activation et amplification de la réponse interféron de type |

L’IFN est une cytokine pro-inflammatoire au coeur de la réponse immunitaire
innée antivirale. Il existe différents types d’IFN que I'on peut classer en trois catégories,
les IFN type | (IFN-a, B), de type Il (IFN-y) et de type Ill (IFN-A), selon les cellules
productrices et leurs fonctions biologiques. Les IFNs de types | et Il sont produits par
des cellules infectées et sont impliqués dans des processus antiviraux alors que I'lFN
de type Il est produit par les lymphocytes et est essentiel pour la communication entre
les différentes cellules immunitaires. Lors d’'une infection par flavivirus, I'lFN de type |
va en particulier limiter I'infection en activant I'expression de génes qui limiteront la

capacité des cellules infectées a répliquer le virus.

Physiologiquement, la production et la sécrétion d’IFN est un processus
finement régulé dans nos cellules par des processus de contrble et rétrocontrble
(Figure 28). La réponse a l'activation de I'lFN de type | est représentée comme une
boucle d’amplification en deux étapes : 1) L’induction de la réponse interféron est
obtenue par I'activation des récepteurs PRRs et la translocation de I'lRF3 activée au
noyau induisant la production d’IFN de type | par les cellules infectées. Une fois
produits, I'lFN sera secrété par la cellule pour permettre une signalisation autocrine
et/ou paracrine. 2) L'IFN de type | reconnait un récepteur a la surface cellulaire nommé
IFNAR constitué d’'un hétérodimére de deux sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 (Pestka
et al. 2004). Suite a I'activation des récepteurs IFNAR par I'lFN de type |, les deux
kinases JAK1 (Janus kinase) et TYK2 (Tyrosine Kinase 2) associées aux domaines
cytoplasmiques des récepteurs IFNAR sont phosphorylées et transmettent le signal
aux facteurs de transcription STAT1 et STAT2 (Signal transducer and activator of
transcription) qui seront phosphorylés a leur tour. Cette cascade d’activation conduit a
la formation de I'hétérodimére STAT1/STATZ2 qui migre dans le noyau et s'associe a
IRF9 formant le complexe appelé ISGF3 (Interferon stimulated genes factor 3). Celui-
ci active les éléments régulateurs stimulés par I'lFN (ISRE), favorisant I'expression de
plus d'une centaine de génes regroupés sous le nom de génes stimulés par les IFNs
(ISGs, de I'anglais Interferon-stimulated genes) (Schoggins & Rice 2011, lvashkiv &
Donlin 2014, Schneider et al. 2014).
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Figure 28 : Voie de signalisation de I'interféron (IFN) de type |

Figure adaptée de (lwasaki 2020c) et (BioRender 2019).
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Les ISGs représentent un large éventail de facteurs antiviraux qui assurent
l'inhibition du cycle viral et I'élimination du pathogéne. Les ISGs assurent de
nombreuses fonctions qui peuvent étre divisées en trois catégories : les effecteurs
antiviraux qui ont une action direct contre les virus (OAS/RNAse L, IFITM, Viperin,
PKR), les régulateurs positifs de la voie de signalisation IFN (cGAS, IRF) et les
inhibiteurs de la voie IFN (SOCs, Suppressor of cytokine signalling) (Fenner et al.
2006, Lin et al. 2009, Bailey et al. 2014, Schuler-Faccini et al. 2016, Vanwalscappel et
al. 2018). D'autres ISGs sont exprimés dans une deuxiéme vague et agissent comme
des répresseurs des mécanismes immunitaires innés, afin d'arréter la réponse IFN

apreés la résolution de l'infection virale (Schoggins 2014).

111.7.2.4. Inhibition de I'immunité innée par les protéines virales

Face aux mécanismes cellulaires mis en place lors de l'infection, les flavivirus
ont développé des stratégies pour contréler la réponse immunitaire innée. Ces
stratégies ont pour objectif de favoriser la réplication virale tout en entravant la
sécrétion d'IFN et/ou la transduction du signal par blocage des voies de signalisation.

A titre d’exemple, la reconnaissance de la protéine d’enveloppe E glycosylée
diminue I'expression de TLR3 chez les macrophages (Kong et al. 2008). La sécrétion
de la protéine NS1 inhibe la transduction du signal du TLR3, neutralise le systéme du
complément et active I'inflammasome (Rastogi et al. 2016). Le complexe protéique
NS2B-NS3 dégrade le facteur STING et la protéine JAK1 qui interviennent dans la
production de nombreuses ISGs (Aguirre et al. 2012, Wu et al. 2017). La protéine NS3
par fixation au complexe RISC inhibe la dégradation des ARN viraux (Kakumani et al.
2015). Les protéines NS3 et NS4A entravent la synthése d’IFN en limitant l'interaction
de RIG-1 et MDA-5 avec la protéine MAVS (Dalrymple et al. 2015, Ried| et al. 2019).
La protéine NS4B bloque I'action de DICER pour prévenir la dégradation de 'ARN viral
(Kakumani et al. 2013). Les protéines NS4B et NS5 empéchent 'accumulation de la
forme phosphorylée de STAT1 et STAT2 (Mufioz-Jordan et al. 2005, Ashour et al.
2009). La protéine NS5 méthyle I'extrémité 5 du génome viral et le protége d’une
détection par RIG-I (Chang et al. 2016). Enfin, les flavivirus produisent également des
sfRNAs pour échapper a la détection et a la dégradation des ARNSs viraux au cours de

la réplication virale (Schnettler et al. 2012).
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Certains mécanismes d’évasion semblent varier entre les souches d’'une méme
espéce de flavivirus. A titre d’exemple, seule la NS4A de DENV-1, est capable de
bloquer la signalisation de RIG-I en inhibant la phosphorylation de IRF3 (Dalrymple et
al. 2015). L'apparition de mutations au sein des protéines virales participe également
a cette stratégie d’évasion, comme I'apparition récente d’'une mutation dans NS1 qui
confere la capacité a cette protéine d’inhiber I'lFN de type | (Xia et al. 2018).

[11.7.3. La réponse immunitaire adaptative

Alors que I'immunité innée représente la premiére ligne de défense de I'héte
face a l'infection, I'immunité adaptative est impliquée dans I'élimination ciblée des
pathogénes au cours des phases tardives de l'infection et dans la mise en place de la
meémoire immunitaire. La réponse immunitaire adaptative passe par |‘activation des
lymphocytes T cytotoxiques (CD8+) et des lymphocytes T auxiliaires (CD4+) qui
participent a I‘activation des lymphocytes B, producteurs d‘anticorps (Berger 2000).

111.7.3.1. La réponse cellulaire

Les chimiokines sécrétées sur le site d’inoculation du virus conduisent au
recrutement des lymphocytes T sur le site de [linfection. Les lymphocytes T
cytotoxiques (CD8+) proliférent suite a l'identification de cellules infectées exposant a
leur surface des peptides antigéniques liés au CMH de type |. Ces lymphocytes
sécretent alors des cytokines pro-inflammatoires (De Araujo et al. 2009), et lyse les
cellules infectées par la libération de substances cytotoxiques (perforines et
granzymes) ou par des interactions Fas-Fas ligand (Cattoretti et al. 1993, Putnak et al.
1996). Un équilibre dans la cytotoxicité médiée par les lymphocytes T est alors
nécessaire pour éviter les lésions tissulaires et I'apparition de maladies graves (King
et al. 2007). Les lymphocytes T auxiliaires (CD4+) contribuent au contréle de I'infection
par de multiples mécanismes dont la production de cytokines, l'activation et la
maturation des lymphocytes B et une cytotoxicité directe (Luckheeram et al. 2012).
Les lymphocytes B peuvent reconnaitre des antigénes a I'état natif a la surface des
pathogénes. Ces lymphocytes vont se comporter comme des cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) et présenter a leur surface des peptides antigéniques liés au CMH
de type Il, qui seront reconnus par les lymphocytes T auxiliaire (CD4+). Cela permettra
I'activation et la différenciation des lymphocytes B (Pieper et al. 2013).
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La mémoire immunitaire est constituée des lymphocytes B mémoires et des
lymphocytes T mémoires qui proviennent de lymphocytes activés ne recevant plus de
stimulation antigénique (Vitetta et al. 1991). Les lymphocytes B mémoire vont quitter
les organes lymphoides secondaires pour la circulation sanguine et seront capables
d’étre rapidement sollicités en cas de seconde infection. Ces cellules vont continuer a
se diviser trés lentement pour maintenir un stock stable de lymphocytes B. Cette
meémoire immunitaire est importante car elle permet une réponse de I'immunité rapide
et efficace. En effet, aprés la détection d’un antigéne déja rencontré sur les CPAs, les
lymphocytes T et les lymphocytes B vont étre capables de s’activer a partir d’'une
concentration d’antigéne beaucoup plus faible, de proliférer plus rapidement, de
geénérer des récepteurs a lI'antigéne et des anticorps de meilleures affinités, en plus
grande quantité et plus rapidement (Ratajczak et al. 2018).

111.7.3.2. La réponse humorale

Lors d‘une infection virale, la réponse humorale et lymphocytaire B, conduit a
une production d‘anticorps (IgM et IgG) pour éliminer efficacement les virus circulants
(Dorner & Radbruch 2007) (Figure 29). Les IgM et IgG peuvent avoir des propriétés
neutralisantes empéchant I'entrée du virus dans la cellule et sa dissémination aux
cellules avoisinantes (Nybakken et al. 2005). Ces anticorps vont apparaitre
respectivement 3 a 7 jours et 8 a 12 jours aprés I'apparition des symptémes chez I'héte
infecté. Les IgM subiront une décroissance rapide de leur concentration apres 15 jours,
alors que les IgG pourront persister plusieurs années permettant I'établissement d’'une

immunité a long terme (Vaughn et al. 2000).

La grande majorité des anticorps neutralisants sont dirigés contre les protéines
NS1, prM et E (Rey et al. 2018), en particulier 'EDIII qui intervient dans I'attachement
de la protéine E aux récepteurs membranaires et qui expose a sa surface de nombreux
épitopes antigéniques. En revanche, les anticorps a réactivité croisée dirigés par
exemple contre la boucle de fusion conservée dans EDIIl ou contre la protéine prM
sont faiblement neutralisants et pourrait favoriser une infection secondaire plus sévére
(Rathore & St. John 2020). Ce mécanisme pourrait étre expliquée par le phénoméne
d’ADE (Antibody dependent enhancement) qui est notamment décrit dans le cas des
infections par DENV (Kulkarni 2020).
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Des infections successives par différents sérotypes de DENV conduisent
généralement a des formes séveres plus fréquentes (Rosen 1989). Ce phénomeéne
d'exacerbation de la pathogénicité dépendant des anticorps est appelé « antibody-
dependant enhancement » (ADE). Le mécanisme de facilitation dépend d‘une
formation de complexes immuns entre les virus infectieux et des anticorps non
neutralisants ou sub-neutralisants (Guzman et al. 2013). Lors du phénomeéne d’ADE
les anticorps dirigés contre le premier sérotype de DENV vont se fixer sur les particules
virales d’'un second sérotype, avec une moindre affinité. Ces particules virales

complexées ne seront par conséquent pas inactivées.
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Figure 29 : La réponse immunitaire adaptative

Figure adaptée de (lwasaki 2020a).

Les complexes formés par le virus et les anticorps ont la capacité d'étre
endocytés par les macrophages et les monocytes grace au récepteur aux chaines
lourdes des immunoglobulines (FcyR). Une fois a 'intérieur des cellules immunitaires,
le virus non neutralisé conserve la capacité d’initier un cycle de réplication, méme si
ces cellules sont généralement résistantes a l'infection virale (Murphy & Whitehead
2011). Ce phénomene facilite I'entrée de DENV dans les cellules présentatrices
d’antigénes, offrant ainsi une voie opportuniste d’infection des cellules immunitaires
compeétentes. Il a été démontré in vitro que ce phénoméne pouvait s'étendre a d'autres
flavivirus, tel que le virus ZIKV pour lequel la présence d'anticorps dirigés contre DENV

pourrait induire une exacerbation de l'infectivité de ZIKV (Bardina et al. 2017).
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D’autres voies de I'immunité sont également importantes dans le controle de
l'infection par les flavivirus: le systtme du complément, les ARNs interférents,
I'autophagie et en particulier le processus de mort cellulaire programmée nommeée,

apoptose, qui sera décrit plus en détail dans la partie suivante.

[11.7.4. L’apoptose

L’apoptose est un processus de mort cellulaire génétiquement programmée qui
joue un réle essentiel dans le maintien de 'lhoméostasie tissulaire. Ce mécanisme de
mort cellulaire planifiée permet I'élimination de cellules non-viables, endommagées,
délétéres, infectées, ou non nécessaires (Meier et al. 2000). Au cours de ce processus,
'apoptose facilite le recrutement des cellules immunitaires, notamment les
macrophages, qui vont reconnaitre les cellules mourantes et assurer leur élimination

rapide en évitant le déclenchement des réponses inflammatoires (Depraetere 2000).

L’induction de I'apoptose au sein d’'une cellule dépend de plusieurs signaux
intra- et extracellulaires qui ensemble déclenchent [l'activation de protéines
spécialisées appelées caspases (Fink & Cookson 2005). Les caspases sont des
enzymes exprimees, sous leur forme inactive, de maniére constitutive au sein de nos
cellules. Celles-ci s’activent soit par leur association avec des complexes protéiques
de signalisation spécifiques (comme le complexe DISC pour la caspase 8 ou
I'apoptosome pour la caspase 9), soit en réponse a l'activation d’autres caspases. Au
total, 11 caspases ont été identifiees pour leur implication dans l'inflammation et
'apoptose. On peut distinguer les caspases en deux groupes: les caspases
impliquées dans l'inflammation (Caspases 1, 4, 5 et 12) et les caspases impliquées
dans l'apoptose (Caspases 2, 3, 6, 7, 8, 9 et 10). Parmi les caspases directement
impliquées dans I'apoptose, on distingue les caspases initiatrices (Caspases 2, 8, 9 et
10) qui répondent aux signaux déclencheurs et les caspases exécutrices (Caspases
3, 6 et 7) qui agissent comme les effecteurs finaux de I'apoptose en clivant de
nombreux substrats cellulaires (EImore 2007).
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I11.7.4.1. La voie intrinseque

L’induction intrinséque de I'apoptose résulte de divers signaux intracellulaires
qui influencent I'équilibre entre facteurs pro-apoptotique et anti-apoptotique, en
particulier les protéines de la famille Bcl-2 (Bax, Bak, Bcl-x, ...). Ces protéines exercent
leur action au niveau de la membrane mitochondriale externe en régulant sa
perméabilité par la formation de pores membranaires (Westphal et al. 2011, Tait &
Green 2013, Aubrey et al. 2018). La perméabilisation de la membrane externe de la
mitochondrie entraine la libération du cytochrome-c, qui active APAF1 (de 'anglais,
apoptosis protease activating factor-1). APAF-1 a son tour s’associera avec la pro-
caspase 9 pour former un complexe macromoléculaire appelé apoptosome.
L’apoptosome permettra I'activation de la caspase 9 (initiatrice) qui a son tour activera
la caspase 3 (effectrice), marquant le début de la phase d’exécution de I'apoptose
menant a la dégradation de nombreux substrats cellulaire dont la Poly ADP-ribose
polymerase (PARP) (Malladi et al. 2009) (Figure 30).

Récepteur FAS
FADD Perméabili de /: bi
'erméabilisation de la membrane
Stimuli mortel intrinséque externe mitochondriale
Pro-caspase-8 - 2 NN
Pro-caspase-10 / \\
§ 1
‘ ‘[T e —es s ’
' BH3- only proteins l l N
v BCL-2 ° °
g B((J:L X, SMAC Cytochrome C

MCL1 oo . o, e
BAX et BAK S °
activé

‘-»-—»@ | J - \:c\‘_’

Caspase-8 ° ®  Oligomérisation Apoptosome
Caspase-10 : J de APAF-1 1
1 LY — ‘
v E J_ Caspase-9
‘ — | Apoptose |+ ‘< )
Caspase-3 d Caspase-3
Caspase-7 1 Caspase-7

Figure 30 : Voie de signalisation de I'apoptose

Figure adaptée de (Ona 2020)
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111.7.4.2. La voie extrinseque

L’'induction extrinséque de [l'apoptose peut étre déclenchée par une
signalisation extracellulaire, qui implique des récepteurs de mort a la surface cellulaire,
tels que les récepteurs TNFR (de l'anglais, Tumor necrosis factor receptors), les
récepteurs Fas ou les récepteurs de mort (DR, Death receptor). Ces récepteurs
cellulaires s’activent par liaison a leurs ligands respectifs (TNF, FasL, TRAIL), initiant
la transmission du signal de mort, qui conduit a I'activation de la caspase 8 (initiatrice)
suivie de I'activation des caspases exécutrices (Tummers & Green 2017).

111.7.4.3. L’apoptose viro-induite

Au cours d'une infection virale, la cellule infectée est soumise a une
accumulation de plusieurs facteurs de stress. Parmi ces facteurs, on retrouve : 1)
l'activation du systéme immunitaire innée suite a la détection du virus, 2) une
surcharge en protéine au sein du réticulum endoplasmique, 3) l'activation de la
réponse UPR (Unfolded protein response) qui permet la dégradation de protéines mal
repliées, 4) une reprogrammation meétabolique de la cellule par le virus, 5) la production
d’espéces réactives de I'oxygénes (ROS) et 6) I'activation de I'autophagie. Tous ces
facteurs de stress constituent autant de signaux qui serait potentiellement capables
d’induire le processus de mort cellulaire par apoptose (Simon et al. 2000, Thyrell et al.
2002, Tabas & Ron 2011). Les protéines virales ont également la capacité de
déclencher la réponse apoptotique. Les protéines structurales prM et E ont notamment
été associées a I'apoptose induite par ZIKV et DENV (Liu et al. 2018, Li et al. 2019).

Au cours de linfection, I'apoptose représente un obstacle pour le virus en
interrompant la production de nouvelles particules virales. Par conséquent, tout retard
dans le processus d’apoptose constitue un avantage crucial pour le virus, en lui offrant
du temps supplémentaire pour la production d’'une progénie virale. En co-évoluant
avec leurs hotes, les virus ont adaptés leur comportement pour contourner la réponse
apoptotique ou I'exploiter a leur avantage. Les virus peuvent chercher a inhiber et/ou
retarder 'apoptose afin de favoriser leur propre réplication, ou bien utiliser cette mort
cellulaire pour faciliter leur dissémination tout en régulant les réponses immunitaires

antivirales (Turpin et al. 2022).
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IV. Les protéines structurales de membrane (prM) et d’enveloppe (E)

Les protéines structurales prM et E jouent un réle essentiel dans le cycle viral
des flavivirus. En formant I'enveloppe virale ces protéines participent activement aux
étapes d’entrée, de fusion, d'assemblage et de maturation virale, tout en représentant
le principal antigene des flavivirus. Les protéines prM et E feront I'objet de mes travaux
sur les virus ZIKV et DENV. Dans cette partie seront décrits la synthese, la structure,

le réle et les fonctions connues de ces protéines virales.

IV.1. La protéine de membrane (prM/M)
IV.1.1. Synthése de la protéine de membrane (prM/M)

La protéine prM (~ 26 kDa) est le précurseur glycosylé de la protéine structurelle
M qui est un composant majeur de I'enveloppe des flavivirus. Dans la polyprotéine
virale, prM occupe la partie comprise entre 115 et 280 résidus, qui englobent le peptide
« pr » (résidus 115-205) et la protéine M (résidus 206-280). Lors de la synthese des
protéines virales, le clivage entre les protéines C/prM, prM/E et E/NS1 nécessite un
effort conjoint de la protéase NS2B-3 et des peptidases signal de I'héte. La protéine
de capside (C) et prM sont liés entre eux par un peptide signal transmembranaire qui
aprés clivage permettra la translocation de prM dans la lumiére du RE.

I\VV.1.2. Structure de la protéine de membrane (prM/M)

La glycoprotéine prM (166 résidus d'acides aminés) se compose du peptide
« pr» (résidus prM-1/91) suivi de la protéine M structurale de surface (résidus prM-
92/166). Le peptide « pr » qui est en position N-terminale est organisé en sept brins 3
antiparalleles stabilisés par trois liaisons disulfures hautement conservées (Cys34-
Cys68, Cys45-Cys80 et Cys53-Cys66) et contient un a trois sites de glycosylation
(résidu N-69 pour ZIKV et DENV) (Chambers et al. 1990). La protéine M qui est en
position C-terminale est divisée en trois régions : une boucle flexible N-terminale
(Stem, résidus M-1/20), une hélice péri-membranaire amphipathique (M-H, résidus M-
21/40) qui constitue l'ectodomaine de la protéine M, et de deux hélices alpha
antiparalleles transmembranaires (M-T1 et M-T2, résidus M-41/75) formant une boucle

en épingle a cheveux qui ancrent la prM a la membrane du RE (Figure 31).
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Figure 31 : Structure de la protéine précurseur de membrane prM

Structure 3D de la protéine précurseur de membrane prM. La prédiction de la structure a été
réalisée a l'aide du logiciel Swiss-Model et une séquence protéique Genbank (numéro de
référence GenBank MN272404.1). Les images ont été élaborées a I'aide du logiciel PyMol.

IV.1.3. Rdle et fonction de la protéine de membrane (prM/M)
IV.1.3.1. Réle de protéine chaperonne

L’'une des principales fonctions de la protéine prM/M est une activité de type
chaperon aidant au repliement, a I'insertion dans la membrane, a la dimérisation et a
la sécrétion de la protéine E (Konishi & Mason 1993). La présence de la protéine prM
est essentielle, car en absence d’expression de celle-ci, la protéine E n’atteindra pas
son état conformationnel final (Lorenz et al. 2002). La protéine prM garantit I'infectivité
et I'intégrité du virion pendant le transport de la particule virale immature dans la voie
de sécrétion. Pendant le transport des virions au travers du RE et de I'appareil de Golgi
jusqu’a la surface cellulaire, la protéine prM agit comme un commutateur sensible au
pH qui peut basculer sa conformation en fonction du pH environnant pour réguler I'état
oligomeérique de la protéine E. Ceci afin de prévenir tout réarrangement fusogénique
prématuré ou fusion précoce dans des conditions de faible pH (Zheng et al. 2014).
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Les particules virales immatures présentent 60 pointes trimériques de surface
proéminentes et irréguliéres. Chaque pic comprend un trimére d’hétérodimére prME.
Dans cet état oligomérique, la protéine prM s’étend le long de la protéine E et pénétre
dans la membrane lipidique pour former deux hélices antiparalléles. Le domaine « pr »
de la protéine prM est positionné a I'extrémité externe de la protéine E, ou il forme un
bouclier qui protége le peptide de fusion de I'environnement cellulaire (Guirakhoo et
al. 1991). Les peptides « pr» au sommet de chaque pointe trimérique sont les
principaux contacts entre les protéines prM et E. Cette conformation est stable a pH
neutre et provoque une géne stérique qui bloque le site de clivage de la protéine prM
avant I'entrée dans le réseau trans-golgien (Li et al. 2008). Le transit des virus dans
les compartiments acides du trans-golgi entraine un changement de conformation des
protéines prM et E en fonction du pH, exposant le site de clivage aux furines de la
protéine prM (résidu prM-91). Apreés le clivage protéolytique de la prM en sous-unités
« pr » et M par des furines/subtilisines du compartiment post-golgien, le peptide « pr »
clivé reste associé de maniére non covalente a l'enveloppe virale jusqu'a ce qu'il soit
libéré dans I'environnement extracellulaire @ pH neutre. Ce changement de pH
déstabilise une liaison hydrogéne critique entre les résidus conservés du peptide « pr
» (Asp-63) et de la protéine E (His-244), qui entraine leur dissociation (Oliveira et al.
2017). Le clivage puis le relargage du peptide « pr » au sein des particules virales sont
des étapes essentielles pour que celles-ci deviennent totalement infectieuses.

En plus de son rdle de chaperon pour la protéine E, l'interaction entre les
protéines prM et E s'est avérée une étape essentielle pour I'assemblage des particules
virales néo-synthétisées et leur sécrétion une fois qu'elles sont matures (Lin et al.
2010, Yoshii et al. 2012). La glycosylation de la protéine prM est essentielle a ces
processus (Gwon et al. 2020). Outre son réle structurel, la protéine membranaire
(prM/M) aurait également de multiples fonctions au cours du cycle viral, permettant
l'interaction de la particule virale avec des récepteurs cellulaires spécifiques (Che et
al. 2013), jouant un réle dans l'induction de l'apoptose dans les cellules infectées
(Catteau, Kalinina, et al. 2003), interagissant avec diverses protéines cellulaires, y
compris des protéines du cytosquelette (Brault et al. 2011), et en ayant un impact sur
la dissémination et la transmission des flavivirus par leurs moustiques vecteurs
(McElroy et al. 2006). Cependant, les fonctions de la protéine prM/M des flavivirus

reste encore trés peu connues.
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IV.1.3.2. Réle dans la pathogénicité virale

La protéine prM/M a récemment été associée a la pathogénese induite par les
flavivirus, la glycoprotéine structurale de membrane étant porteuse de déterminants
de la virulence. Bien que les mécanismes impliqués soient encore peu caractérises, la

protéine prM semble jouer un rble essentiel dans le cycle infectieux de ces virus.

A titre d’exemple, il a été démontré que I'hélice péri-membranaire de prM était
impliquée dans l'entrée virale (Hsieh et al. 2011), et dans I'assemblage de nouvelles
particules virales chez DENV (Pryor et al. 2004). Dans la région C-terminale de
I'ectodomaine de la protéine prM, les résidus glutamate 32, tryptophane 34, leucine 36
et arginine 37 semblent étre impliqués dans l'incorporation de la nucléocapside et la
maturation des particules virales, alors que le résidu glutamate 22 semble promouvoir
l'interaction des protéines prM et E (Hsieh et al. 2014). La protéine prM de ZIKV est
associée a la croissance et a la pathogenése du virus chez la souris (Inagaki et al.
2021), et la mutation S17N dans cette protéine semble associée a I'apparition d’'une
microcéphalie foetale (Yuan et al. 2017). La substitution d'un résidu leucine (L) par un
résidu phénylalanine (F) en position 36 de la protéine M, dans les souches vaccinales
YF-17D, semble étre en partie responsable de l'incapacité de cette souche a infecter
les moustiques et a s'y propager (McElroy et al. 2006). En revanche, la substitution du
méme résidu M-36 dans le JEV entraine une atténuation compléte du virus dans un

modéle de souris (de Wispelaere et al. 2015).

Les protéines prM et M des flavivirus ont été décrites comme interagissant avec
plusieurs facteurs cellulaires chez les mammiféres hétes et les moustiques vecteurs
(Mairiang et al. 2013). L'ectodomaine de la protéine M de DENV est capable d’interagir
avec les composants de la chaine lIégére de la dynéine humaine (Tctex-1). L'inhibition
de Tctex-1 réduit de maniére significative la production de progénie virale, suggérant
que Tctex-1 pourrait influencer I'assemblage ou la maturation du virus par le biais de
ses interactions avec la protéine M (Brault et al. 2011). L'ensemble de ces
observations suggére que la protéine prM joue également un rdle, non-structural,

majeur dans le cycle infectieux.
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1V.1.3.3. Rbéle dans l'induction de 'immunité innée

La virulence et l'efficacité de réplication des flavivirus sont positivement
corrélées a la capacité d'inhiber la production et le signal interféron de type | (IFN-I).
La protéine prM joue un réle important dans I'évitement de I'immunité innée de I'héte
en interagissant a la fois avec les protéines MDAS et MAVS pour inhiber la production
d'IFN-I. La protéine prM de ZIKV inhibe I'lFN-I induit par RIG-I, MDAS5 et MAVS, tandis
que la protéine prM de DENV-2 n'inhibe uniquement la production d'IFN-f induite par
MDAS. Mécaniquement, la protéine prM de ZIKV interagit a la fois avec les protéines
MDAS et MAVS, tandis que la protéine prM de DENV-2 se lie uniqguement a MDAS ou
MAVS pour échapper a I'immunité innée. La protéine prM interfére avec la formation
du complexe MDA5-MAVS, empéchant la translocation nucléaire et la dimérisation
d'IRF3 pour inhiber la signalisation antivirale RLR et la production d'IFN-I (Sui et al.
2023).

IV.1.3.4. Réle de la protéine M mature dans l'induction de I'apoptose

L'expression de lI'ectodomaine de la protéine M (résidu M-1/40) des flavivirus
DENV, YFV, JEV et WNV semble étre capable d'induire I'apoptose dans les cellules
humaines (Catteau, Kalinina, et al. 2003). De maniére intéressante, la capacité de
I'ectodomaine de M a induire I'apoptose nécessite I'activation de la caspase-3 et son
transport dans la voie de sécrétion cellulaire (Catteau, Roué, et al. 2003). La capacité
de la protéine M a promouvoir la mort a été limitée a un oligopeptide représentant les
derniers acides aminés C-terminaux de I'ectodomaine de la protéine M. Au sein de cet
oligopeptide les résidus M-33, M-35, M-38 d'une part et le résidu M-36 d'autre part
semblent jouer un réle crucial dans l'activité pro-apoptotique induite par ce peptide
(Catteau, Kalinina, et al. 2003, Vanwalscappel et al. 2020). De plus, le résidu M-36 a
déja été identifie comme jouant un réle important dans plusieurs aspects du cycle de
réplication du virus : I'assemblage, la sécrétion et la modulation de la pathogénicité
des flavivirus (Hsieh et al. 2014, de Wispelaere et al. 2016, Basset et al. 2020).

> Le rble pro-apoptotique de la protéine de membrane (prM/M) sera discuté plus en

détail au cours de mes travaux dans les sections « Partie Il : Travaux de recherche »,
page 121 et « Partie 1V : Discussion générale et perspectives », page 179.
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IV.2. La protéine d’enveloppe (E)

La protéine E est la principale protéine exposée a la surface du virion et joue un
réle fondamental dans le cycle viral des flavivirus. La protéine E assure a la fois la
liaison aux récepteurs et la fusion avec la cellule cible (Heinz & Allison 2000). En outre,
la protéine E suscite également une réponse des anticorps, étant le principal antigéne

des particules virales matures (Rey et al. 2018).

IV.2.1. Synthése de la protéine d’enveloppe (E)

La protéine E glycosylée est une protéine de fusion de classe Il
multifonctionnelle qui fait partie intégrante du virion. Dans la polyprotéine virale, le
segment de la protéine E (résidus 281-775) est localisé dans le RE en étant associé a
la protéine prM. La protéine d'enveloppe (E) est composée d'un ectodomaine dans sa
partie N-terminale (résidus E-1/394) et de deux domaines transmembranaires dans sa
partie C-terminale (résidus E-395/495). Comme la protéine prM, la protéine E est
transloquée dans le RE lors du clivage des protéines de structure et reste ancrée a la
membrane (Dey et al. 2021).

IV.2.2. Structure de la protéine d’enveloppe (E)

L'ectodomaine N-terminal est constitué de trois domaines structuraux
fonctionnels : le domaine | (EDI), le domaine Il (EDII) et le domaine 11l (EDIII) qui sont
reliés par des charnieres flexibles qui assurent la mise en place des changements
conformationnels irréversibles au cours du cycle de vie viral (Modis et al. 2004) (Figure
32). La région d’ancrage transmembranaire C-terminale comprend une tige (résidus
E-395/451) qui est constituée de deux hélices amphipathiques associées a la
membrane et d'une ancre transmembranaire (résidus E-452/495) constituée de deux
hélices transmembranaires antiparalléles qui sont intégrées dans la membrane virale
(Zhang et al. 2003). Les deux hélices transmembranaires (résidus E-452/479 et
E482/495) de la protéine E fonctionnent de maniére similaire a celles de la protéine
prM, avec une séquence d'arrét de transfert et une séquence de signal également

présentes qui dirigent la localisation et le traitement appropriés de la protéine NS1.
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Figure 32 : Structure de la protéine d’enveloppe (E)

Structure 3D de la protéine d’enveloppe E. La prédiction de la structure a été obtenue a partir
de Genbank (numéro de référence GenBank MN272404.1) et réalisée a I'aide du logiciel
Swiss-Model. Les images ont été élaborées a I'aide du logiciel PyMol.

IV.2.2. Rdle et fonction de la protéine d’enveloppe (E)

IV.2.2.1. L’ectodomaine | (EDI)

EDI est constitué de parties non contigués de I'ectodomaine de la protéine E,
composées d'environ 120 résidus répartis en trois segments principaux (résidus E-
1/52, E-132/193, et E-280/296). EDI forme une structure en feuillet § a huit brins qui
est située au centre de la protéine E. EDI est flanqué d'un cété par le dimere allongé
EDII et de I'autre c6té par le domaine EDIII de type immunoglobuline (Rey et al. 1995).
La position centrale de ce domaine lui permet de fonctionner comme une charniére en
forme de pont et de stabiliser le noyau protéique, cela en contribuant aux nombreux
changements conformationnel que la protéine E doit subir pendant les étapes de
maturation et de fusion du cycle viral (Figure 33). Des mutations dans la région
charniére entre DI et DIl peuvent atténuer DENV et WNV, suggérant que la capacité
de EDI a étre flexible est impérative pour la pathogenese des flavivirus (Goo et al.
2017).
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EDI contient un résidu asparagine (N) capable d'accepter une glycosylation
pendant la maturation du virus. Cependant, I'emplacement de ce site de glycosylation
n'est pas le méme pour tous les flavivirus. A titre d’exemple, les quatre sérotypes de
DENV contiennent tous un site de glycosylation lié a I'azote en position N-153, tandis
que ZIKV en contient un en position N-154, qui est également plus long de cing acides
aminés (Cox et al. 2015). Curieusement, certaines souches de ZIKV de la lignée
africaine ne contiennent aucun site de glycosylation alors que toutes les souches de
ZIKV de la lignée asiatique sont glycosylées en N-154 (Carbaugh et al. 2019). La
glycosylation de EDI est liée a la production efficace de virions, a la sensibilité au pH
et a la neuroinvasivité des flavivirus (Carbaugh & Lazear 2020). La mutation d'un seul
résidu qui abrogerait la glycosylation de EDI diminuerait les niveaux d'attachement
cellulaire et la neurovirulence chez la souris (Beasley et al. 2005, Hanna et al. 2005).

IV.2.2.2. L’ectodomaine Il (EDII)

EDII est constitué de segments non contigus de I'ectodomaine de la protéine E.
EDIl est un domaine de dimérisation, formé de deux structures en feuillets B reliées
par des boucles flexibles et deux courtes hélices qui intercalent les trois segments
d'EDI (résidus E-52/132 et E-133/280). Le domaine EDII est impliqué dans la
dimérisation de la protéine d'enveloppe et dans la fusion des membranes virales et

cellulaires lors de I'entrée du virus dans la cellule hote (Nicholls et al. 2020).

A son extrémité distale, EDII contient une boucle de fusion (FL, fusion loop) qui
participe a l'interaction avec la membrane de la cellule hote et sert de médiateur a la
fusion des membranes virales et endosomales lors de I'entrée du virus. La boucle de
fusion est une séquence hydrophobe hautement conservée de 13 acides aminés
(résidu E-98/110) chez tous les flavivirus (Zhang et al. 2017). La boucle de fusion est
protégée par prM dans le virus immature et par EDI et EDIIl qui forment une poche
hydrophobe a l'intérieur du dimére de E dans le virus mature. Cette boucle est
cependant exposée lorsque l'environnement acide déclenche des changements de
conformation de la protéine E, permettant son interaction avec la membrane
endosomale pendant I'étape de fusion virale (Allison et al. 2001). D’autre part, EDII
contient de nombreux peptides qui induisent des réactions immunogenes croisées, en
particulier la boucle de fusion EDII qui permet la production d’anticorps neutralisants
utilisés comme outils pour des nombreux candidats vaccins (Chiou et al. 2012).
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En plus de EDI, il a été démontré que EDIl des quatre sérotypes de DENV
contient un autre résidu asparagine (N) capable d'accepter une glycosylation pendant
la maturation du virus a la position N-67 (Lee et al. 2010). Parmi les flavivirus, seul
EDII de DENV porte un N-glycane en position N-67, qui semble étre crucial pour son
interaction au récepteur DC-SIGN lors de I'attachement et de I'entrée virale (Goto et
al. 2005, Carbaugh et al. 2019). La glycosylation de la protéine E a été rapportée
comme facilitant la liaison aux récepteurs cellulaires et a la protection de la boucle de

fusion en agissant comme un bouclier épitopique (Mukhopadhyay et al. 2005).

IV.2.2.3. L’ectodomaine Il (EDIII)

EDIII contient une partie contigué de résidus au sein de la protéine E (résidus
E-296/394). EDIII est un domaine de type immunoglobuline présent dans la région C-
terminale de l'ectodomaine de la protéine E. Ce domaine est relié a EDII par un lien
flexible qui le place du c6té opposé a EDI. EDIII forme une structure glomérulaire
composée de 7 brins- antiparalléles. Les brins 3 se replient au sein d’'un domaine
immunoglobuline trés conservé et relativement indépendant qui interagirait avec des
récepteurs cellulaires (Volk et al. 2009). EDIII joue alors un réle clé dans les étapes
d'entrée du virus au sein de la cellule héte en interagissant avec des récepteurs et
facteurs d'attachement cellulaire (Modis et al. 2005). Ce domaine expose notamment
les principaux épitopes de la particule virale ciblés par les anticorps neutralisants
(Seligman & Bucher 2003, Pierson & Diamond 2008).

EDIII s'étend hors de la surface de la particule virale mature pour former des
apophyses qui semblent contenir de nombreux épitopes antigéniques linéaires pour la
liaison aux récepteurs de I'héte et aux anticorps neutralisants (Chavez et al. 2010).
Les épitopes neutralisants présents dans EDIII sont particuliérement conservés parmi
plusieurs virus représentant la principale structure antigénique des flavivirus. A titre
d’exemple, les épitopes EDIIl sont notamment constitués des résidus E-307, E-
333/351 et E-383/389 chez DENV (Lin et al. 2015). Les mutations dans EDIII affectent
généralement le tropisme et la virulence de DENV, permettant au virus d'échapper a
la neutralisation des anticorps. Ce domaine a été utilisé avec succés comme antigéne
pour le diagnostic sérologique et a attiré I'attention en tant que candidat prometteur
pour le développement de nouvelles stratégies vaccinales (Chavez et al. 2010).
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Figure 33 : Organisation structurale de prM et E a la surface de la particule virale

(A.) Représentation des protéines prM et E a la surface de la particule virale sous forme de
complexe trimérique (en pointe) ou d’homodimeére antiparalléle (a plat). (B.) Représentation
schématique du processus de fusion virale et des changements de conformation
fusogénique de prM et E. Figure adaptée de (Clé 2020) et (Rey et al. 2018).

IV.2.2.4. Le domaine d’ancrage transmembranaire (TMD)

La région d’ancrage transmembranaire joue un rdle crucial lors de la fusion et
de I'assemblage des virions en affectant l'interaction des protéines prM et E. Pour que
la fusion ait lieu, il est nécessaire que EDIII subisse un changement conformationnel
et que EDII s'allonge pour exposer la boucle de fusion a l'extrémité distale de EDII
(Chao et al. 2014). Pour ce faire, la tige d’ancrage transmembranaire est réorganisée,
modifiant sa conformation et permettant une stabilisation des triméres prME. Les
monomeéres E sont ainsi inversés et les ancres transmembranaires se regroupent
autour des boucles de fusion nouvellement exposées a la surface trimérique, ce qui
entraine la fusion de la membrane et la libération du génome. |l a été démontré qu’une
perturbation de la relocalisation de EDIIlI ou une inhibition de la réorganisation de la
tige d’'ancrage membranaire inhibe l'infection par DENV (Liao & Kielian 2005).
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En plus de servir d’ancre transmembranaire, les TMDs des protéines prM et E
contiennent des séquences de rétention dans le RE qui servent a maintenir les
protéines dans le réticulum et a empécher leur dégradation prématurée avant que la
production des protéines virales ne soit suffisante pour I'assemblage du virion (Op De
Beeck et al. 2004). En étant insérés dans une membrane cellulaire, les domaines
transmembranaires participent également au processus de bourgeonnement viral et
sont nécessaires pour isoler les fractions de la membrane cellulaire qui deviendront

des parties de l'enveloppe virale.

De maniére intéressante, le remplacement de Ila tige d’ancrage
transmembranaire de la protéine E de DENV-2 par celle de la protéine E du JEV
augmente la sécrétion des protéines E de DENV (Chang et al. 2003). Cela suggére
que la capacité de rétention des TMDs a la membrane du RE semble étre spécifique
au virus et pourrait étre essentielle pour I'assemblage des virions. Il est également
intéressant de noter que la présence de TMDs constituées de deux hélices
transmembranaires a I'extrémité C-terminale de toutes les protéines E des flavivirus
est tout a fait unique parmi les protéines de fusion virales de classe Il, qui contiennent
généralement toutes des TMDs constituées uniquement d'une seule hélice

transmembranaire (White et al. 2008).

IV.3. Interaction des protéines de membrane (prM/M) et d’enveloppe (E)

Peu de temps apreés la traduction de la polyprotéine et le clivage de celle-ci par
les protéases cellulaires et virales, les protéines prM et E s’associent pour former des
hétérodimeres stables (Lorenz et al. 2002). Les hétérodiméres prME se retrouvent
alors ancrés a la membrane du RE par leurs domaines d’ancrage transmembranaires.
Viennent les étapes d'assemblage, de maturation et d'entrée des flavivirus au sein de
la cellule héte qui feront appel a des organites tels que le réticulum endoplasmique,
I'appareil de Golgi et les endosomes, qui présentent des disparités marquées en
termes d'acidité (Demaurex 2002). Au cours de ces différentes étapes, les interactions
hétérodimeériques entre les protéines prM et E semblent étre essentielles pour le bon
réarrangement conformationnel de la protéine E suite aux variations de pH. Cette
derniere pouvant adopter des états oligomériques variés : sous la forme de trimeres
d'hétérodiméres prME dans les particules immatures, de diméres au sein des virus

matures, ou de triméres lors de la fusion (Dey et al. 2021) (Figure 34).
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Figure 34 : Etats oligomériques de la protéine E au cours du cycle viral

Dans la particule immature, la protéine E forme un triméere d'hétérodiméres prME, qui doit se
dissocier et former des homodimeres de protéine E au cours de la maturation. Ceux-ci
subissent ensuite une nouvelle réorganisation pour former des homotriméres E avant la
fusion et I'entrée du virus. Figure adaptée de (Perera et al. 2008)

Le premier réarrangement majeur des hétérodimeres prME se produit au cours
de la maturation des particules virales. Les hétérodimeres prME s’agencent en
triméres pour former une structure en tripode inversé caractéristique des virions
immatures chez les flavivirus. Dans le réseau trans-golgien des changements
conformationnels irréversible induit par des variations de pH vont conduire au clivage
de la protéine prM par les furines cellulaires. Au cours de cette maturation, 60 trimeres
d’hétérodimere prME vont se dissocier pour former 90 homodimeres de la protéine E,
qui s’associeront entre eux pour former 30 radeaux constitués de trois dimeres
paralléles (Sirohi et al. 2016).

Le deuxiéme réarrangement majeur des hétérodiméres prME se produit lors de
la fusion de la particule virale avec les membranes endosomales de la cellule héte.
L'environnement acide de I'endosome déclenche une trimérisation irréversible de la
protéine E. Les homodiméres antiparalléles de la protéine E se dissocient alors en
monomeres, qui se réassembleront en homo-triméres paralléles. Au sein de chaque
trimere, 'EDII des protéines E se projette vers les membranes de la cellule héte en
exposant a leur extrémité le peptide de fusion (Mendes et al. 2012). Celui-ci s'insére
dans la membrane endosomale entrainant des changements conformationnels de
I'ectodomaine de la protéine E et permet le rapprochement des membranes cellulaires

et virales (Figure 33).
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L’association de I'hétérodimere prME est principalement stabilisée par des
interactions hydrophobes et implique la participation de résidus sensibles au pH tels
que : His, Lys, Arg, Asp ou Glu (Dey et al. 2021) (Figure 35). Les régions protéiques
formant l'interface des sous-unités prM et E de I'hétérodimere présentent notamment
une forte concentration de résidus facilement protonables. Ces régions sont
principalement basiques dans la protéine E et acide dans la protéine prM. Lorsqu'il
s'agit d'un homodimére E, l'interface est caractérisée par une prédominance de résidus
chargés négativement dans un monomére, en complément des résidus chargeés
positivement du second monomeére. Ces interactions électrostatiques
complémentaires se retrouvent également au sein des homotriméres de E. Il est
intéressant de noter que malgré la relativement faible homologie de séquence qu'il
existe entre les protéines E de ZIKV et DENV, la conformation spécifique de la protéine
E semble conserver. Cela souligne que la similitude de séquence n'est pas le seul
facteur déterminant, mais que la conformation tridimensionnelle joue également un

réle crucial dans la fonctionnalité de la protéine E.

Au sein de la protéine prM, plusieurs résidus se sont révélés essentiels dans
I'hétérodimérisation des protéines prM et E. A titre d’exemple, le résidu His en position
prM-99 dans JEV (Lin & Wu 2005), le résidu Tyr en position prM-78 dans WNV (Fiacre
et al. 2020), ou encore le résidu His en position M-39 dans DENV (Pryor et al. 2004),
ont tous été identifiés comme étant cruciaux pour la formation et la stabilité des
hétérodimeres prME, ainsi que pour l'efficacité de I'assemblage viral. D’autre part, des
études ont rapporté que la mutation du résidu lle en position M-36 dans JEV et WNV
(de Wispelaere et al. 2016, Basset et al. 2020), et des résidus prM-120/123/127 dans
DENV (Hsieh et al. 2011), pouvait induire une atténuation virale qui serait également
associé a une perturbation de 'assemblage du virus. Dans la méme dynamique, Zhang
et ses collegues ont également identifie chez DENV plusieurs résidus hautement
conserves dans les protéines M et E qui interagissent les uns avec les autres pour
former des "binding pockets" qui ont été décrits comme jouant un réle crucial dans la

stabilité de la particule virale (Xiaokang Zhang et al. 2013).

Les protéines prM et E sont donc essentiels au cours du cycle virale, aussi bien
en terme structurale, que fonctionnel. L’interaction de ces deux protéines semblent

primordiale, et pourrait étre fortement impactée par la mutation de résidus conservés.
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Hétérodimeére de la protéine E

Figure 35 : Interactions des protéines structurales prM et E

Regroupement des résidus protonables dans 'assemblage des protéines structurales prM
et E. Les résidus acides (Asp et Glu) et basiques (His, Lys, Arg) sont représentés par des
sphéres rouges et bleues, respectivement. L'interface protéine-protéine entre pr et E des
flavivirus est enrichie en résidus protonables, qui fournissent une base structurelle pour la
détection du pH et les changements de conformation. *Seuls deux des trois monomeres de
I'nomotrimere E sont représentés pour plus de clarté. Figure adaptée de (Dey et al. 2021).
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Le virus de la Dengue (DENV) et le virus Zika (ZIKV) sont des flavivirus majeurs
en termes de santé publique. Depuis ces dernieres décennies, nous assistons a une
expansion rapide de la dengue particulierement associée au sérotype DENV-2 du
genotype Cosmopolitan, qui s’accompagne d’une sévérité accrue de la maladie dans
un nombre croissant de régions tropicales et subtropicales de la planéte. Les territoires
du sud-ouest de l'océan Indien (SOOI) ont récemment connu des épidémies
fulgurantes de dengue, avec plusieurs dizaines de milliers de cas d’infection signalés
a I'lle de La Réunion entre 2018 et 2023. Malheureusement, peu d’informations sont
disponibles sur les caractéristiques biologiques et le potentiel épidémique des souches
virales qui circulent dans cette région. La région SOOI est un carrefour d’activités
commerciales et de déplacements humains qui favorise la circulation active des
flavivirus. La présence de moustiques vecteurs et des conditions environnementales
favorables serait alors propice a 'endémicité de DENV et une potentielle introduction
de flavivirus apparentés, comme ZIKV, en particulier sur I'lle de La Réunion.

Devant ce constat, notre unité de recherche 'TUMR PIMIT basée a La Réunion,
a lancé plusieurs programmes de recherche portant sur I'étude des protéines virales
connues pour leur réle dans le pouvoir pathogéne des flavivirus DENV et ZIKV.
L’objectif principal de ces études étant d’apporter de nouvelles connaissances d’un
point de vue virologique sur la biologie des flavivirus, leurs déterminants viraux et leurs
mécanismes d’action en relation avec leur héte et vecteur moustique. A titre
d’exemple, des travaux antérieurs menés au sein de notre unité de recherche ont
permis de caractériser la glycoprotéine non-structurale 1 (NS1) de la souche
épidémique de DENV-2 a La Réunion en 2018-19 (Ogire et al. 2021, Ogire et al. 2023).
Cela en comparant I'expression de protéines NS1 recombinantes obtenues de ce virus
et d’'une seconde souche épidémique du génotype Cosmopolitan qui avait été isolée
d’un cas clinique en Tanzanie en 2014.

Dans la continuité des travaux développés au sein de TUMR PIMIT, mon sujet
de thése s’est orienté sur la caractérisation des protéines structurales de membrane
(prM/M) et d’enveloppe (E) des flavivirus DENV et ZIKV. Mon objectif principal étant
l'identification puis la caractérisation des déterminants viraux présents au sein des
protéines prM/M et E qui pourraient influer sur le pouvoir pathogéne de DENV et ZIKV.
Cela afin d’identifier de potentielles cibles thérapeutiques et de développer de
nouveaux outils virologiques qui pourront faire I'objet de stratégies de lutte efficace.
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Au début de ma thése, mon équipe d’accueil développait un projet d'étude sur
les protéines prM/M et E de ZIKV. Ces travaux se focalisaient d’'une part sur I'étude
des propriétés biologique de la glycoprotéine E en analysant le réle antigénique de la
boucle de glycosylation (GL, de I'anglais Glycan loop) et d’autre part sur la capacité
de la protéine prM/M a induire les mécanismes de mort cellulaire par apoptose. Les
flavivirus DENV et ZIKV étant grandement apparentés, jai décidé de me former a
I'analyse des protéines structurales de DENV en m’associant au projet de recherche
déja lancé sur ZIKV. Mon implication dans ces travaux menés sur ZIKV m’a permis de
m’initier a la caractérisation des protéines prM et E de la souche épidémique DENV-2
qui fut responsable de la premiére vague épidémique de dengue a La Réunion en
2018-19. J'ai alors développé un projet de recherche sur la caractérisation des
glycoprotéines prM et E de DENV-2 du génotype Cosmopolitan produites sous la
forme de protéines recombinantes exprimées dans des lignées cellulaires d’origine
humaine. Mes travaux forment la premiére étude sur le sujet a ma connaissance et
seront décrits plus en détails dans la section suivante « Partie Ill : Travaux de
recherche », page 121. L’ensemble des travaux réalisés au cours de ma thése se sont
donc organisés autour de trois grands axes de recherche :

Premier axe de recherche : Etudier le réle de la boucle de glycosylation du virus Zika

dans la réactivité antigenique de la protéine d’enveloppe (E).

La protéine E représente I'antigéne majoritaire des flavivirus en étant la
principale protéine exposée a la surface de la particule virale. Il existe une différence
importante entre les protéines d'enveloppe de DENV et ZIKV qui réside dans leur
boucle de glycosylation (GL, de I'anglais glycan loop). En effet, la structure GL chez
ZIKV est plus longue de 6 a 9 acides aminés supplémentaires par rapport a celle
identifiée chez DENV. Au sein de la particule virale de ZIKV, la structure GL qui est
exposée par un protomere de E aurait la capacité de recouvrir en partie son équivalent
présent sur le protomére adjacent (Sirohi et al. 2016). Un tel chevauchement spatial
pourrait influer sur I'accessibilité des anticorps aux épitopes de neutralisation a la
surface de la particule virale (Goo et al. 2018). Par conséquent, nous avons investigué
'importance de GL dans l'antigénicité de la protéine E et le role des résidus E-152, E-
156 et E-158 qui different entre les GLs des lignées asiatiques et africaines de ZIKV
(Article 1).
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Deuxiéme axe de recherche : Etudier la capacité de la protéine prM/M du virus Zika

et du virus de la Dengue a induire les mécanismes de mort cellulaire par apoptose.

Les résidus M-31/41 qui composent I'extrémité C-terminale de I'ectodomaine de
la protéine M mature des flavivirus d’intérét médical ont la propriété de déclencher la
mort cellulaire par apoptose lorsqu’ils sont distribués dans un compartiment post-
Golgien. Ce peptide pro-apoptotique de la protéine M avait été caractérisé chez DENV
mais n’avait pas encore été identifie chez ZIKV avant le démarrage de notre étude.
Sachant que l'induction de la mort cellulaire par apoptose est un effet cytopathique
important dans l'infection par ZIKV, notre objectif a été d’évaluer la capacité de
I'ectodomaine M de ZIKV a induire I'apoptose. Nous avons alors examiné I'activité pro-
apoptotique de I'oligopeptide M-31/41 de ZIKV couplé a une protéine rapportrice GFP
ou a un antigéne associé aux tumeurs, dans I'objectif de démontrer la capacité de ces

résidus a induire 'apoptose dans les cellules humaines (Article 2).

Troisieme axe de recherche : /dentifier et caractériser les déterminants viraux des
protéines prM et E qui pourrait influer sur le pouvoir pathogene des souches virales
DENV-2 du génotype Cosmopolitan dans la région SOOI.

Indépendamment, les protéines prM/M et E ont des propriétés qui leurs sont
propres au cours du cycle viral. La nécessité d'une forte interaction entre ces deux
protéines reste cependant essentielle pour leur fonctionnement biologique, en
particulier durant les étapes précoces de I'assemblage des particules virales. L'analyse
comparative des séquences des protéines M des souches DENV-2 de la région SOOI
a permis d'identifier une substitution peu fréquente d’'une lle en Val a la position M-36.
Ce résidu fait partie de la région C-terminale de I'ectodomaine M de DENV, qui est
impliquée dans la capacité du virus a induire I'apoptose. En outre, dans la topologie
de I'hétérodimere prME, le résidu M-36 se retrouve a l'interface entre la protéine M et
le domaine EDII de la protéine E qui contient la boucle de fusion. Le résidu M-36
pourrait par conséquent jouer un réle majeur dans la fonction et linteraction
hétérodimérique des protéines prM et E. Nous avons alors examiné l'impact de la
mutation M-I36V sur I'expression et la cytotoxicité des hétérodiméres prME, ainsi que
la capacité des résidus M-31/41 a induire I'apoptose (Article 3).
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. Role des résidus E-152, E-156 et E-158 dans la réactivité
antigénique de la boucle de glycosylation du virus Zika

|.1. Contexte de I’étude

La protéine d’enveloppe E de ZIKV est la principale glycoprotéine se trouvant a
la surface de la particule virale et représente un des principaux antigénes du virus.
Cette protéine est par conséquent une cible idéale pour les anticorps neutralisants
(Chavez et al. 2010, Dai et al. 2016, Montecillo-Aguado et al. 2019, Zaidi et al. 2020).
Comme décrit précédemment, I'ectodomaine de la protéine E est organisé en trois
domaines structuraux distincts : le domaine | (EDI), le domaine Il (EDII), et le domaine
[l (EDIII). Le domaine EDI de ZIKV contient un site de glycosylation au niveau du
résidu E-154 qui est situé dans une boucle flexible constituée de vingt acides aminés
que nous appellerons ici: la boucle de glycosylation (résidu E-145 a E-164)
(Annamalai et al. 2017a, Fontes-Garfias et al. 2017, Hasan et al. 2017). Cette boucle
de glycosylation semble jouer un réle majeur dans I'antigénicité de la protéine E de
ZIKV (Dai et al. 2016, Dai et al. 2018, Li et al. 2019), en affectant la disponibilité
d’épitopes neutralisants a la surface de la particule virale (Bos et al. 2018, Goo et al.
2018, Bos et al. 2019, Frumence et al. 2019, Henderson et al. 2020, Qu et al. 2020).

Une analyse comparative faite entre la souche asiatique BeH819015 et la
souche africaine prototypique MR766-NIID de ZIKV, a mis en évidence le réle majeur
de la boucle de glycosylation dans I'activité des anticorps neutralisants face aux deux
souches virales (Frumence et al. 2019). L'analyse de séquence de la souche asiatique
BeH819015 et de la souche africaine MR766-NIID a permis d'identifier la substitution
de 3 acides aminés dans la boucle de glycosylation de ZIKV : E-I1152T, E-T1561 et E-
H158Y. La souche asiatique BeH819015 est glycosylée en position E-154
contrairement a la souche africaine MR766. C’est la substitution du résidu Thren lle a
la position E-156 qui entraine la perte du motif de glycosylation N154/D155/T156 de
ZIKV (Bos et al. 2019).
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.2. Résumé de I’étude

Dans cette étude, nous évaluons le réle des résidus E-152/156/158 comme
déterminants antigéniques de la boucle de glycosylation de la protéine E de ZIKV. Pour
ce faire nous avons eu recours a l'utilisation d’un peptide synthétique long de 20 acides
aminés ('"GSQHSGMTVNDIGYETDENR?) représentant la boucle de glycosylation du
clone viral ZIKALIVax. ZIKALIVax est un clone viral chimérique non glycosylé
possédant les protéines structurales de la souche épidémique asiatique BeH819015
et les protéines non structurales de la souche historique africaine MR766-NIID. Les
résidus E-T152/1156/Y158 de MR766-NIID ont été introduit dans la protéine E de
BeH819015 afin d’éliminer 'unique motif de glycosylation N154/D155/T156 (Bos et al.
2018, Bos et al. 2019, Frumence et al. 2019).

Au cours de cette étude nous avons tout d’abord testé la réactivité antigénique
du peptide synthétique 1GSQHSGMTVNDIGYETDENRZ20. Le peptide synthétique
représentant la boucle de glycosylation de ZIKALIVax était reconnu par les anticorps
présents dans le sérum de souris infectées par ZIKALIVax. Nous avons démontré que
I'immunisation de souris avec le peptide synthétique "GSQHSGMTVNDIGYETDENR?°
conjugué a la protéine porteuse immunogéne KLH, pouvait entrainer la production
d’anticorps réagissant a la boucle de glycosylation présentée sous forme de peptide
ou présentée au sein d’'une protéine recombinante EDI. Afin d’étudier le rble des
résidus E-152/156/158 sur la réactivité antigénique de la boucle de glycosylation, des
substitutions d’acides aminés aux positions E-152, E-156 et E-158 ont été effectuées
par mutagenése dirigée au sein de la protéine recombinante EDI ou dans le peptide
synthétique 1GSQHSGMTVNDIGYETDENR20. Nos résultats montrent que les
résidus E-152/156/158 sont des déterminants clés de la réactivité antigénique de la
boucle de glycosylation du ZIKV.

> Les résultats de cette étude seront présentés et discutés plus en détail dans la
section « 1.4. Discussion de l'article 1 », page 140.
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I.3. Article 1: Immune Reactivity of 20-mer Peptide Representing the Zika E
Glycan Loop Involves the Antigenic Determinants E-152/156/158

viruses MPY
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Abstract: Mosquito-borne Zika virus (ZIKV) causes a severe congenital syndrome and neurological
disorders in humans. With the aim to develop a live-attenuated ZIKV strain, we generated a
chimeric viral clone ZIKALIVax with African MR766-NIID strain as backbone and the envelope
E protein of epidemic Brazilian BeH810915 strain. The MR766-NIID residues E-T152/1156/Y158
were introduced into BeH810915 E protein leading to a nonglycosylated ZIKALIVax. Recently,
we reported that the residues E-152/156/158 that are part of ZIKV glycan loop (GL) region might have
an impact on the availability of neutralizing antibody epitopes on ZIKV surface. In the present study,
we evaluated the antigenic reactivity of a synthetic 20-mer peptide representing the ZIKALIVax GL
region. The GL-related peptide was effective for the detection of GL-reactive antibody in mouse
anti-ZIKALIVax immune serum. We showed that the residue E-158 influences the antigenic reactivity
of GL-related peptide. The ZIKALIVax peptide was effective in generating mouse antibodies with
reactivity against a recombinant E domain I that encompasses the GL region. The GL peptide-reactive
antibodies revealed that antigenic reactivity of E-domain I may be impacted by both residues E-152 and
E-156. In conclusion, we proposed a role for the residues E-152/156/158 as key antigenic determinants
of ZIKV glycan loop region.

Keywords: arbovirus; Zika virus; envelope protein; viral peptide; glycan loop region;
peptide-based ELISA; immunogenicity; antigenic reactivity

1. Introduction

Mosquito-borne ZIKV belonging to flavivirus genus of Flaviviridae family is the etiologic agent
of Zika congenital syndrome and neurological disorders in humans [1-5]. ZIKV strains are mostly
clustered into African and Asian lineages [6,7]. In the past decade, there has been unexpected
expansion of the geographic distribution of ZIKV strains of Asian lineage and their rapid spread caused
major epidemics in the South Pacific in 2013 and then South America including Brazil in 2015 [2,7,8].
Contemporary epidemics ZIKVs have been associated with birth defects as well as contaminations
through various human body fluids [3-5,8].

Vaccination has been proposed as an efficient strategy to prevent ZIKV infection in humans [9-11].
It is now well established that elicitation of a protective antibody response is a critical step in the
development of safe and efficient Zika vaccines [12-15]. The envelope E protein (504 aa) is responsible
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for virus entry into the host-cell and represents a major target for ZIKV neutralization [16-27]. The ZIKV
E ectodomain (residues E-1 to E-406) is divided into three structural envelope domains: Domain I (EDI),
Domain II (EDII), and Domain III (EDIII) [1,9,17,19,25]. As depicted in Figure 6, the EDI domain contains
132 residues distributed in three spaced segments: The N-terminal residues E-1 to E-52, the central
residues E-132 to E-193, and the C-terminal residues E-280 to E-296 [17,25]. EDI encompasses a flexible
glycan loop GL (residues E-145 to E-164) region, which may be post-translationally N-glycosylated at
N154 [27-29]. The 20 amino acids that compose Zika GL might have an influence on the conformation
of E, in particular, on the accessibility of EDII, which encompasses the fusion loop region [30-34].
An important role has been also proposed for GL in relation with antigenic properties of Zika E
protein [24-26].

ZIKALIVax (also called ZIKBeHMR-2) is a chimeric viral clone with historical African strain
MR766-NIID (Genbank access LC002520) as backbone and structural protein region from epidemic
Brazilian viral strain BeH810915 (Genbank access KU365778) [35,36]. Similar to BeH810915, Asian-lineage
ZIKV isolates associated with recent epidemics share the common sequon N154/D155/T156, located in
the GL region where an N-glycan is attached to N154 [29,30]. Unlike what has been described with
Asian-lineage ZIKYV, the residue N154 of African-lineage MR766-NIID E protein lacks N-glycan due
to residue Ile at the position E-156, leading to a loss of the sequon [32]. In view of the importance of
N-glycosylation status in the virulence of flaviviruses including ZIKV, ZIKALIVax was designed as a
nonglycosylated chimeric virus [36]. Consequently, the residues 1152/T156/H158 present in BeH810915
E protein were replaced with the MR766-NIID residues T152/1156/K158 [36]. The residue Ile at position
E-156 results in a loss of the unique N-glycosylation site into GL region leading to a nonglycosylated
ZIKALIVax [36].

We reported that inoculation of live ZIKALIVax in adult BALB/c mice resulted in production of
neutralizing anti-ZIKV E antibodies [36]. While ZIKALIVax induced anti-E antibodies that neutralize
MR766-NIID with high titers by plaque reduction neutralization test and flow-cytometry neutralization
test (FNT), the epidemic ZIKV strains of Asian lineage were weakly neutralized by anti-ZIKALIVax
immune serum [36,37]. As BeH810915 and ZIKALIVax E proteins only differ by the amino-acid
substitutions at positions E-152/156/158, we questioned whether these three residues, which are part
of the GL region, influence the availability of neutralizing antibody epitopes on ZIKV surface (36).
In the present study, we sought to evaluate the antigenic reactivity of a synthetic peptide representing
the ZIKALIVax GL region. A recombinant E-Domain I (rEDI), which encompasses the GL region of
ZIKALIVax, was also generated. Both GL-related peptide and rEDI were mutated to assess the impact
of residues E-152/156/158 on immune reactivity of antibodies raised against the glycan loop region.
Our results showed that residues E-152/156/158 are key determinants in antigenic reactivity of ZIKV
GL region.

2. Results

2.1. Reactivity of a Synthetic Peptide Representing the ZIKALIVax Glycan Loop Region

We sought to evaluate the antigenic reactivity of a 20-mer synthetic peptide named peptGLZIKALIVax
representing the GL region (residues E-245 to E-264) of chimeric viral clone ZIKALIVax (Figure 1A).
To investigate the impact of residues E-152/156/158 on antigenic reactivity of peptGLZIKALVaX 3 mutant
peptGLAKALIVaX peptide bearing the amino acid changes Thr to Ile at position 8 (residue 152 as
numbered in BeH819015 E protein), Ile to Thr at position 12 (residue E-156), and His to Tyr at position
14 (residue E-158) was generated (Figure 1A). It is of note that peptide mutant peptGLZKALIVax_(I8 T12,
H14) has complete similarity with BeH819015 GL region. An Ala-rich peptide of 18 amino-acid residues
(hereafter titled peptcontrol), which lacks potential B-cell epitope, served as a negative peptide control.
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Figure 1. Reactivity of a peptide representing the ZIKALIVax glycan loop region through peptide-based
ELISA. In (A), sequences of synthetic peptides representing the GL region from viral clone
ZIKALIVax and mutants. The black points and underlined amino acids are positions that differ
from peptGLZIKALIVax The jrrelevant peptide peptcontrol is indicated. In (B), the optical density at
450 nm (O.Dysp) or signal intensity of samples tested in a dose-response curve of peptGLAKALIVax jy
relation to anti-ZIKALIVax immune serum through peptide-based ELISA. Plates were coated with
increasing concentrations of peptGLAIKALIVax and incubated with a pooled anti-ZIKALIVax immune
serum (ZIKALIVax serum) at dilution 1:50. A pool of serum of mice that received heat-inactivated
ZIKALIVax [33] at dilution 1:50 served as a negative serum control (control serum).

A pool of sera of mice that received live ZIKALIVax has ability to bind peptGLZKALIVax by
peptide-based ELISA (Figure 1B). As a negative control, no binding was observed with a pooled
serum of mice that received heat-inactivated ZIKALIVax. A dose-response curve showed that peptide
detection limit was about 0.1 pg mL™}, whereas the plateau was reached at 1 pug mL~! (Figure 1B).
Thus, a peptide-based ELISA using peptGLZKALIVax js suitable for detection of GL-reactive antibodies
in mouse anti-ZIKALIVax immune sera. A concentration of 3 ug mL! (300 ng per well of a 96-well
plate) of peptGLZIKALIVax was used for peptide-based ELISA in the following experiments.

We next examined the antigenic reactivity of anti-ZIKALIVax immune serum against mutant
peptGLZ[KALNa"-(IB, T12, H14) (Figure 2A). Heat-inactivated ZIKALIVax immune serum served
as negative serum control, whereas peptGLZ ANV and peptcontrol were used as positive and
negative peptide controls, respectively. There was no antigenic reactivity of anti-ZIKALIVax immune
serum against mutant peptGLZKALIVax (I8, T12, H14) regardless of the peptide concentration tested
(Figure 2A). Thus, anti-ZIKALIVax immune serum had peptide-reactive antibodies raised against
peptGLZAIKALIVaX byt not a mutant peptide representing the BeH819015 GL region.
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Figure 2. Immunoreactivity of peptCLAKALIVaX - The O.Dyg or signal intensity of samples in

dose-response curves of peptGLAKALVaX and mutant peptide peptGLAKALVaX (18 T12, H14) in
relation to anti-ZIKALIVax immune serum (ZIKALIVax serum) at dilution 1:200 measured through
peptide-based ELISA. Serum of mice that received heat-inactivated ZIKALIVax at dilution 1:200 served
as a control serum. Peptcontrol peptide was used as a negative peptide control. In (A), plates were
coated with increasing concentrations of peptides and incubated with a pooled ZIKALIVax immune
serum. In (B), peptides at concentration of 3 pg mL~! were incubated with 14 individual anti-ZIKALIVax
immune sera.

We examined the antigenic reactivity of 14 individual anti-ZIKALIVax immune sera against
peptGLAKALIVAX and mutant peptGLZIKAUVA (18, T12, H14) by peptide-based ELISA (Figure 2B).
The GL-reactive antibodies were readily detected for one-third of serum samples, whereas no recognition
was observed with mutant peptide regardless of individual serum tested. Thus, individual variation
in antibody response to peptGLZIKALIVaX can occur in inbred laboratory mice inoculated with
live ZIKALIVax.

As shown in Figure 1A, the peptide peptGLZKAUYaX js composed of amino-acids T8 and 112 but I8
and T12 in mutant peptGLZIKAuva"-(IS, T12, H14). We asked whether amino-acid permutation (Thr, Ile)
at positions 8 and 12 might play arole in antigenic reactivity of peptGLZIKALIVaX_ Consequently, a mutant
peptGLZAKALIVax (T8 112) was generated and tested with individual anti-ZIKALIVax immune sera
(n =7) showing a marked immune reactivity at serum dilution 1:200 (Figure 3A). Peptide-based ELISA
showed that the permutation (I8, T12) has no impact on reactivity of anti-ZIKALIVax immune sera with
peptGLAKALIVaX (Fioyre 3A). Next, we examined whether His residue at peptide position 14 contributes
to the lack of peptGLAKALVaX recognition by anti-ZIKALIVax immune sera. For this purpose,
we generated a new mutant peptGLZXALVaX_(H14) bearing the amino-acid change Tyr-to-His at peptide
position 14 (Figure 1A). In contrast to what was been observed with the other amino-acid changes
T8I and I12T, the mutation Y14H caused a lack of reactivity of peptGLZKALVax with anti-ZIKALIVax
immune sera (Figure 3B). Thus, a Tyr residue at position 14 greatly influences the antigenic reactivity
of peptGLZIKALIVax_ Taken together, these results showed that a synthetic 20-mer peptide representing
ZIKALIVax GL reacts as antibody epitope. We identified an important role for the polar residue at
position E-158 in antigenic reactivity of ZIKV GL region in relation with anti-ZIKALIVax immune sera.

2.2. Immunogenicity of PeptGL#!MALVAY i Mice

To evaluate the immunogenicity of peptGLZKALVaX in inbred laboratory mice, the 20-mer
peptide was N-terminally coupled to Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH) protein carrier. A group
of five adult BALB/c mice were immunized with 20-30 pg of KLH-peptGLZIKALIVaX conjugate in a
prime-boost schedule with two weeks lapsing between immunizations. Immune sera were collected
three weeks after the third immunization and pooled. Peptide-based ELISA was performed to evaluate
the ability of the protein-peptide conjugates to elicit antibody production of relevant specificity
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(Figure 4). A dose-response curve showed that KLH-peptGLZKALVaX conjugate was immunogenic
in mice (Figure 4A). Pooled mouse immune sera were then tested on free peptGLZKALYaX through a
peptide-based ELISA (Figure 4B). A weak antigenic reactivity of anti-KLH-peptGLZKALVaX immune
sera was detected with peptGLZKALIVax gt the lower dilution of serum.

peptGLZKALVax peptGLZKALIVax (I8, T12) peptGLZKALVax PeptGLZKALVax.(H14)
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Figure 3. Immunoreactivity of peptGLZKALIVAX muytants with anti-ZIKALIVax immune serum.

The O.Dys or signal intensity of individual anti-ZIK ALIVax immune sera in relation to peptGLZKALIVax
and its mutants at positions 8 and 12 (A) or 14 (B) measured through peptide-based ELISA. Peptides
at concentration of 3 ug mL~! were incubated with individual anti-ZIKALIVax immune sera (n = 7)
(ZIKALIVax serum) showing the higher reactivity with peptGLZKALIVax ot dilution 1:200 (Figure 2B).
Serum of mice (n = 7) that received heat-inactivated ZIKALIVax at dilution 1:200 served as a control
serum. Each closed circle represents an individual mouse.
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Figure 4. Antigenic reactivity of mouse KLH-peptGLZKALVAX jmmune sera. The O.Dys) or signal
intensity of serum samples through peptide-based ELISA. Pre-immune sera and immune sera from
BALB/c mice that received KLH-peptGLZIKALIVax conjugates were pooled and then tested with
KLH-peptGLZKALIVax conjugate (A) or free peptGLAKALIVaX (B) as coating antigen.

Serum samples of BALB/c mice twice inoculated with KLH-peptGLZKALIVax conjugates
were tested individually using peptGLZKAUVaX through peptide-based ELISA. Among the five
individual KLH-peptGLZKALVaX jmmune sera tested, only a serum sample from immunized
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mouse S1-S1-RE (for Series 1-Right Ear) at dilution 1:200 was positive for GL peptide-reactive
antibodies (Figure 5). Such a result suggests that peptGLZKAMVYaX jg poorly immunogenic in mice.
The two mutants, peptGLZIKALIVax (I8 T12, H14) and peptGLZKALIVaX_(H14), were assayed with
KLH-peptGLZIKALIVaX immune serum S1-RE though peptide-based ELISA (Figure 5). The GL
peptide-reactive antibodies were capable of reacting with the two peptGLZKALIVax mytants but
at a lower extent as compared to peptGLZIKALIVaX The amino-acid change T8I decreased GL peptide
recognition by KLH-peptGLZKALVA jmmune serum S1-RE (Figure 5). The GL peptide-reactive
antibodies showed a much lower reactivity with mutant peptGL#AUVax_(18, T12, H14) representing
BeH819015 GL region. Taken together, these results showed that KLH-peptGLZAMVaX jmmune serum
S1-RE has ability to react with GL region of ZIKALIVax. However, the efficiency of antibody binding
to ZIKV GL region was weaker with epidemic viral strain BeH819015, which differs from ZIKALIVax
by the amino-acid substitutions at positions E-152/156/158.
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Figure 5. KLH-peptGLZIKALIVaX immune serum reacts with peptGLAKALIVax The O.D. 5 or signal
intensity of mouse pre-immune and KLH—peptGLMRW’(’ immune serum S1-RE (KLH—peptGLMR7é’6
serum) at dilution 1:200 in relation to peptGLZIKALIVaX and mutant peptides through peptide-based
ELISA. Peptcontrol was used as a negative peptide control. The results are the mean (+S.D.) of three
repeats. Statistical values correspond to differences between peptides. Pairwise comparisons were

performed and statistically significant comparisons are shownas **p <1073, *p < 1072,

Using a flow cytometry neutralization test (FNT) (37), we were unable to detect ZIKV neutralizing
antibodies in KLH-peptGLZALVaX immune serum S1-RE (Figure S1A). Moreover, there was no
synergic effect of GL-peptide reactive antibody with anti-E mAb 4G2, which recognizes an EDII
epitope involved in flavivirus neutralization (Figure S1A). The reactivity of KLH-peptGLZIKALIVax
immune serum S1-RE with ZIKV was also tested on Vero cells infected with viral strain MR766-NIID.
By immunofluorescence (IF) analysis, no positive signal was observed in ZIKV-infected cells (Figure S1B).
Thus, these virological assays did not allow us to demonstrate that GL peptide-reactive antibodies
have ability to react with live ZIKV.
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2.3. Antigenic Reactivity of ZIKALIVax rEDI in Relation with GL Peptide-Reactive Antibody

The above results prompted us to determine whether KLH-peptGLZKALIVaX jmmune serum S1-RE
can recognize GL region into a reccombinant EDI domain (rEDI) that regroups 132 discontinuous
amino-acid residues of Zika E protein. A recombinant rEDI was, therefore, constructed by joining
together the three ZIKV E segments (residues 1 to 52), (residues 132 to 193), and (residues 280 to 294),
which compose EDI of ZIKALIVax using a mammalian codon-optimized synthetic gene (Figure 6).
The middle EDI segment contains the 20 residues E-145 to E-164 of the GL sequence. The synthetic
gene coding for recombinant ZIKALIVax EDI (rEDIZKALIVaX) was inserted into pcDNA3 expression
vector to generate a recombinant plasmid pcDNA3/rEDIZKALIVax The rEDIZIKALIVaX sequence was
preceded by a heterologous signal peptide to target the recombinant viral protein into the secretory
pathway and ended with two spaced C-terminal tags, the FLAG and 6 x (His) epitopes in tandem
(Figure S2A).

prM ] Nst
GSQHSGMTVNDIGYETDENR rEDIZIKALIVax
GSQHSGMI VNDT GYETDENR rEDIZIKALVax-(1152, T156)
GSQHSGMI VNDT GH ETDENR rEDIZKALVax(]152, T156, H158)
GSQHSGMI VQ DT GHETDENR rEDIZIKALVax.(1152, Q154, T156, H158)

Figure 6. Schematic representation of ZIKALIVax rEDI constructs. The organization of the E protein
into ZIKV polyprotein with its three segments composing the EDI domain is shown on top. The EDI
residues are numbered as those in the E protein of ZIKALIVax. The glycan loop (GL) sequence of
E is shown as a red, hatched segment. The rEDIZIKALIVax sequence is preceded by a N-terminal
heterologous signal peptide (SP) and followed by the spaced two C-terminal FLAG and 6x(His) tags in
tandem. The rEDIZAKALIVax gene was inserted into plasmid vector pcDNA3. Directed mutagenesis
was performed on rEDIZKALIVaX sequence to generate three mutants. The amino-acid substitutions
introduced into rEDIZKALIVaX 3 re indicated in red bold.

The amino-acid substitutions T1521, I156T, and Y158H were introduced in pcDNA3/rEDIZKALIVax
by directed mutagenesis to generate a mutant plasmid pcDNA3/rEDIZRALNVaX (1152 T156, H158)
(Figure 6). As a control, we generated a mutant rEDIZKALIVax (7152 (9154, 1156, Y158) bearing
the amino-acid change Asn to Gln at position E154. It is expected that mutation Q154 causes a loss
of the N-glycosylation site of mutant rEDIZKALVax (1152, T156, H158). According to the role of
N-glycosylation in antigenic reactivity of Zika E protein [29,30], the amino-acid substitutions T152I
and 1156T were introduced into rEDIZKALVaX Jeading to a N-glycosylation sequon Asn-Asp-Thr into
the rEDIZKALIVax G, region (Figure 6).

Using BepiPred-2.0 web site (http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/) to predict B-cell epitopes
located into proteins [38], GL region was identified as a potential antibody epitope in both rEDIZKALIVax
and rEDIZAKALIVax -(T152, 1156, Y158) mutant, the latter representing the BeH819015 GL sequence
(Figure S2B). A 3D structure prediction of ZIKALIVax rEDI was performed using PHYRE? protein
fold recognition server (Figure 7). Structural analysis of rEDI showed that the mutations E-T152] and
E-I156T may have an effect on GL conformation. The presence of these two mutations might also affect
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the positioning of residue E-158 into GL region (Figure 7). Thus, the GL region structure might be
impacted by the residues E-152 and E-156.

[ ZIKALIVax

Figure 7. Structural features of rEDIZKALVax  Tridimensional structure prediction of rED
and its mutants was performed by comparative modeling on PHYRE? protein recognition server (http:
[[www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index). The predicted structures were analyzed with
Chimera, a program for interactive visualization of tridimensional molecules. In (A), predicted structure
of ZIKALIVax rEDI with GL region in green. The two C-terminal tags of rEDI are not presented.
In (B,C), the ZIKALIVax GL region structure (GLZKALIVaX) a5 compared to GL mutants bearing the
two mutations E-T152I, and E-I156T (B) or the three mutations E-T152I, E-I156T, and E-Y158H (C).
The hatched arrow indicates the position of residue I152 in the 3D structure of GL mutant.

We first evaluated the expression level of rEDIZIKALIVax apd jts mutant rEDIZlK‘\U\"‘“—(Il 52, T156,
H158) by IF assay (Figure 8A). Human epithelial HEK-293T cells were transfected 24 h with plasmids
expressing rEDI tagged with 6 x (His) epitope at the C-terminus. IF assay with anti-6 x (His) antibody
readily detected intracellular expression of rEDIZKALVaX and jts mutant rEDIZKAMV(T152, 1156,
Y158) in transfected HEK-293T cells (Figure 8A). There was no obvious change in the subcellular
distribution between the two rEDI. Immunoblot assay on RIPA cell lysates was performed for assessing
rEDI protein expression in transfected HEK-293T cells (Figure 8B). Anti-FLAG antibody detected the
expression of rEDIZKALIVaX and jts three mutants in HEK-293T cells. We observed that rEDIZIKALIVax
migrated faster than mutant rEDIZIKALIVax (1152, T156, H158). The fact that rEDIZKALIVax and mutant
rEDIZIKALIVax (1152, Q154, T156, H158) have comparable migration profiles is consistent with a lack of
glycan linked to rEDI. We can, therefore, consider that the faster migration of rEDIZKALIVaX i essentially
due to the absence of N-glycosylation. In contrast to what was observed with rEDIZKALYaX (1152 T156,
H158), the rEDIAKALVAX (1152, T156) mutant migrated as two closely spaced bands, suggesting that
N-linked protein glycosylation of rEDI was not finalized in HEK-293T cells (Figure 8B). Structural
protein analysis of glycosylated rEDIZIKALIVax
change explaining the lower occupancy of the N-glycosylation site in rEDIZIKALIVax (1152, T156)
(Figure S3). Thus, it is unlikely that polar residue Tyr at position E-158 of rEDIZIKALIVax (1152 T156)
mutant may have an effect on glycan-protein linkage leading to partially glycosylated rEDI.

mutants did not allow us to observe a conformational
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Figure 8. Expression of rEDIZKALIVaX jn HEK-293T cells. HEK-293T cells were transfected 24 h
with plasmids pcDNA3 expressing rEDIZIKALIVax o jts mutants. In (A), IF assay was performed on
fixed and permeabilized cells with anti-6x(His) monoclonal antibody (mAb) as primary antibody.
Alexa 488-conjugated anti-mouse IgG antibody as secondary antibody. The nuclei were stained
with DAPI (blue). Immunostained cells were visualized with a fluorescent microscope. The same
magnification of X100 was used throughout. In (B), immunoblot was performed on RIPA lysates

[AKALIVax

obtained from transfected cells expressing rED! or its mutants using anti-FLAG antibody.

FACS analysis was performed to evaluate the reactivity of KLH-peptGLZ AUV immune serum
S1-RE with rEDIZKALYaX and its three mutants expressed in HEK-293T cells (Figure 9). Anti-FLAG
antibody showed that their expression levels were similar at 24 h post-transfection (Figure 9A). As shown
in Figure 9B, KLH-peptGLZKALIVaX jmmune serum S1-RE has ability to react with rEDIZIKALIVax
expressed in HEK-293T cells. The mean fluorescence intensity (MFI) values of GL peptide-reactive
antibody and anti-FLAG antibody were similar, indicating a high level of rEDIZKALIVax antigenic
reactivity in relation with GL peptide-reactive antibodies. Introduction of amino-acid substitutions
E-T152I, E-1156T, and E-Y158H reduced by at least 70% the antigenic reactivity of rEDIZKALIVax
(Figure 9B). Analysis of mutant rEDIZXALVaX_(1152 T156) revealed thatthe two amino-acid substitutions
E-T1521 and E-1156T decreased recognition of rEDI“®ALIVa_ Given that amino-acid change E-1156T
generates a potential sequon Asn-Asp-Thr into GL region of rEDIZKALVaX (Bigyre S2), the amino-acid
substitution N154Q was introduced in glycosylated mutant rEDIZKALIVax (1152, T156, H158) (Figure 9B).
The loss of the N-glycosylation site showed no effect on immunoreactivity of mutant rEDIZIKALIVax,
Thus, it seems unlikely that the glycan linked to N154 may play a role in the weaker reactivity of GL
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peptide-reactive antibody in relation with rEDIZKAMYaX mytants bearing the mutations E-T1521 and
E-1156T (Figure 9B). Taken together, these results showed that GL peptide-reactive antibody has ability
to recognize the GL region into a reconstituted EDI of ZIKALIVax regardless of the presence of a glycan
linked to N154. The two residues E-152 and E-156 might have a key role in the antigenic reactivity of
GL region in relation with a change in GL structural conformation.
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Figure 9. Recognition of rEDIZIKALIVax i relation with peptGLZIKALIVaX_reactive antibody. HEK-293T
cells were transfected 24 h with plasmids expressing rEDIZKALVaX or jts mutants or mock-transfected
(mock). FACS analysis was performed to detect expression of rEDI in transfected cells. For FACS
analysis, cells were incubated with anti-FLAG antibody (A) or KLH-peptGLMF® jmmune serum
S1-51-RE (KLH-peptGLMR7 serum) (B) as primary antibody and then Alexa 488-conjugated anti-mouse
IgG antibody as secondary antibody. The MFI values of FITC were determined. The error bars represent
standard errors of two independentexperiments. In (A), MFI values generated by the three rEDIZKALIVax
mutants in comparison with rEDIZIKALIVax_ 15y (B), MFI values generated by rEDIZIKALIVax and jts
mutants in comparison with mock. Pairwise comparisons were performed and statistically significant
comparisons are shown as *** p < 1072, ** p< 1071, * p < 0.05. The nonstatistically significant comparisons
are not indicated.

3. Discussion

Recently, we designed the chimeric viral clone ZIKALIVax as a prototype of live-attenuated
ZIKV strain for the development of vaccine candidates against Zika disease [36]. ZIKALIVax is
a nonglycosylated ZIKV with structural protein region from Asian BeH819015 strain and African
MR?766-NIID strain as viral backbone [36]. It is of note that MR766 is a laboratory-adapted viral
strain since the first isolation in Uganda in 1947. The E protein of ZIKALIVax, which relates to
BeH819015 sequence, was modified with the three amino-acid substitutions I1152T, T156], and H158Y,
leading to a lack of N-glycosylation site for GL into the E antigenic domain I. The amino-acid residues
T152, 1156, and Y158 were originally identified in viral strain MR766-NIID. Our in vivo experiments
identified a role for the GL region in the reactivity of anti-ZIKALIVax immune serum in relation
with ZIKV strains of different lineages [36,37]. Viral strain MR766-NIID as well as ZIKALIVax were
highly sensitive to neutralization by the mouse anti-ZIKALIVax immune serum. However, there was
a weaker antibody-mediated neutralization of viral strain BeH819015 by anti-ZIKALIVax immune
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serum, despite the fact that neutralizing antibody epitopes came from BeH819015 [36]. We postulated
that glycan loop residues E-152/156/158 may have an impact on availability of neutralizing antibody
epitopes on ZIKV surface [36].

The aim of our study was to better understand the role of glycan loop region in the antigenic
properties of ZIKALIVax containing the mutations E-I1152T, E-T1561, and E-H158Y in the BeH819015
E protein. For such a purpose, we decided to evaluate the antigenic reactivity of a synthetic 20-mer
peptide GSQHSGMTVNDIGYETDENR representing the GL region of ZIKALIVax in relation with a
mouse anti-ZIKALIVax immune serum. The B-cell epitope prediction model identified the ZIKALIVax
GL peptide as a potential antibody epitope. Peptide-based ELISA revealed that a limited number of
mice inoculated with ZIKALIVax were capable of reacting with the glycan loop peptide. This would
suggest that the glycan loop region is weakly immunogenic in mice challenged with ZIKV.

We noted thata ZIKALIVax GL peptide mutant bearing the amino acid change Tyr to His at position
14 (referred to as residue E-158 in ZIKV) lacks antigenic reactivity in relation with anti-ZIKALIVax
immune serum. It was observed that GL-reactive antibodies raised against Asian-lineage ZIKV were
inefficient to recognize viral strain MR776 bearing a residue Y158 [34]. The H158 protonation in
the GL region might have an effect on the low pH-dependent fusion step at the early stage of virus
replication cycle [32]. This suggests an important role for residue E-158 in the structural arrangement
of ZIKV. It would be, therefore, of great interest to determine whether a ZIKALIVax mutant bearing
amutation Y158H into the GL region has ability to produce higher levels of neutralizing antibodies
against epidemic ZIKV strains of Asian lineage.

To evaluate the ability of ZIKALIVax GL peptide to induce production of GL peptide-reactive
antibodies, the peptide conjugated to protein carrier KLH was administrated to a small group of adult
BALB/c mice by the intradermal route. Only one individual from five immunized mice developed
a significant level of GL peptide-reactive antibodies. The weak immunogenicity of ZIKALIVax GL
peptide correlates with the limited number of individual anti-ZIKALIVax immune sera showing
antibody reactivity with GL peptide. The mouse immune serum raised against ZIKALIVax GL
peptide was capable of reacting with a peptide representing the GL region of viral strain BeH819015.
Thus, immunization with ZIKALIVax GL peptide induces the production of GL peptide-reactive
antibodies against ZIKV strains of African and Asian lineages. The serum specimen obtained from
mouse inoculated with ZIKALIVax GL peptide was assayed with live ZIKV. The GL peptide-reactive
antibodies were unable to neutralize ZIKV or even to recognize the authentic E protein. It cannot
rule out that sensitivity of our assays was not sufficient to evaluate the binding capacity of GL
peptide-reactive antibodies to live ZIKV. In flavivirus E dimers, the hydrophobic fusion-peptide (FP)
loop within the E domain II (EDII) nests into a pocket at the interface between EDI and the E domain
IIT [39]. Structural analysis of ZIKV identified GL as a region adjacent to FP loop that is inaccessible in
the mature virus structure [18,19,31]. During the low-pH-triggered flavivirus fusion process, the E
dimers undergo structural transitions leading to the exposure of the FP loop at the tip of EDII [40].
Although experimental evidence for such a hypothesis is still lacking, we proposed that accessibility of
ZIKV GL region for antibody binding requires that ZIKV virion adopts a conformational transition,
which results in a change in the oligomeric state of E.

The lack of antigenic reactivity of live ZIKV in relation with GL peptide-reactive antibodies
prompted us to determine whether the E-Domain I, which encompasses the GL region, could be
recognized by immune serum of mouse that received ZIKALIVax GL peptide. Consequently,
arecombinantrEDI was generated by joining the three E segments that compose the 132-amino-acid-long
residues of BeH819015 EDI. The introduction of the three amino-acid changes E-I152T, E-T156I,
and E-H156Y in BeH819015 EDI resulted in ZIKALIVax EDI. Based on protein structural information
from the 3D predicted structure of rEDI, the two amino-acid substitutions E-T152I and E-I156T might
have an effect on GL conformation leading to a change in residue E-158 positioning. The serum
specimen obtained from mouse inoculated with ZIKALIVax GL peptide reacts with ZIKALIVax
rEDI expressed in HEK-293T cells. The impact of residues E-152, E-156, and E-158 on the antigenic
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reactivity of ZIKALIVax rEDI was assessed through two mutants bearing the amino-acid changes
E-T152I, E-1156T, and E-Y158H or only E-I152T and E-I156T. We showed that the mutations E-1152T
and E-I156T reduced antigenic reactivity of ZIKALIVax rEDI in relation with GL peptide-reactive
antibodies. In order to better understand the role of glycan linked to N154 in the antigenic reactivity of
GL region, the amino-acid substitution E-N154Q was introduced into ZIKALIVax rEDI-(1152, T156,
H158) mutant. We showed that the weaker antigenic reactivity of ZIKALIVax rEDI mutants bearing
the mutation I156T in relation to GL-reactive peptide antibodies did not relate to glycan linked to N154.

In the present study, we demonstrated that a peptide representing the glycan loop region of
chimeric viral clone ZIKALIVax reacts as a linear B-cell epitope. This is consistent with the previous
reports on the immune reactivity of Zika patient sera with ZIKV GL region [34] and the ability of a
recombinant soluble E protein of Asian-lineage ZIKV strain to induce the production of GL-reactive
antibodies in mice [35]. Our data reveal that the three residues E-152, E-156, and E-158 have major
impact on the antigenic reactivity of ZIKV glycan loop.

4. Conclusions

A major role has been proposed for the E glycan loop region (residues E-151 to E-165) located in
the domain I of the E protein in the neutralizing activity of anti-ZIKV antibodies [31-36]. It has been
recently reported that glycan loop of Asian-genotype ZIKV encompasses a highly conserved linear
epitope, with His residue at position E-158 playing a key role in the antibody binding [34]. Consistent
with this finding, we showed that sera of mice that received live ZIKALIVax, which contains the E
protein of contemporary epidemic strain BeH819015 with the residues E-152/156/158 from African
strain MR766-NIID, are capable of reacting with a synthetic 20-mer peptide representing ZIKALIVax
GL region. Our data demonstrated that polar amino acid at position E-158 greatly influences the
antigenic reactivity of glycan loop region between African- and Asian-lineage ZIKV. The residues
E-152 and E-156 are proposed to be critical for antigenic reactivity of glycan loop region in relation
with the conformational state of E domain I. It is of note that N154-linked glycan has no effect on the
binding of ZIKALIVax GL peptide-reactive antibodies to GL region of Asian-genotype ZIKV.

It has been reported that a GL-related peptide conjugated to viral nanoparticles has ability to
induce antibodies raised against the glycan loop region of Asian-lineage ZIKV [34]. We demonstrated
here that immunization of BALB/c mice with ZIKALIVax GL-peptide conjugated to an immunogenic
protein carrier results in production of GL peptide-reactive antibodies capable of reacting with ZIKV
strains of different lineages. We and others pointed out the major role of glycan loop region in the
antigenic reactivity of ZIKV E protein [31-36]. Taken in consideration with the singularity of ZIKV
glycan loop region among flavivirus E proteins, the 20-mer peptide GSQHSGMTVNDIGYETDENR
representing the ZIKALIVax GL sequence could be of major interest in the design of a peptide-based
ELISA for ZIKV infection serological diagnosis [41]. Such a peptide would be also of great interest to
provide a clearer view on the involvement of glycan loop region into the E-Domain I on the availability
of neutralizing antibody epitopes on ZIKV surface.

5. Materials and Methods

5.1. Cells and Reagents

Vero (clone E6) and HEK-293T cells were cultured at 37 °C under 5% CO, in Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) growth medium supplemented with 5 to 10% of heat-inactivated fetal bovine
serum (Dutscher, Brumath, France) and antibiotics. Mouse anti-flavivirus E mAb 4G2 was purchased
from RD-Biotech (Besangon, Fance). Mouse anti-DDDDK tag (binds to FLAG tag sequence) and
mouse anti-6 X (His) mAbs were purchased from Abcam (Birmingham, UK). Donkey anti-mouse IgG,
HRP conjugate, horseradish peroxidase (HRP) was purchased from ImmunoReagents (Raleigh, USA).
Donkey anti-mouse IgG, Alexa Fluor 488 conjugate, was purchased from Thermo Fisher Scientific
(Les Ulis, France). DAPI was purchased from Euromedex (Souffelweyersheim, France).
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5.2. Synthetic Zika Peptides

A synthetic peptide representing the 20 amino-acid residues GSQHSGMTVNDIGYETDNER of
the envelope glycan loop of chimeric viral clone ZIKALIVax was chemically synthesized by Genecust
(Boynes, France). ZIKALIVax GL peptide mutants and peptcontrol peptide were also produced by
Genecust (Boynes, France). The peptides peptGL were provided free or conjugated to the carrier
protein keyhole limpet hemocyanin (KLH) by Genecust (Boynes, France).

5.3. Mouse Immunization with Peptides

A group of adult BALB/c mice (1 = 5) were inoculated with 20-30 pg of KLH-peptGLZIKALIVax
conjugates in Complete Freund’s adjuvant (Sigma, France) by intradermal administration. Two weeks
after primary immunization, mice were twice boosted with the same antigen in incomplete Freund’s
adjuvant with 2-3 weeks lapsing between immunizations. Mice were bled two weeks after the last
immunization. Mouse immune sera were pooled or tested individually.

The protocols and subsequent experiments in mice were ethically approved by the French
Ministere de I’Enseignement Supérieur, de la Recherche et de l'Innovation with reference
APAFIS#23095-2019111814567346 v3 (1 April 2020). All animal procedures were performed in
accordance with the European Union legislation for the protection of animals used for scientific
purposes (Directive 2010/63/EU). Experiments were conducted following the guidelines of the Office
Laboratory of Animal Care at the Cyclotron and Biomedical Research CYROI platform.

5.4. Peptide-Based ELISA

A 96-well plate was coated with 0.1 mL of peptide diluted in PBS at 4 °C overnight. Plates were
incubated with mouse sera diluted in PBS-Tween supplemented 3% milk at 37 °C. The plates were
washed in PBS-Tween and then incubated in the presence of HRP-conjugated anti-mouse IgG antibody.
After washes in PBS-Tween, plates were incubated with TMB substrate solution (Thermo Fisher
Scientific, les Ulis, France) and absorbance was measured at 450 nm.

5.5. Expression of Recombinant ZIKV EDI Proteins

A mammalian codon-optimized gene coding for a heterologous signal peptide, followed
by the amino-acid residues (1-52), (132-193), and (280-295) that compose the EDI domain
of chimeric viral clone ZIKALIVax and ended by FLAG and 6 X (His) tags in tandem with
glycine-serine spacers, was synthetized by Genecust (Boynes, France) (Figure S2A). The synthetic
EDI gene was cloned into Nhe I and Not I restriction site of the pcDNA3.1-Hygro plasmid to
generate pcDNA3/ZIKV-rEDIZKAUVaX - The different mutants of rEDIZKAMVaX were obtained by
direct mutagenesis on pcDNA3/ZIKV-rEDIZKALVaX ang all plasmids were sequence verified by
Sanger method (GeneCust, Boynes, France). HEK-293T cells were transiently transfected with
pcDNA3/ZIKV-rEDIZKALIVax and mutants using Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific,
les Ulis, France).

5.6. Immunoblot Assay

Cells were lysed with RIPA lysis buffer (Sigma, Lyon, France) containing protease inhibitors.
Equal quantity of proteins was loaded on a 15% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membrane.
After blocking of the membrane in PBS supplemented with FBS and Tween-20, the blot was incubated
with appropriate dilutions of anti-FLAG antibody as the primary antibody and then HRP-conjugated
anti-mouse IgG antibody as secondary antibody. The membrane was exposed on an Amersham imager
600 (GE Healthcare).
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5.7. Immunofluorescence Assay

For IF analysis, cell monolayers grown on coverslips were fixed with 3.2% paraformaldehyde
in PBS and then permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS. Alternatively, cells were fixed using
cold methanol:acetone for 30 min. Cells were incubated with appropriate dilutions of primary mouse
antibody in PBS containing 1% bovine serum albumin and then with Alexa 488-conjugated anti-mouse
IgG antibody as secondary antibody in the same buffer. Nuclei were stained with DAPI. Vectashield
reagent (Cinisciences, Nanterre, France) was used for mounting of the glass coverslips. A Nikon
Eclipse E2000-U microscope was used to visualize the fluorescence. Fluorescent signal capture was
allowed with a Hamamatsu ORCA-ER camera coupled to the imaging software NIS-Element AR
(Nikon, Champigny-sur-Marne, France).

5.8. Flow Cytometry Analysis

For flow cytometry assay, cells were seeded in 24-well plates and then transfected with
pcDNA3/ZIKV-rEDIZRALVAX or mutants. After 18 h of transfection, cells were gently harvested
by trypsinization, fixed with 3.7% FA in PBS, and then permeabilized with 0.15% Triton X-100 in
PBS for 5 min. Samples were incubated with appropriate dilutions of mouse immune serum as
primary antibody and then with Alexa 488-conjugated anti-mouse IgG antibody as secondary antibody.
Cells were analyzed with a Cytoflex flow cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France).

5.9. Statistical Analysis

An unpaired t test was used to compare quantitative data. GraphPad Prism was used for all
statistical analysis.
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|.4. Discussion de I'article 1

La boucle de glycosylation située dans le domaine EDI semble jouer un réle
majeur dans l'antigénicité de la protéine E de ZIKV, en affectant la disponibilité
d’épitopes neutralisants a la surface de la particule virale. Dans cette étude, nos
données révélent que les résidus E-152/156/158 de la protéine E jouent un réle clé

dans la réactivité antigénique de la boucle de glycosylation de ZIKV.

Les résidus E-152 et E-156 semblent essentiels pour la réactivité antigénique
de cette boucle de glycosylation, et ceci en relation avec I'état conformationnel du
domaine EDI de la protéine E. En effet, la prédiction de la structure tri-dimensionnel
de EDI révele que les substitutions d’acides aminés E-T152| et E-I156T pourraient
avoir un effet majeur sur la conformation de la boucle de glycosylation entrainant par
ailleurs un changement de positionnement du résidu E-158. Selon une étude récente
menée par Qu et ses collégues, les anticorps réagissant a la boucle de glycosylation
de la lignée asiatique de ZIKV seraient inefficaces pour reconnaitre la souche virale
MR776 portant un résidu Tyr a la position E-158 (Qu et al. 2020). En accord avec cette
observation, nos résultats démontrent que la substitution d’un résidu Tyr en His a la
position E-158 influence grandement la réactivité antigénique de la boucle de
glycosylation de ZIKV. L'ensemble de ces données suggére un role clé pour le résidu
E-158 dans l'arrangement structurale de la protéine E et la liaison d’anticorps
potentiellement neutralisant a la surface de la particule virale.

De maniére intéressante, nos résultats montrent que le réle des résidus E-
152/156/158 dans la réactivité antigénique de la boucle de glycosylation ne semble
pas corrélé a la présence ou a l'absence d'un N-glycane a la position E-154.
Cependant, la glycosylation des flavivirus constitue un déterminant majeur dans
l'interaction entre le virus et la cellule héte (Hebert et al. 1995, Ruddock & Molinari
2006, S. Kim et al. 2017), en jouant un role clé dans l'infectivité et 'assemblage des
particules virales (Aebi 2013, Lei et al. 2015, Annamalai et al. 2017, Zhang et al. 2017,
Routhu et al. 2019). Le nombre et la position des sites de glycosylation varient entre
les différents flavivirus mais également au sein des différentes souches d'un méme
virus (Mandl et al. 1989, Post et al. 1992, Johnson et al. 1994, Ishak et al. 2001,
Mukhopadhyay et al. 2005, Carbaugh & Lazear 2020). Alors que la protéine E du ZIKV
posséde un unique site de glycosylation a la position E-154, la protéine E de DENV
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posséde deux sites potentiels de glycosylation aux positions E-67 et E-153 (Hacker et
al. 2009). Par conséquent en plus de constituer des déterminants viraux pour
I'antigénicité de la boucle de glycosylation, la substitution des résidus E-152/156/158
conditionne I'état de glycosylation de la protéine E de ZIKV et pourrait donc jouer un
réle majeur dans I'assemblage (Fontes-Garfias et al. 2017), l'infectivité (Mossenta et
al. 2017), le tropisme (Wen et al. 2018), et la pathogénése du virus.

Des modifications conformationnelles de la boucle de glycosylation suite a la
substitution des résidus E-152/156/158 pourraient impacter l'infectivité de ZIKV. De
nombreuses études suggerent que la boucle de glycosylation aurait une influence sur
la conformation de la protéine E, en ayant un impact sur l'accessibilité du domaine
EDII et I'exposition de la boucle de fusion a son extrémité (Goo et al. 2018, Sevvana
et al. 2018, Bos et al. 2019, Carbaugh et al. 2019, Henderson et al. 2020, Qu et al.
2020). L’analyse structurale de ZIKV identifie la boucle de glycosylation de EDI comme
étant une région adjacente a la boucle de fusion de EDII (Kaufmann & Rossmann
2011, Sirohi et al. 2016, Goo et al. 2018). Une étude menée par Bos et ses collégues,
démontre une contribution importante des résidus E-152/156/158 au cours des
premiéres étapes de l'infection par ZIKV dans les cellules humaines (Bos et al. 2019).
Les résidus E-152/156/158 de la souche asiatique BeH819015 seraient associés a
une efficacité accrue de la fusion de la membrane virale au sein des cellules infectées
en relation a des changements conformationnels de la protéine E et une augmentation
de I'exposition de la boucle de fusion (Bos et al. 2019). D’autre part, la protonation du
résidu His en position E-158 pourrait avoir un effet majeur au cours de I'étape de fusion
de la particule virale (Bos et al. 2019). Les résidus histidine conservés a l'interface
des domaines EDI et EDIII ont été décrits comme étant des capteurs de pH dans la
fusion membranaire des flavivirus (Fritz et al. 2008). L’initiation de la fusion dépend de
la protonation de ces résidus histidine permettant les changements conformationnels
de la protéines E conduisant a I'exposition de la boucle de fusion, la fusion des
membranes virales et cellulaires, ainsi que la libération de '’'ARN viral (Stiasny & Heinz
2006, Smit et al. 2011, Stiasny et al. 2011).
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En raison de lI'importance des anticorps dans I'immunité contre les flavivirus et
de I'émergence soudaine de ZIKV au cours des quinze derniéres annees, de
nombreux efforts sont consacrés a la compréhension des déterminants antigéniques
du virus afin de contribuer au développement d’'un vaccin efficace (Heinz & Stiasny
2012, Fernandez & Diamond 2017, Poland et al. 2018). La production d’anticorps
neutralisants ciblant la protéine E joue un rdle clé dans la protection contre l'infection
par ZIKV (Dai et al. 2016, Sapparapu et al. 2016, Zhao et al. 2016). En tant qu’antigéne
le plus important des flavivirus, la protéine E a été choisie comme cible dans de
nombreux développements et stratégies vaccinales. Dans une étude récente, Lebeau
et ses collégues, ont identifié les résidus E-152/156/158 de la protéine E des souches
asiatiques de ZIKV comme présentant un mimétisme moléculaire avec des protéines
liées au syndrome de Guillain-Barré (SGB) et au développement de I'auto-immunité
suite a linfection par ZIKV (Lebeau et al. 2021). L'utilisation de notre peptide
synthétique 1GSQHSGMTVNDIGYETDENR20, qui posséde les résidus E-
152/156/158 de la souche africaine MR766-NIID, pourrait donc étre d'un intérét majeur
pour étudier plus avant I'implication de la boucle de glycosylation du domaine EDI sur
la disponibilité des épitopes d'anticorps neutralisants a la surface du ZIKV et aider a la
conception d’'un futur vaccin siOr, spécifique et efficace. Un tel peptide pourrait
également étre utilisé dans la conception de test ELISA permettant le diagnostic
sérologique de l'infection par ZIKV grace a la détection d’anticorps spécifique de la
boucle de glycosylation de la protéine E (Zhao et al. 2016).

- 142 -



- ARTICLE 2 -

Il. Réle des résidus M-31/41 dans I’'activité pro-apoptotique du virus
Zika

I1.1. Contexte de I’étude

L'induction de la mort cellulaire par apoptose est un effet cytopathique important
dans l'infection par ZIKV (Frumence et al. 2016, Souza et al. 2016, Turpin et al. 2022).
Il est alors intéressant de savoir quels déterminants viraux seraient responsables de
I'apoptose induite dans les cellules infectées par ce virus. La protéine de membrane
prM/M de ZIKV est la seconde protéine majoritaire se trouvant a la surface de la
particule virale. La protéine prM/M a été décrite comme jouant un réle majeur dans de
multiple processus lors de l'infection par les flavivirus (Mukhopadhyay et al. 2005).
Outre son importance dans I'entrée, la morphogenése et la maturation de la particule
virale (Murray et al. 2008, Apte-Sengupta et al. 2014), des études récentes démontrent
que la protéine prM/M semble étre le support de déterminants viraux associés a la
pathogénicité des flavivirus (de Wispelaere et al. 2015, Yuan et al. 2017, Basset et al.
2020). La protéine prM/M est exprimée sous la forme du précurseur protéique prM, qui
est clivée au cours du cycle viral dans un compartiment post-Golgi. Ce clivage méene
a la production de la forme mature de la protéine de membrane M qui est constituée
d'un ectodomaine de 40 acides aminés (M-1/40) suivi d'une région d'ancrage
transmembranaire (Stadler et al. 1997).

Il a réecemment été rapporté que l'expression de la protéine M mature de DENV
pouvait entrainer I'activation de I'inflammasome (Pan et al. 2019), alors que la protéine
M de ZIKV a été décrite comme interagissant avec la membrane plasmique cellulaire
et semblerait agir comme une viroporine facilitant I'entrée du virus dans la cellule héte
(Brown et al. 2019, Brown et al. 2021, Tomar et al. 2022). Historiquement, Catteau et
ses collégues ont démontré que I'expression de I'ectodomaine M de DENV conjuguée
a une protéine rapportrice GFP pouvait déclencher l'apoptose dans des cellules
d'hépatome humain (Catteau, Kalinina, et al. 2003). Une analyse mutationnelle a
permis de restreindre la séquence virale pro-apoptotique a un oligopeptide
représentant les derniers résidus d'acides aminés C-terminaux M-32/40 de
I'ectodomaine M de DENV (Catteau, Kalinina, et al. 2003). L'induction de I'apoptose
était associée a une localisation de l'oligopeptide M-32/40 dans un compartiment post-

Golgi, conduisant a un dysfonctionnement mitochondrial et une activation de la
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caspase 3 effectrice de I'apoptose (Catteau, Roué, et al. 2003). La protéine M mature

semblerait donc jouer un réle majeur dans 'apoptose induite par les flavivirus.

I1.2. Résumé de I’étude

Dans cette étude, nous évaluons la capacité des résidus M-31/41 de ZIKV a
induire l'apoptose dans des cellules d'hépatome et d'adénocarcinome pulmonaire
humain. Pour ce faire, I'oligopeptide 31RVENWIFRNPG41 (ci-aprés nommé ZAMP
pour Zika Apoptosis M Peptide) représentant les résidus M-31/41 de la souche
asiatique BeH819015 de ZIKV, a été couplé a I'extrémité C-terminale d’'une protéine
rapportrice GFP et d'un antigéne associé aux tumeurs. Les constructions résultantes
ont été évaluées pour leur capacité a déclencher I'apoptose dans difféerents types de
cellules tumorales. Nous avons démontré que les protéines recombinantes associées
a l'oligopeptide ZAMP avaient la capacité de déclencher I'apoptose dans les cellules
tumorales humaines par activation des caspases 3 et 7. Nous avons par conséquent
démontré la capacité de ZAMP a conférer une activité pro-apoptotique a un antigene
associé a une tumeur humaine. En outre, nos résultats révelent de maniére
intéressante que les résidus M-33/35/38 semblent jouer un rble essentiel dans l'activité
pro-apoptotique associé a I'oligopeptide ZAMP.

> Les résultats de cette étude seront présentés et discutés plus en détail dans la
section « 11.4. Discussion de l'article 2 », page 160.
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I.3. Article 2: Zika M Oligopeptide ZAMP Confers Cell Death-Promoting
Capability to a Soluble Tumor-Associated Antigen through Caspase-3/7
Activation
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Abstract: Mosquito-borne Zika virus (ZIKV) is an emerging flavivirus of medical concern associated
with neurological disorders. ZIKV utilizes apoptosis as a mechanism of cell killing. The structural
M protein may play a role in flavivirus-induced apoptosis. The death-promoting capability of M
has been restricted to an oligopeptide representing the residues M-32/40. Here, we evaluated the
apoptosis inducing ability of the residues M-31/41 of ZIKV. The ZIKV M oligopeptide was associated
to a soluble form of GFP (sGFP) and the resulting sGFP-M31/41 construct was assessed in Huh7
cells. Expression of sGFP-M31/41 can trigger apoptosis in Huh7 cells through caspase-3/7 activation.
The translocation of sGFP-M31/41 in the endoplasmic reticulum was a prerequisite for apoptosis
induction. The residues M-33/35/38 may play a critical role in the death-promoting activity of
sGFP-M31/41. The effect of ZIKV M oligopeptide defined as ZAMP (for Zika Apoptosis M Peptide) on
expression of a tumor-associated antigen was assayed on megakaryocyte-potentiating factor (MPF).
Expression of MPF-ZAMP construct resulted in caspase-associated apoptosis activation in A549 and
Huh?7 cells. ZIKV has been proposed as an oncolytic virus for cancer therapy. The ability of the
Zika M oligopeptide to confer death-promoting capability to MPF opens up attractive perspectives
for ZAMP as an innovative anticancer agent.

Keywords: arbovirus; Zika virus; M protein; viral oligopeptide; apoptotic cell death; viral
apoptosis inducer; caspase-3/7 activation; tumor cells; tumor-associated antigen; anticancer agent;
anticancer virotherapy

1. Introduction

Zika virus is an emergent mosquito-borne, enveloped RNA virus belonging to the flavivirus
genus of the Flaviviridae family. ZIKV is a neurotropic pathogen that mainly targets the central nervous
system (CNS) [1], leading to several neurological diseases such as congenital neurological disorders
and Guillain—Barré syndrome in adults [2,3]. ZIKV strains are clustered into two major lineages,
the African and Asian genotypes [4], the latter being responsible for the current epidemics with
amillion cases of infection reported, in particular in South America. In addition to its conventional
transmission by infected mosquito bite, human-to-human sexual or maternal-to-fetal transmission has
been confirmed during the recent epidemics.
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Like other flaviviruses such as dengue virus (DENV), yellow fever virus (YFV), and West Nile
virus (WNV), ZIKV contains a single genomic RNA encoding a large polyprotein that is co- and
post-translationally processed into three structural proteins C (capsid protein), prM (the intracellular
precursor of the small membrane M protein), and E (envelope protein) followed by nonstructural
proteins NS1 to NS5. The processing of prM in mature M protein (75 amino-acid residues) by the host
furin/subtilisin protease family occurs in a post-Golgi compartment leading to the release of mature
and infectious virus particles. The mature M protein consists of an ectodomain (hereafter referred to as
ectoM) composed of amino acids M-1/40 followed by a transmembrane-anchoring region including
two transmembrane domains (TMDs). It is of note that dengue M sequences are highly conserved
among the four serotypes unlike other structural proteins.

It has recently been reported that expression of mature DENV M protein leads to inflammasome
activation [5]. Historically, it had been demonstrated that expression of DENV ectoM conjugated to
areporter protein such as GFP can trigger apoptosis in human hepatoma cells [6]. The death-promoting
activity is associated with a localization of DENV ectoM protein in a post-Golgi compartment [6].
Mutational analysis allowed the proapoptotic viral sequence to be restrained to the last C-terminal
amino-acid residues M-32/40 of DENV ectoM which had been named ApoptoM [6]. Although the
mechanism of ApoptoM-mediated cell death still needs to be better understood, apoptosis triggered
by ApoptoM was associated with a mitochondrial dysfunction leading to activation of apoptosis
executioner caspase-3 [7]. In the present study, we wondered whether the residues M-31/41 of
epidemic Brazilian ZIKV strain BeH819015 could trigger apoptosis in human hepatoma and pulmonary
adenocarcinoma cells. For this purpose, the ZIKV M oligopeptide representing the residues M-31/41
of BeH819015 was positioned at the C-terminus of reporter GFP and a tumor-associated antigen.
We showed that recombinant proteins carrying the ZIKV residues M31/41 have the ability to trigger
apoptosis in human cells through caspase-3/7 activation.

2. Results

2.1. Apoptosis-Inducing Ability of a Recombinant GFP Protein Carrying the ZIKV Residues M-31/41

We investigated whether the residues M-31/41 from epidemic ZIKV strain BeH819015 could
trigger apoptosis as previously observed with DENV and YFV (Figure 1A). Consequently, we generated
a soluble recombinant GFP (sGFP) protein in which the ZIKV M oligopeptide was added to its
C-terminus (Figure 1B). The sSGFPAKVM3141 construct was preceded by the ZIKV prM signal peptide
corresponding to the last amino-acid residues of BeH819015 C protein (Figure 1B). A same design
of GFP-based constructs was applied for residues M-31/41 of DENV-2 and YFV to serve as positive
controls. A sGFP construct with only the glycine—serine spacer at the C-terminus was used as a negative
control (Figure 1B).

Given that human hepatoma cells were susceptible to death-promoting activity of DENV and YFV
M ectodomains [6], transfection with plasmids expressing recombinant sGFP was performed in Huh7
cells. FACS analysis showed that GFP expression rate was similar between Huh?7 cells expressing
sGFP with or without M-31/41 sequence, indicating that the different GFP constructs were suitable for
further characterization (Figure S1).

To determine whether expression of sGFP proteins carrying the different M oligopeptides has
an effect on cell membrane integrity, Huh?7 cells were transfected with vector plasmids expressing
either sSGFPZIKVM31/41 | GEpDENV-2M-31/41 ) sGFPYFVM-31/41 (Figure 2). The sGFP construct was used
as a control. Cell membrane integrity was evaluated by measuring lactate dehydogenase (LDH) release
(Figure 2). At 24 h post-transfection, no significant change in LDH activity was observed in transfected
Huh? cells whatever the recombinant GFP constructs tested. At 48 h post-transfection, LDH activity
increased in Huh? cells expressing the sGFP constructs as compared to control (Figure 2). Only the
SGFPYFVM-31/41 construct was slightly more cytotoxic compared to other sGFP constructs. From these
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results, it has been estimated that 24 h was the more appropriate time-point of transfection to assess
the death-promoting capability of sGFP constructs with the flavivirus M oligopeptides in Huh7 cells.
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Figure 1. Schematic representation of the GFP-M oligopeptide constructs. In (A), a schematic
representation of mature prM protein that is structured into a “pr” polypeptide followed by the
residues M-1/41 which compose the M ectodomain and ending in a transmembrane anchoring region
with two transmembrane domains (TMDs). The residues M-1/41 of epidemic Brazilian ZIKV strain
BeH819015, epidemic La Reunion 2018 DENV-2 strain RUJul and YFV 17D vaccine strain are listed.
The last C-terminal residues of flavivirus M ectodomain are underlined. In (B), the GFP constructs
are preceded at the N-terminus by the signal peptide (SP) of ZIKV prM protein followed by a FLAG
epitope. The soluble sGFP-M oligopeptide constructs are ended by a glycine—serine spacer followed
by the residues M-31/41 of ZIKV, DENV-2 or YFV. The sGFP construct is restricted to a glycine—serine
spacer at its C-terminus. The GFPAIKVM-3141 construct is a mutant lacking in prM signal peptide.
The mutGFPAKVM3IAT construct was made by replacing the residues M-E33/W35/R38 with alanine.
The three Ala mutations in mutGFPAKV-M3141 gre ynderlined.

We evaluated whether sGFPZIKVM-31/41 expression had an effect on the metabolism of Huh? cells
by measuring MTT activity at 24 h post-transfection (Figure 3). As expected, both GFPPENV-2M31/41 51
GFPYFV-M31/41 had a significant impact on cell metabolic activity as compared to control sGFP (Figure 3A).
A comparable reduction was observed with sGFPZKVM-3141 jndicating that ZIKV M oligopeptide had
an effect on the metabolic activity of Huh? cells. To determine whether the sSGFPZKVM-341 construct
had the ability to trigger apoptosis in Huh7 cells, caspase activation was assessed by measuring
the enzymatic activity of caspases 3 and 7 which are two key effectors of the apoptosis signaling
pathway (Figure 3B). Using a caspase-3/7 assay kit, we found a 2.5-fold increase in caspase enzymatic
activity in Huh? cells expressing GFPPENV2M31/41 and GFPYFVMSB141 consistent with their ability
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to trigger apoptosis in human hepatoma cells [6]. A comparable caspase-3/7 enzymatic activity was
detected in Huh? cells expressing the sGFPZKVM341 construct (Figure 3B). Like DENV-2 and YFV,
the residues M-31/41 of ZIKV strain BeH819015 had apoptosis-inducing ability in hepatoma cells
through caspase-3/7 activation.

24h 48h

SGFPA H-l

SGFPZIKV.M-31/41

SGFPDENV-2.M-31/41

SGFPYFVM-31/41

L} Ll 1
© o S o
Q N O NS N & N N
LDH activity LDH activity

(signal intensity) (signal intensity)

Figure 2. Effect of sSGFP-M31/41 constructs on cell membrane integrity. Huh7 cells were transfected 24
h (left) or 48 h (right) with plasmids expressing sGFP or sGFP-M31/41 constructs, or mock-transfected
cells (control). LDH activity was measured and cell membrane permeability was expressed as signal
intensity (O.D.). The results are the mean (+SEM) of three (24 h) or six independent experiments (48 h).
Statistical analysis for comparing sGFP-M constructs with sGFP was performed and noted (* p < 0.01);
differences that were not statistically significant are omitted.
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Figure 3. Expression of sGFP-M31/41 constructs affects cell viability. Huh7 cells were transfected 24 h
with plasmids coding for SGFPAKVM31/41 (GEpDENV2M-31/4L, . SGEPYFVM-31/41 1 myock-transfected
(control). The sGFP plasmid construct served as a control. In (A), the level of cell metabolic activity
was measured using MTT assay and expressed as signal intensity (O.D.). The results are the mean
(+SEM) of six independent assays. Statistical analysis for comparing sGFP-M constructs with sGFP was
performed and noted (* p < 0.0001). In (B), Caspase 3/7 enzymatic activity was expressed as the fold
change of caspase enzymatic activity in assay relative to sGFP. The results are the mean (+SEM) of six
independent assays. Statistical analysis for comparing sGFP-M constructs with sGFP was performed
and noted (** p <0.001; * p < 0.01).
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It has been demonstrated that intracellular trafficking of DENV M ectodomain is essential for
apoptosis induction [6]. To evaluate whether the same prerequisite exists for ZIKV M oligopeptide,
the signal sequence for ER-targeting has been removed from the sGFPZIKVM-31/41 construct leading to
a GFPZKVM-3I/41 mytant (Figure 1B). The level of caspase-3/7 enzymatic activity was not significantly
different in Huh?7 cells expressing the GFPZIKVM-3141 mytant or the sGFP construct lacking in residues
M-31/41 (Figure 4). Thus, the triggering of apoptosis in Huh7 cells involves a transport of soluble
GFPZIKVM3V4L iy the secretory pathway.
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Figure 4. Caspase-associated apoptosis activation requires the signal peptide of sGFPZIKVM3141 3 g

involves the residues M-E33/W35/R38. Huh7 cells were transfected 24 h with plasmids expressing
SGFPZIKVM-31/41 (or its mutants lacking a signal peptide (GFPZIKV-M3141) or bearing the Ala residues at
positions M-33/35/38 (mutGFPZIKVM'3l/41). The sGFP plasmid construct served as a control. Caspase 3/7
enzymatic activity was measured using a caspase-3/7 assay kit, and the O.D. values were expressed as
signal intensity. The results are the mean (+SEM) of three independent experiments. Statistical analysis
for comparing sGFP-M constructs with sGFP was performed and noted (* p < 0.0001; n.s.: nonsignificant).

We next assessed the possibility of generating a mutant of sGFPZIKVM3IAL which had lost its
death-promoting activity. It is of note that the residues E-33/35/38 are identical among the M proteins
of ZIKV, DENV-2 and YFV (Figure 1A). Moreover, the residue Tryp at position M-35 is strictly
conserved among flavivirus M sequences suggesting an important role in apoptosis mediated by
flavivirus M ectodomain. By direct mutagenesis, three amino-acid substitutions M-E33A/W35A/R38A
were introduced into a sSGFPAKVM-31/41 construct leading to a mutGFPZIKVM3Y/A1 mytant (Figure 1B).
As shown in Figure 4, there was a comparable increase in caspase-3/7 enzymatic activity in Huh? cells
expressing mutGFPZIKVM3141 and sGFP control. Thus, introduction of Ala residues at three positions
M-33/35/38 dramatically reduced the capacity of SGFPAKVMSIAL 4 trigger apoptosis suggesting
a critical role for M-E33/W35/R38 in the death-promoting activity of the C-terminal amino-acids of
ZIKV M ectodomain.

2.2. ZIKV M Oligopeptide Confers Death-Promoting Capability to MPF

We wondered whether association of ZIKV residues M-31/41 to a human tumor-associated
antigen could trigger caspase-associated apoptosis. Mesothelin (MSLN, 630 amino-acid
residues) is a tumor-associated antigen which is overexpressed in many human cancers [8].
The megakaryocyte-potentiating factor (MPF, 250 amino-acid residues) is a N-terminal cleavage
product from preprotein MSLN [9] (Figure 5). As a human tumor antigen, soluble MPF is released
into the circulation serving as a biomarker for the prognosis of lung cancers. The oligopeptide
RVENWIFRNPG (hereafter referred to as ZAMP for Zika Apoptosis M Peptide) representing the ZIKV
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M-31/41 residues was joined to the C-terminus of MPF (Figure 5). The gene coding for human MPF
ended by a glycine—serine spacer and ZAMP was inserted into pcDNA3 plasmid. The authentic signal
peptide of MPF was used for translocation of MPF-ZAMP into the secretory pathway. A recombinant
MPF protein tagged with a FLAG epitope in place of ZAMP was used as a control (Figure 5). Given that
the death-promoting activity of mutZAMP had been lost due to mutations on residues M-33/35/28
(Figure 4), a MPF-mutZAMP mutant was made by replacing the residues M-E33/W35/R38 of ZAMP
with alanine (Figure 5).

Furin cleavage

signal peptide site
137 250 630
L | l |
[ I Megakaryocyte-potentiating factor (MPF) I Mesothelin (MSLN) ] ]
1I 3I7 250
1| 3|7 250
137 250
L
C“-GGGSGGG-RVANAI FANPG MPF-mutZAMP

Figure 5. Schematic representation of MPF-ZAMP constructs. At the top, the organization of 69-kDa
preprotein mesothelin (MSLN) that is processed into MPF (megakaryocyte-potentiating factor) and
membrane-anchored MSLN by furin protease. The signal peptide of MSLN (residues 1/37) is indicated
as ablue box. At the bottom, the MPF constructs with at the C-terminus, a Gly—Ser spacer followed by
a FLAG epitope or ZIKV M oligopeptide ZAMP. The MPF-mutZAMP construct was made by replacing
the three residues M-E31/W35/538 of ZAMP with alanine.

To validate the expression of our recombinant MPF in human cells, human embryonic kidney
HEK-293T cells were transfected with a plasmid expressing MPF-FLAG protein. FACS analysis
detected a high expression level of MPF-FLAG in HEK-293T cells using anti-FLAG antibody (Figure 6A).
The effects of MPF-ZAMP expression on cell viability were examined by measuring MTT activity. At48h
post-transfection, there was no change in metabolic activity of HEK-293T cells expressing MPF-ZAMP
or MPF-mutZAMP as compared to MPF-FLAG (Figure 6B). Thus, expression of a recombinant MPF
bearing ZAMP or its defective mutant had no effect on the viability of HEK-293T cells. The absence of
sensitivity of HEK-293T cells to ZAMP expression is consistent with a previous report on a lack of
proapoptotic activity of DENV ApoptoM in these cells [6].

Given that MPF is a biomarker of lung cancers [10], pulmonary adenocarcinoma A549 cells were
tested with plasmids expressing MPF-ZAMP proteins. FACS analysis using anti-FLAG antibody
showed that expression of the MPF-FLAG protein was efficientin A549 cells as observed with HEK-293T
cells (Figure S2). The death-promoting activity of MPF-ZAMP in A549 cells was assessed by measuring
the rate of early apoptosis using the Annexin V affinity assay, which detects phosphatidylserine
(PS) translocation to the outer layer of the cell membrane. At 24 h post-transfection, expression of
MPF-ZAMP resulted in a significant increase in the rate of Annexin V-positive A549 cells by at least
14% as compared to control MPF-FLAG (Figure 7A). No Annexin V-positive A549 cells were detected
with MPF-mutZAMP mutant.
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Figure 6. ZAMP associated to MPF has no effect on HEK-293T cells. Cells were transfected 24 h (A)
or 48 h (B) with plasmids expressing MPF-FLAG, MPF-ZAMP, MPE-mutZAMP, or mock-transfected
(control). In (A), FACS analysis was performed on cells expressing MPF-FLAG using anti-FLAG
antibody. The percentage and the mean of fluorescence intensity (MFI) of positive cells are shown.
In (B), the level of metabolic activity was measured using an MTT assay and expressed as signal intensity
(O.D.). The results are the mean (+SEM) of four independent assays. Statistical analysis for comparing
MPF constructs with MPF-FLAG was performed and nonstatistical differences were observed.

We next evaluated whether expression of MPF-ZAMP induces caspase activation in A549 cells.
A GFP plasmid construct was used as a control of caspase activity in transfected cells. At 24 h
post-transfection, a comparable level of caspase-3/7 enzymatic activity was detected in A549 cells
expressing MPF-FLAG or GFP. The level of caspase-3/7 enzymatic activity was significantly higher
in A549 cells expressing MPF-ZAMP compared to MPF-FLAG (Figure 7B). However, there was no
difference in caspase-3/7 activity between MPF-mutZAMP and MPF-FLAG (or GFP) in A549 cells
consistent with the fact that Ala mutant of ZAMP has no ability to trigger apoptosis. We examined
whether the induction of apoptosis in A549 cells expressing MPE-ZAMP was associated with an impact
on cell metabolism activity (Figure 7C). Using a MTT assay, we showed that expression of MPF-ZAMP
but not MPF-FLAG or MPF-mutZAMP significantly reduced the level of metabolic activity in A549
cells. Taken together, these results showed that ZAMP has the ability to confer death-promoting
capability to MPE

We wondered whether MPF-ZAMP could trigger apoptosis in human hepatoma cells such as Huh7
cells. A MTT assay showed that expression of MPF-ZAMP resulted in a dramatic loss of metabolic
activity in Huh?7 cells at 24 h post-transfection. Consequently, the impact of MPF-ZAMP expression
on the level of cell metabolism activity was examined at 18 h post-transfection. At this timepoint
of transfection, the level of metabolic activity was significantly reduced in Huh7 cells expressing
MPF-ZAMP as compared to MPF-FLAG or MPF-mutZAMP (Figure 8A). The effect of MPF-ZAMP
on cellular metabolism coincided with a high level of caspase-3/7 enzymatic activity in Huh7 cells
(Figure 8B). At 24 h post-transfection, a comparable level of caspase-3/7 activation was detected in
Huh? cells expressing MPF-mutZAMP or MPE-FLAG. There was a lack of proapoptotic activity for the
ZAMP mutant bearing the Ala mutations (Figure S3). We can conclude that expression of MPF-ZAMP
induces caspase-associated apoptosis activation in Huh7 cells as it has been observed with A549 cells.
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Figure 7. Expression of MPF-ZAMP triggers apoptosis in A549 cells. A549 cells were transfected
24 h with plasmids expressing MPF-FLAG, MPF-ZAMP, MPE-mutZAMP or GFP or transfectant alone
(vehicle) or mock-transfected (control). In (A), A549 cells were transfected with plasmids expressing
MPF-ZAMP or MPF-mutZAMP. Cells in apoptotic state were quantified by staining with FITC-labeled
Annexin V. The percentage of Annexin V-positive cells was determined by FACS analysis. The results
are the mean (+SEM) of two independent assays. In (B), caspase 3/7 enzymatic activity was measured
using a caspase-3/7 assay kit, and the O.D. values were expressed as signal intensity. The results are the
mean (+SEM) of four independent assays. Statistical analysis for comparing MPF constructs with GFP
was performed and noted (* p < 0.001); any nonstatistically significant comparisons are omitted. In (C),
the level of metabolic activity was measured using an MTT assay and expressed as signal intensity
(O.D.). The results are the mean (+SEM) of three independent assays. Statistical analysis for comparing
MPF constructs with MPF-FLAG was performed and noted (* p < 0.001); differences that were not
statistically significant are omitted.
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Figure 8. Expression of MPF-ZAMP triggers apoptosis in Huh7 cells. Huh7 cells were transfected
with plasmids encoding MPF-FLAG, MPF-ZAMP, MPE-mutZAMP or transfectant alone (vehicle) or
mock-transfected (control). In (A), the level of metabolic activity in Huh7 cells was determined at 18 h
post-transfection using an MTT assay. The results were expressed as a percentage of cell metabolic
activity in each assay relative to that in the vehicle and the results were the mean (+SEM) of four
independent assays. Statistical analysis for comparing MPF constructs with MP-FLAG was performed
and noted (* p < 0.001); any nonstatistically significant comparisons were omitted. In (B), caspase 3/7
enzymatic activity was measured at 18 h post-transfection using a caspase-3/7 assay kit, and the O.D.
values were expressed as signal intensity. The results were the mean (+SEM) of six independent
assays. Statistical analysis for comparing MPF constructs with MPF-FLAG was performed and noted
(* p < 0.0001); any nonstatistically significant comparisons were omitted.

3. Discussion

Flaviviruses expose on their surface the structural proteins E and M, the latter being cleaved from
its glycosylated precursor form prM into immature virus particles during their exocytic transit towards
extracellular compartments [11]. The mature M protein comprises a 40-residue-long ectodomain
followed by a membrane anchoring region composed of two transmembrane domains. Little is still
known about the role of small integral membrane M protein in the biology and pathogenicity of
flaviviruses. A role has been evoked for M in flavivirus assembly [12-15]. Recently, a channel activity
has been designated to ZIKV M protein promoting virus entry into the host-cell [16]. Historically,
we identified a role for the M ectodomain in apoptotic cell death triggered by DENV and YFV [6].
It has been found that proapoptotic activity of the DENV M ectodomain essentially relates to its
last C-terminal amino-acid residues which compose a viral apoptosis inducer named ApoptoM [6].
Expression of ApoptoM results in mitochondrial membrane permeabilization leading to caspase-3
activation [6,17].

ZIKV can trigger apoptotic cell death in vitro as well as in vivo [18-21]. The structural proteins
prM and E have been associated with apoptosis mediated by ZIKV [22]. In the present study,
we demonstrated that the last C-terminal residues M-31/41 of the ZIKV M ectodomain from Brazilian
viral strain BeH819015 have death-promoting activity through caspase-3/7 activation. To our knowledge,
this is the first time that a proapoptotic activity has been assigned to the ZIKV M oligopeptide
RVENWIFRNPG for which the acronym ZAMP (for Zika Apoptosis M Peptide) has been proposed.
We noted that the ZAMP sequence shares at least 60% of its identity with the counterpart from DENV-2
but less than 30% with YFV, despite the fact that the death-promoting activity of the last C-terminal
residues of the M ectodomain is conserved among the three flaviviruses. We identified the residues
M-33/35/38 as playing a key role in the proapoptotic activity of ZAMP. Noteworthy, the residue Tryp
to position M-35 is strictly conserved among flavivirus M proteins. Although it is highly likely that
ZIKV cannot tolerate a change of the three residues M-33/35/38 together, it would be of great interest
to assess the contribution of each the three residues in relation to the death-promoting activity of
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ZIKV. We reported that the amino-acid substitution M-L36F which differentiates wild-type YFV to live
attenuated YFV vaccine strains abolished the capacity of the M ectodomain to trigger apoptosis [6].
The mutation M-L36F has been also involved in a loss of neurovirulence for Japanese encephalitis
virus, a close relative to ZIKV [23]. It will be of great interest to investigate the role of residue M-36 in
the pathogenic properties of ZIKV. Such a study could be beneficial for the further development of live
attenuated strains as Zika vaccine candidates [24].

The apoptosis signaling pathways involved in ZAMP-mediated cell death still remain to be
investigated. Our previous studies on DENV M ectodomain have shown that the triggering of
apoptosis involves the trafficking of viral sequences into the secretory pathway [6]. We showed
that ZAMP-mediated apoptosis requires the translocation of the M oligopeptide into the secretory
pathway. Flavivirus infection causes a consistent increase in the amount of the proapoptotic Bax [25,26].
A dysregulation of MCL-1 expression associated with the inhibition of antiapoptotic BCL-XL protein as
well as caspase 8 activation contribute to apoptosis mediated by flaviviruses [27]. In the ER, Sphingosine
Kinase SPHK2 can generate proapoptotic ceramides through the production of sphingosine 1-phosphate
which acts as an intracellular signaling molecule. Interestingly, SPHK2 has been shown to interact
with DENV proteins leading to apoptotic cell death [28]. How this relates to ZAMP will have to be
addressed in the future.

In the present study, we demonstrated that ZAMP association with MPF which relates
to tumor-associated antigen mesothelin can trigger apoptosis in hepatoma and pulmonary
adenocarcinoma cells. Expression of MPF with ZAMP protein results in PS translocation to the
outer leaflet of the plasma membrane and caspase-3/7 activation leading to a loss of cell metabolic
activity without affecting cell membrane permeability. A lack of apoptosis was observed in HEK-293T
cells expressing ZAMP as it has been already reported with the proapoptotic M sequence of DENV-2 [6].
Transformed HEK-293T cells are defective in terms of p53 protein activation [29] that has been described
to be the central component in the complex network of apoptosis signaling pathways [30]. The fact
that ZAMP induces caspase-3/7 activation in A549 cells having a functional p53 protein [31] as well
as p53-deficient Huh7 cells [32] do not sustain a major role for p53-dependent signaling pathway in
apoptosis mediated by ZAMP. The megakaryocyte-potentiating factor is part of the tumor-associated
antigen (TAA) mesothelin. Over the past several decades, several useful TAAs have been identified and
characterized for their biochemical properties. TAAs represent a group of normal nonmutant molecules
and can be subdivided into four major categories according to expression pattern: (1) cancer-testis
antigens such as MAGE-1 are expressed in a wide range of different cancers including melanoma,
blade cancer and neuroblastoma [33]; (2) Differentiation antigens including tyrosinase TRP-1 are
expressed in differentiation stage-dependent and tissue-specific manners [34,35]; (3) oncofetal antigens
including carcinoembryonic antigen (CEA) are found in embryonic and fetal tissues as well as
certain cancers [36,37]; (4) overexpressed antigens such as mesothelin that are normal proteins whose
expression is upregulated in cancer cells [9].

Recently, ZIKV has gained attention in the oncolytic virotherapy field as a potential oncolytic virus
due to its neurotropism and its efficacy against glioblastoma multiforme and aggressive metastatic forms
of human CNS tumors [38-40]. As aforementioned, the association of ZAMP to MPF was efficient for
the triggering of apoptosis in different types of tumor cells. The ability of ZAMP to confer proapoptotic
capability to TAA could open important perspectives for such a ZIKV M oligopeptide in cancer therapy
strategies through tumor cell death and immune recognition of the TAA by antigen-presenting cells.

4. Materials and Methods

4.1. Cell Lines and Antibodies

Huh? cells (a generous gift from Dr N. Jouvenet, Institut Pasteur, Paris, France), A549 cells
(ATCC, CCL-185) and HEK-293T cells (ATCC, CRL-1573) were cultured in Minimum Essential
Media (MEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) and nonessential
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amino acids. The mouse anti-DDDDK tag mAb (anti-FLAG,g antibody) and goat anti-mouse
immunoglobulin-horseradish peroxidase (HRP) conjugated secondary antibody were purchased from
Abcam (Cambridge, UK).

4.2. Vector Plasmids Expressing GFP and MPF Constructs

A synthetic gene coding for the reporter gene GFP preceded by the last C-terminal amino-acids
of ZIKV C protein (Genbank reference number KU365778) which which compose the prM signal
peptide and followed by a FLAG epitope was synthesized and then inserted into Nhe I and Not I
restriction sites of vector plasmid pcDNA-3.1 by Genecust (Boynes, France). The GFP constructs
ended by a Gly-Ser spacer followed by the residues M-31/41 of DENV-2 strain RUJul (Genbank
reference number MN272404), YE-17D vaccine strain (Genbank reference number X03700), or epidemic
ZIKV strain BeH819015 (Genbank reference number KU365778) were synthesized and then inserted
into Nhe I and Not I restriction sites of pcDNA-3.1 by Genecust (Boynes, France). A synthetic gene
coding for the soluble MPF fragment (residues MSLN-37/250) from MSLN protein (Genbank reference
number NM_001177355.3) preceded by its signal peptide was synthetized and inserted into Nhe I
and Not I restriction sites of pcDNA-3.1 by Genecust (Boynes, France). The MPF constructs ending
in a FLAG epitope or the ZIKV residues M-31/41 were synthetized and inserted into Nhe I and Not
I restriction sites of pcDNA-3.1 by Genecust (Boynes, France). The production of endotoxin-free
plasmids, the quantification of plasmid DNA, and the sequencing of plasmids were performed by
Genecust (Boynes, France). Cells were transfected with GFP or MPF constructs using Lipofectamine
3000 (Thermo Fisher Scientific, Les Ulis, France) according to the manufacturer’s instructions.

4.3. Flow Cytometry Analysis

Huh? cells (1.5 x 105), HEK-293T cells (1 x 10%) or A549 cells (1 x 10°) were fixed with 3.7%
paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffered saline (PBS) for 10 min and then observed for GFP
expression. For the detection of FLAG epitope, cells were stained with anti-FLAG antibody (dilution
1:2000) for 1 h at room temperature. Goat anti-mouse Alexa Fluor 488 IgG antibody was used
as a secondary antibody. For each assay, 10 cells were analyzed by flow cytometry (CytoFLEX,
Beckman Coulter, Brea, CA, USA) using CytExpert software (version 2.1.0.92, Beckman Coulter, Brea,
CA, USA).

4.4. Lactate Dehydrogenase Assay

Huh? cells were seeded in a 12-well culture plate ata density of 1.5 X 10° cells per well. Cell damage
was evaluated on supernatants of transfected-cells measuring lactate dehydogenase (LDH) release using
Cytotox 96 nonradioactive cytotoxicity assay (Promega, Charbonnieres-les-bains, France) according to
manufacturer’s instructions. Absorbance of converted dye was measured at 490 nm with a background
subtraction at 690 nm using a microplate reader Tecan (Tecan Trading AG, Méannedorf, Switzerland).

4.5. MTT Assay

Huh?7 cells (2 x 10%), A549 cells (2 x 10%) or HEK-293T cells (2 x 10*) were cultured in a 96-well
culture plate. Cell monolayers were rinsed with PBS 1x and incubated with culture growth medium
mixed with 5 mg mL~! MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-y1]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) solution
for 1 h at 37 °C. MTT medium was removed and the formazan crystals were solubilized with dimethyl
sulfoxide (DMSO). Absorbance was measured at 570 nm with a background subtraction at 690 nm.

4.6. Caspase 3/7 Enzymatic Activity

Huh?7 (2 x 10%) or A549 (2 x 10%) cells were seeded in a 96-well culture plate. Caspase 3/7 enzymatic
activity in raw cell lysates was measured using a Caspase Glo 3/7 assay kit (Promega) according to the
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manufacturer’s protocol. Caspase activity was quantified by luminescence using a FLUOstar Omega
Microplate Reader (BMG Labtech, Champigny-sur-Marne, France).

4.7. Early Apoptosis Analysis

A549 cells were seeded in a 12-well culture plate at a density of 1 x 10° cells per well. Cells were
fixed with 3.7% PFA in PBS for 10 min and stained with the Ca?*-dependent phosphatidylserine-binding
protein FITC-labelled Annexin V (BioLegend, San Diego, CA, USA). For each assay, 10* stained cells
were were analyzed by flow cytometry (CytoFLEX, Beckman Coulter, Brea, CA, USA) using CytExpert
software (version 2.1.0.92, Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

4.8. Statistical Analysis

Statistical analysis for comparison studies was performed using GraphPad Prism software
(version 9, GraphPad software, San Diego, CA, USA). Values of independent experiments were
analyzed by one-way ANOVA using Dunnett’s multiple comparisons test. Values of p < 0.05 were
considered statistically significant.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/24/9578/s1,
Figure S1: Expression of sGFP constructs in transfected Huh7 cells. Figure S2: Expression of MPF-FLAG construct
in A549 cells; Figure S3: Caspase-3/7 enzymatic activity in A549 cells expressing MPF-mutZAMP mutant.
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Abbreviations

ApoptoM  Dengue M apoptotic oligopeptide
C Capsid protein

CNS Central nervous system

DENV Dengue virus

DENV-2 Dengue virus type 2

DMSO Dimethyl sulfoxide

E Envelope protein

ectoM M ectodomain

ER Endoplasmic reticulum

FBS Fetal bovine serum

GFP Green fluorescent protein

LDH Lactate dehydrogenase

M Membrane protein

MEM Minimum Essential Media

MFI Mean fluorescence intensity

MPF Megakaryocyte-potentiating factor
MSLN Mesothelin

NS Nonstructural protein

PBS Phosphate buffered saline

PFA Paraformaldehyde

prM Intracellular precursor of membrane protein
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PS Phosphatidylserine

sGFP Soluble green fluorescent protein

SP Signal peptide

SPHK2  Sphingosine kinase 2

TAA

Tumor-associated antigen

WNV West Nile virus

YFV

Yellow Fever virus

ZAMP  Zika Apoptosis M Peptide
ZIKV Zika virus
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I1.4. Discussion de ’article 2

Chez les flavivirus, I'apoptose joue un rbéle majeur dans la pathogenése de
l'infection virale (Okamoto et al. 2017, Pan et al. 2021). ZIKV est capable de
déclencher la mort cellulaire apoptotique in vitro et in vivo, en utilisant diverses
stratégies pour activer, ralentir ou inhiber I'apoptose cellulaire (Li et al. 2016, Souza et
al. 2016). Lors de ces processus, les protéines structurales prM et E ont été associées
a l'apoptose médiée par ZIKV (Liu et al. 2018, Pan et al. 2021). Dans cette étude, nous
cherchons a savoir si les résidus M-31/41 de la souche épidémique de ZIKV
BeH819015 seraient capables de déclencher I'apoptose dans les cellules humaines
comme cela avait été précédemment observé par Catteau et ses collegues pour les
flavivirus DENV-2 et YFV (Catteau, Kalinina, et al. 2003).

Nous avons démontré que les résidus M-31/41 de la souche asiatique
BeH819015 de ZIKV ont la capacité d’induire I'apoptose dans les cellules d'hépatome
et d’adénocarcinome pulmonaire humain par activation des caspases 3 et 7. Afin
d’évaluer la contribution des différents résidus d’acides aminés constituant
I'oligopeptide ZAMP dans cette activité pro-apoptotique, nous avons effectué une
analyse de séquence des oligopeptides M-31/41 appartenant aux trois flavivirus ZIKV,
DENV-2 et YFV. Nous avons observé que la séquence de ZAMP partage au moins 60
% de son identité avec son homologue de DENV-2 mais moins de 30 % avec
I'oligopeptide M-31/41 de YFV. Malgré ces différences de séquence nucléotidique,
l'activité pro-apoptotique des oligopeptides M-31/41 des trois flavivirus semble
conservee. Cette observation suggere un réle clé pour les résidus d’acides aminés
que ZIKV, DENV-2 et YFV pourraient avoir en commun dans I'activité pro-apoptotique
de l'oligopeptide M-31/41. Les résidus M-33/35/38 sont hautement conservés chez les
flavivirus et semblent étre identiques au sein des protéines M de ZIKV, DENV-2 et YFV
(Hsieh et al. 2011). En particulier, le résidu tryptophane en position M-35 est
strictement conserveé dans les séquences M des flavivirus, suggérant un réle important
pour cet acide aminé dans l'apoptose médiée par I'ectodomaine M (Hsieh et al. 2011).
Nous avons identifié les résidus M-33/35/38 comme jouant un réle clé dans l'activité
pro-apoptotique de l'oligopeptide ZAMP. L'introduction de résidus Ala aux trois
positions M-33/35/38 a considérablement réduit la capacité de ZAMP a déclencher
I'apoptose, mettant en évidence un réle important de ces résidus dans l'activité pro-
apoptotique associée aux acides aminés C-terminaux de I'ectodomaine M de ZIKV.
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Nos résultats révelent que I'apoptose médiee par ZAMP semble nécessiter la
translocation de I'oligopeptide M-31/41 dans le réticulum endoplasmique (RE) et son
transport dans les voies de sécrétion cellulaire. Les flavivirus utilisent diverses
stratégies pour activer ou inhiber I'apoptose en modifiant I'équilibre existant entre les
facteurs pro- et anti-apoptotiques dans divers compartiments cellulaires. A titre
d’exemple, l'infection par les flavivirus peut induire I'apoptose par une augmentation
de la transcription du facteur pro-apoptotique Bax (del Carmen Parquet et al. 2001)
et/ou une dérégulation des facteurs anti-apoptotiques BCL-2, BCL-XL et MCL-1,
entrainant I'activation des caspases effectrices de I'apoptose (Suzuki et al. 2018). Au
sein du RE, les flavivirus interagissent également avec diverses protéines de I'héte et
exploitent leurs fonctions pour contréler la progression du cycle viral. Il a été démontré
que dans le RE, linteraction entre la sphingosine kinase 2 (SPHK2) et DENV peut
entrainer I'apoptose dans les cellules d’hépatome humain (Morchang et al. 2017).
SPHK2 catalyse la phosphorylation de la sphingosine en sphingosine 1-phosphate, ce
qui entraine la production de céramides pro-apoptotiques. Il serait intéressant
d’explorer, dans de futures études, la relation qui pourrait exister entre les propriétés

pro-apoptotique de SPHK2 et I'apoptose induite par 'oligopeptide ZAMP.

Récemment, ZIKV a suscité une attention particuliere dans le domaine de la
virothérapie oncolytique. En raison de son neurotropisme et de son efficacité contre le
glioblastome multiforme et les formes métastatiques agressives de tumeurs humaines
du systéme nerveux central (Zhu et al. 2017, Kaid et al. 2018, Chen et al. 2019), ZIKV
est considéré comme un virus oncolytique potentiel, pour la thérapie du cancer du
cerveau (Su & Balasubramaniam 2019). Nous nous sommes alors demandé si
I'association de I'oligopeptide ZAMP a un antigene associé aux tumeurs humaines
pourrait déclencher une apoptose dans différents types de cellules tumorales.
L’oligopeptide ZAMP a par conséquent été couplé a l'extrémité C-terminale d'un
antigéne associé aux tumeurs, le facteur de potentialisation des mégacaryocytes
(MPF). Le MPF est un produit de clivage de la mésothéline (MSLN) (Morello et al.
2016), un antigéne associé aux tumeurs qui est surexprimé a la surface de
nombreuses cellules tumorales humaines (Chang & Pastan 1996). Le clivage de cette
protéine précurseur va engendrer la production du MPF, qui sous sa forme soluble est

libéré dans la circulation et sert de biomarqueur pour le pronostic du cancer.
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Nous avons démontré que l'association de ZAMP au MPF peut déclencher
I'apoptose dans les cellules d'hépatome et d'adénocarcinome pulmonaire. Dans les
cellules A549 et Huh7, l'expression de ZAMP couplé au MPF est associée a un
dysfonctionnement mitochondrial conduisant a une activation de I'apoptose médiée
par les caspases 3 et 7. Il est intéressant de noter que I'oligopeptide ZAMP associé au
MPF est capable d’induire I'apoptose d’une part dans les cellules A549 qui posseéde
une protéine p53 fonctionnelle (Lu et al. 2017) et d’autre part dans les cellules Huh7
qui sont déficientes en p53 (Bressac et al. 1990). La protéine P53 est un facteur de
transcription qui joue un réle majeur dans les voies de signalisation de I'apoptose
(Levine & Oren 2009). Il semblerait donc que les voies de signalisation dépendantes
de la protéine p53 ne joue pas un rdle majeur dans l'apoptose médiée par
I'oligopeptide ZAMP.

Les cellules HEK-293T semblent quant a elles résistantes aux effets apoptotiques
meédiés par ZAMP couplé au MPF. En accord avec cette observation, Catteau et ses
collegues, avaient historiquement démontré une absence d’apoptose suite a
I'expression de I'ectodomaine de la protéine M de DENV-2 dans ce méme modéle
cellulaire (Catteau, Kalinina, et al. 2003). En effet les cellules HEK-293T sont des
cellules de rein embryonnaire humain immortalisées par I'expression des génes E1A
et E1B de I'Adénovirus 5. L'oncogéne viral E1B code pour deux protéines, E1B-55K et
E1B-19K un homologue fonctionnel du facteur anti-apoptotique Bcl-2 qui inhibe
'apoptose (Louis et al. 1997, White 2001). Il serait alors intéressant par la suite
d’étudier I'impact que pourrait avoir I'expression de Bcl-2 sur I'apoptose induite par
I'oligopeptide ZAMP.

Pour conclure, la faculté de l'oligopeptide ZAMP a conférer une capacité pro-
apoptotique au MPF, un antigéne associé aux tumeurs humaines, pourrait ouvrir de
nombreuses perspectives pour un tel oligopeptide en tant qu'agent anticancéreux
innovant. L'oligopeptide ZAMP pourrait alors faire I'objet d’'une stratégie de thérapie
du cancer par la mort des cellules tumorales et la reconnaissance immunitaire de

I'antigene associé aux tumeurs par les cellules présentatrices d'antigenes.
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lll. Impact de la mutation M-I36V sur le comportement biologique des
protéines prM/M et E de DENV-2 Cosmopolitan

l1l.1. Contexte de I’étude

Chez les flavivirus, la protéine prM/M a été décrite comme jouant un réle majeur
dans de multiple processus lors de l'infection (Konishi & Mason 1993). Bien que les
mécanismes impliqués ne soient pas tous bien caractérisés, on sait que la protéine
prM/M par son interaction avec la protéine E, assure I'assemblage et la maturation des
particules virales. L'assemblage des flavivirus débutant notamment par I'association
hétérodimérique des protéines prM et E (Konishi & Mason 1993, Lorenz et al. 2002).

Dans la topologie de I'hétérodimére prME de DENV, l'ectodomaine de la
protéine M apparait comme étant adjacent au domaine EDII de la protéine E et semble
jouer un réle majeur dans l'interaction des protéines M et E (Peng & Wu 2014).
L’ectodomaine de la protéine M semble également étre le support de déterminants
viraux associés a la pathogénicité de DENV. En effet, 'ectodomaine M contient une
séquence pro-apoptotique, composée des résidus M-31/41, qui a été identifiée chez
plusieurs flavivirus d’intérét en santé publique dont DENV (Catteau, Kalinina, et al.
2003). Au sein de cet oligopeptide I'acide aminé en position M-36 a été identifié comme
jouant un réle important dans plusieurs aspects du cycle de réplication virale. La
mutation du résidu M-36 affectant I'assemblage et/ou la libération des particules virales
tout en modulant la pathogénicité des flavivirus (Hsieh et al. 2011, de Wispelaere et
al. 2015, Basset et al. 2020).

Dans la région du sud-ouest de I'océan Indien (SOOQI), la dengue est réecemment
devenue un probléme majeur de santé publique avec I'émergence de souches du
sérotype DENV-2 appartenant au génotype Cosmopolitan, ayant causé des épidémies
a Dar-es-Salaam en 2014 (DES-14) et a La Réunion en 2018 (RUN-18). L’analyse
moléculaire des souches épidémiques, DES-14 et RUN-18, a curieusement mis en
évidence une potentielle substitution Val en lle a la position M-36 de la protéine M.
Parmi les souches de DENV-2 connues, le résidu lle est le plus fréquemment observé
en position M-36 tandis que le résidu Val est retrouvé dans moins d’'un quart des
souches virales séquencées. Cette constatation nous a incité a évaluer I'impact d’'une
substitution d'un acide aminé lle en Val a la position M-36 sur le comportement

biologique des protéines prM/M et E de DENV-2 (Annexe 1 et Annexe 2).
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I1l.2. Résumé de I’'étude

Dans la présente étude, nous avons évalué l'impact de la substitution de I'acide
aminé lle en Val a la position M-36 sur les interactions hétérodimériques entre les
glycoprotéines RUN-18 prM/M et E et I'apoptose médiée par le peptide DoAMP (M-
31/41 de DENV-2) de RUN-18 dans les cellules épithéliales humaines A549. En
utilisant les protéines recombinantes prM/M et E de la souche DENV-2 RUN-18, nous
avons démontré que la substitution lle en Val affecte 'expression et la cytotoxicité de
la glycoprotéine E exprimée comme un complexe prME et la capacité de I'oligopeptide
D>AMP a activer la voie apoptotique. Nos données ont mis en évidence un réle
important de la nature du résidu M-36 sur le comportement biologique des protéines
prM/M et E de DENV-2 du génotype Cosmopolitan retrouvées dans la région SOOI.

> Les résultats de cette étude seront présentés et discutés plus en détail dans la
section « Il1.4. Discussion de l'article 3 », page 176.
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Dengue virus M and E proteins belonging to genotype Il
(Cosmopolitan) of serotype 2 are influenced by the nature of M
residue 36
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Abstract

Mosquito-borne dengue disease is caused by the dengue virus serotype-1 to serotype-4. The contemporary dengue outbreaks
in the southwestern Indian ocean coincided with the widespread of dengue virus serotype 2 genotype Il (Cosmopolitan), includ-
ing epidemic viral strains DES-14 and RUN-18 isolated in Dar es Salaam (Tanzania) in 2014 and La Reunion Island (France) in
2018, respectively. Heterodimeric interaction between prM (intracellular precursor of surface structural M protein) and enve-
lope E proteins is required during the initial stage of dengue virus assembly. Amino acid 127 of DES-14 prM protein (equivalent
to M36) has been identified as an infrequent valine whereas RUN-18 has a common isoleucine. In the present study, we exam-
ined the effect of M-136V mutation on the expression of a recombinant RUN-18 E protein co-expressed with prM in human epi-
thelial A549 cells. The M ectodomain of dengue virus serotype 2 embeds a pro-apoptotic peptide referred as D,AMP. The impact
of M-136V mutation on the death-promoting capability of D,AMP was assessed in A549 cells. We showed that valine at position
M36 affects expression of recombinant RUN-18 E protein and potentiates apoptosis-inducing activity of D,AMP. We propose that
the nature of M residue 36 influences the virological characteristics of dengue 2 M and E proteins belonging to genotype Il that
contributes to global dengue burden.

INTRODUCTION

Dengue is a mosquito-borne viral disease of major public health problem worldwide, primarily in tropical and subtropical
regions [1, 2]. Dengue disease is caused by dengue virus (DENV), a mosquito-borne RNA virus belonging to the Flavivirus genus
(Flaviviridae family) which includes other medically-important arthropod-borne viruses such as Japanese encephalitis virus
(JEV), tick-borne encephalitis virus (TBEV), West Nile virus (WNV), yellow fever virus (YFV), and Zika virus (ZIKV). DENV
is categorized into four serotypes DENV-1 to DENV-4. Infection can occur with one or more of the four serotypes. Infection
with one serotype provides lifelong homotypic immunity to that particular serotype but does not confer long-term protection
against infection by other serotypes. DENV infection can result in a wide range of clinical manifestations, from flu-like disease
(dengue fever) to severe illness (severe dengue), a potentially lethal disease [3, 4].

DENV contains a positive-sense single-stranded RNA encoding a single large polyprotein precursor that is co- and post-
translationally processed by host and viral protease into three structural proteins which are the capsid protein (C), the precursor
membrane protein (prM) and the envelope protein (E), followed by seven nonstructural proteins [5]. DENV E glycoprotein
(495 amino-acid residues) is involved in virus attachment to host-cell, in internalization of virus particles, and then in the fusion
between viral and cellular membranes releasing genomic RNA into the cytosol. The ectodomain of DENV E protein is organized
into three structurally envelope domains EDI, EDII, and EDIII [6]. The EDII contains the viral fusion peptide (residues E98-112)
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whereas EDIII may play a key role in virus binding to the host-cell receptor [7, 8]. DENV prM glycoprotein (166 amino-acid
residues) consists of ‘pr’ peptide (residues prM1-91) followed by the surface structural M protein (residues prM92-166) [9]. The
initial step of virus assembly involves heterodimeric interactions between prM and E proteins, prM playing the role of chaperone
for E to prevent a premature fusion of immature virus particles during their transport through the secretory pathway [10, 11].
The heterodimeric interactions between prM and E proteins are important for the proper folding of E [12, 13]. The processing of
prM occurs in the trans-Golgi apparatus by cellular furin/furin-like protease family that cleaves the ‘pr’ peptide from the surface
membrane M protein [14]. In the topology of prM-E heterodimer, the M protein appears to be adjacent to EDII [11, 15]. The
M protein consists of an N-terminal ectodomain (referred hereafter as ectoM) which is formed of a flexible hydrophobic loop
followed by an amphipathic peri-membrane a-helix and ended by a C-terminal transmembrane region [11]. It has been reported
that DENV-2 ectoM conjugated to a reporter protein such as GFP can trigger apoptosis [16]. The apoptosis-inducing activity
of ectoM requires caspase-3 activation and its transport in the secretory pathway is a pre-requisite for initiation of apoptosis
[16, 17]. The death-promoting capability of DENV-2 M protein has been restricted to an oligopeptide representing the C-terminal
amino-acids of M ectodomain [16]. Amino acid 36 of the M protein (equivalent to prM127) has been identified as playing an
important role in several aspects of virus replication cycle [18-20]. Indeed, M36 mutations may have an effect on virus assembly
and/or egress and thus, modulate the pathogenicity of flaviviruses [18, 19].

Dengue outbreaks in the tropics are mostly associated with DENV-2 and increasing geographic distribution of genotype II (or
Cosmopolitan genotype) contributes to the global dengue burden [21]. Genotype II of DENV-2 is circulating in Africa, Asia,
the Middle East, the Pacific Islands and now South America [22]. Over the last decade, southwestern Indian ocean countries
have been facing to the emergence of DENV-2 genotype II [23-25]. In 2018-19, Reunion Island experienced a dengue epidemic
with nearly 25000 cases reported out of a population of 875000 inhabitants [26-28]. DENV-2 strains isolated from dengue
patients in 2018 were sequenced and phylogenetic analysis reported that all DENV-2 clinical isolates belong to the genotype II,
Cosmopolitan 1 (C1-B) lineage, including the prototypical RUJul strain (RUN-18, Genbank accession number MN272404.1)
[23, 24]. In the southwestern Indian ocean region, other epidemic DENV-2 strains of Cosmopolitan lineage were also sequenced.
The dengue outbreak that occurred in Dar es Salaam (Tanzania) in 2014 was associated with DENV-2 genotype II, Cosmopolitan
2 lineage. During the epidemic, the DENV-2 strain D2_K2_RIJ_059/Dar es Salaam 2014 (DES-14, GenBank accession number
MG189962.1) was isolated from a patient with dengue fever [25]. Comparative sequence analysis between the M proteins of
DENV-2 strains RUN-18 and DES-14 identified an infrequent valine at residue 36 of DES-14 whereas RUN-18 has a common
isoleucine. It is suspected that M residue 36 might have an impact on the biological properties of DENV-2 envelope proteins.
In the present study, the effects of Ile-to-Val mutation at position M36 on the expression of the E protein and death-promoting
capability of M peptide were assessed on recombinant viral proteins derived from DENV-2 strain RUN-18.

METHODS
Cell culture, antibodies and reagents

For cell culture, human lung carcinoma epithelial A549 cells (ATCC, CCL-185) were cultured in Dulbeccos Modified Eagle’s
Medium (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS) (Dutscher, Brumath, France), 2 mmol.
L' of L-Glutamine, 1 mmol.L™! of sodium pyruvate, 100 UmL™" of penicillin, 0.1 mg.mL"" of streptomycin and 0.5 pg.mL" of
fungizone (Amphotericin B) (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) at 37°C under 5% CO, atmosphere. The mouse anti-pan
flavivirus envelope E glycoprotein domain II (EDII) monoclonal antibody (mAb) 4G2, purchased from RD Biotech (Besangon,
France), and the mouse anti-DENV envelope E glycoprotein domain III (EDIII) mAb 4E11, a kind gift of Pasteur Institute
(Paris, France), were used for immunodetection of the viral envelope E protein. Mouse anti-6x(His) mAb was purchased from
Abcam (Cambridge, UK), to detect NS1 protein expression. Rabbit anti-calnexin antibody was purchased from Santa-Cruz
Biotechnology (Clinisciences, Nanterre, France) and rabbit anti-p actin antibody from ABclonal (Massachusetts, USA), to detect
the ubiquitously and constitutively expressed Calnexin and f actin proteins respectively. Donkey anti-mouse Alexa Fluor 488
and donkey anti-rabbit Alexa Fluor 594 secondary antibodies were purchased from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Goat
anti-mouse and goat anti-rabbit immunoglobulin-horseradish peroxidase (HRP) conjugated antibodies were purchased from
Abcam (Cambridge, UK). Blue-fluorescent DNA stain 4’6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) was purchased from Euromedex
(Souffelweyersheim, France). Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher Scientific, Les Ulis, France) was used for transfection, according
to the manufacturer’s instructions.

Vector plasmids expressing recombinant dengue proteins

A mammalian codon-optimized synthetic gene coding for the RUN-18 prM protein followed by the E protein (Genbank acces-
sion number MN272404.1) and preceded by the RUN-18 prM signal peptide was chemically synthesized and then inserted into
Nhe I and Not I restriction sites of vector plasmid pcDNA-3.1 by Genecust (Boynes, France). Site-directed mutagenesis was
performed on resulting plasmid pcDNA3/RUN-18 prME to generate mutants bearing M-(E33A, W35A, R38A), M-(I36A) or
M-(I36V) mutation by Genecust (Boynes, France). A mammalian codon-optimized synthetic gene coding for the reporter gene
GEFP followed by the RUN-18 ectoM (ectoM""', RUN-18 residues M1/41) or D,AMP*"""* sequence (RUN-18 M31/41 residues)
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(Genbank accession number MN272404.1) and preceded by the RUN-18 prM signal peptide was inserted into Nhe I and Not
I restriction sites of vector plasmid pcDNA-3.1 by Genecust (Boynes, France). A short Gly-Ser spacer was inserted between
sGFP and RUN-18 M sequences. Site-directed mutagenesis was performed on resulting plasmids pcDNA3/sGFP- ectoM®/N-1¢
and pcDNA3/sGFP-D,AMP*""N' to generate mutants bearing M-(E33A, W35A, R38A), M-(I36A) or M-(I36V) mutation by
Genecust (Boynes, France). The production of endotoxin-free plasmids, their quantification, and the sequencing were performed
by Genecust (Boynes, France). A549 cells were transiently transfected with plasmids using Lipofectamine 3000 (Thermo Fisher
Scientific, Les Ulis, France) according to the manufacturer’s instructions.

Western blot assay

Cells were seeded in 24-well plates at a density of 1.5x10°cells per well, then transfected with vector plasmid constructs. After
18h of transfection, cell lysates were performed in radioimmunoprecipitation assay (RIPA) lysis buffer (Sigma-Aldrich Humeau,
La Chapelle-Sur-Erdre, France) at 4°C for 10 min. Lysates were centrifuged at 12000 g for 20 min, at 4 °C. Proteins from total cell
extracts were quantified using bicinchoninic acid (BCA) reagent according to manufactured instructions (Sigma-Aldrich Humeau,
La Chapelle-Sur-Erdre, France). Protein extracts were treated with Laemmli sample buffer, either under reducing (heated at 95°C
for 5min, in presence of dithiothreitol [DTT]) or nonreducing conditions (no heat, no DTT). Proteins were separated by in-house
12% SDS-PAGE gel and transferred onto nitrocellulose NC Protan membrane with 0.45 uM pores (Amersham, GE, Buc, France).
The membranes were blocked for 20 min with 5% non-fat dry milk in PBS-Tween and incubated with anti-4G2, anti-6x(His) or
anti-P actin antibodies (dilution 1:2000) for 1h at room temperature. Anti-mouse or anti-rabbit IgG HRP-conjugated secondary
antibodies were used at 1:10 000 dilution. Membranes were incubated with enhanced chemiluminescence (ECL) prime detection
reagents (GE, Buc, France) and exposed using Amersham imager 680 (GE, Buc, Healthcare).

Flow cytometry analysis

Cells were seeded in 24-well plates at a density of 1.5x10°cells per well, then transfected with vector plasmid constructs. For
detection of GFP expression, cells were gently harvested by trypsinization, fixed with 3.7% paraformaldehyde (PFA) in phosphate-
buffered saline (PBS) for 10 min and then observed for the green fluorescent protein. For detection of the E protein, cells were
permeabilized with 0.15% Triton X-100 in PBS for 5min, then blocked with 2% bovine serum albumin (BSA) in PBS, and
labelled with anti-4G2 or anti-4E11 antibodies (dilution 1:2000) for 1h at room temperature. For the detection of NS1 protein,
permeabilized cells were labelled with anti-6x(His) antibody (dilution 1:2000). Goat anti-mouse Alexa Fluor 488 IgG antibody was
used as a secondary antibody (1:2000) for 30 min. For each assay, 10*cells were analysed by flow cytometry using a CytoFLEX flow
cytometer (Beckman, Coulter, Brea, CA, USA) using CytExpert software (version 2.1.0.92, Beckman Coulter, Villepinte, France).

RT-qPCR assays

Cells were seeded in 24-well plates at a density of 1.5x10° cells per well, then transfected with vector plasmid constructs. Quan-
tification of prM and E RNA was performed by RT-qPCR. After 18 h of transfection, total cellular RNA was extracted from cells
with RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s reccommendations. Total cDNA was obtained by
reverse transcription using random hexamers pd(N)6 and M-MLV reverse transcriptase (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
at 42°C for 50 min. cDNA were amplified using 0.2 uM of each primer (prM: forward primer 5-CAACAGYGATGGCGTTC-
3’, reverse primer 5-TCCARTCCCATTCCCAC-3'; E: forward primer 5'-GTTACACCCCACTCTGGC-3', reverse primer
5-GAAGTCCAGGCCAGTCCG-3'), 2X Absolute Blue gPCR SYBR Green Low ROX Master Mix (ThermoFisher, Waltham, MA,
USA) on a CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, Life Science, Hercules, CA, USA). The CFX96 software (Bio-Rad)
was used to evaluate the threshold cycle (Ct) for each well in the exponential phase of amplification. Results were normalized to
the housekeeping gene GAPDH in each condition.

Immunofluorescence confocal assay

Cells were seeded in 24-well plates at a density of 1.5x10° cells per well, grown as a monolayer on a glass coverslip and were then
transfected with vector plasmid constructs. After 18h of transfection, cells were fixed on coverslip with 3.7% PFA in PBS for
15min. Cells were permeabilized with 0.15% Triton X-100 in PBS for 15min, blocked with 2% BSA in PBS, and then labelled
with anti-4G2 and anti-calnexin antibodies (dilution 1:1000) for 1h at room temperature. Donkey anti-mouse Alexa Fluor 488
and donkey anti-rabbit Alexa Fluor 594 were used as secondary antibodies (1:2000) for 30 min, and the nuclei were stained with
DAPI. Then 50% glycerol in PBS was used as mounting media. Capture of the fluorescent signal was allowed with a Nikon Eclipse
TI2-S-HU (confocal microscopy) coupled to the imaging software NIS-Element AR (Nikon, Champigny-sur-Marne, France).
Line scan profiles were produced using Image] software.

LDH assay

Cells were seeded in a 96-well culture plate at a density of 2.5x10*cells per well. Cytotoxicity was evaluated by quantification of
lactate dehydrogenase (LDH) release in culture supernatant of transfected cells using CytoTox96 nonradioactive cytotoxicity assay
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(Promega, Charbonnieres-les-Bains, France) according to the manufacturer’s instructions. The absorbance of converted dye was
measured at 490 nm with background subtraction at 690 nm using a microplate reader Tecan (Tecan Trading AG, Mannedorf,
Switzerland).

MTT assay

Cells were seeded in a 96-well culture plate at a density of 2.5x10%cells per well. Cell monolayers were rinsed with PBS and
incubated with supplemented DMEM culture growth medium mixed with 5 mg.mL™ MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) solution for 1 h at 37 °C. MTT medium was removed, and the formazan crystals were solubilized
with dimethyl sulfoxide (DMSO). Absorbance was measured at 570 nm with background subtraction at 690 nm, using a microplate
reader Tecan (Tecan Trading AG, Minnedorf, Switzerland).

Caspase 3/7 enzymatic activity

Cells were seeded in a 96-well culture plate at a density of 2.5x10*cells per well. Caspase 3/7 enzymatic activity in raw cell lysates
was measured using a Caspase Glo 3/7 assay kit (Promega) according to the manufacturer’s recommendations. Caspase activity
was quantified by luminescence using a FLUOstar Omega Microplate Reader (BMG Labtech, Champigny-sur-Marne, France).

Statistical analysis

Our results were statistically analysed using the GraphPad Prism software (version 9, GraphPad software, San Diego, CA, USA).
One-way ANOVA tests were performed to compare quantitative data between the different experimental conditions, with Dunnett
or Tukey correction for multiple comparisons. Values of P<0.05 were considered statistically significant for ANOVA test. The
degrees of significance are indicated in the figure, ****P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 or 7.s.: not significant. All values
were expressed as mean + SEM of at least three independent experiments.

RESULTS
Characterization of recombinant RUN-18 E protein co-expressed with prM

As proper folding of DENV-2 E protein involves the chaperone activity of prM [10, 11], recombinant RUN-18 E protein
was co-expressed with prM as a polyprotein precursor which is then processed by cellular signal peptidase [14]. A synthetic
gene encoding RUN-18 prM and E proteins with optimized codons for expression in human cells was inserted into the
vector plasmid pcDNA3. In the resulting plasmid pcDNA3/RUN-18 prME, the sequence coding for prM followed by E was
preceded by the authentic RUN-18 prM signal sequence. In our experiments, human epithelial A549 cell line was chosen
for its high permissiveness to DENV replication, making it a suitable model for analysing the expression of recombinant
prM and E proteins in human cells.

Expression of recombinant RUN-18 E protein was assessed in A549 cells transfected with pcDNA3/RUN-18 prME for 18 h.
A plasmid pcDNA3/RUN-18 NS1 encoding recombinant soluble NS1 protein from RUN-18 was used as a plasmid control
since protein expression results in a weak effect on cell viability [29]. Expression of recombinant RUN-18 NS1 in A549 cells
transfected with pcDNA3/RUN-18 NS1 was verified by FACS analysis and immunoblot assay (Fig.S1, available in the online
version of this article). The antigenic reactivity of recombinant E protein was assessed by FACS analysis using anti-DENV
E monoclonal antibodies (mAbs) 4G2 and 4E11 that bind to epitopes into DENV-2 EDII and EDIII, respectively (Fig. la).
Immunoblot assay using mAb 4G2 allowed the detection of recombinant E protein expressed in A549 cells (Fig. 1b). The
cytotoxicity of recombinant RUN-18 prM-E heterodimer was evaluated by quantifying lactate dehydrogenase (LDH) or MTT
activity in A549 cells transfected with pcDNA3/RUN-18 prME for 18 h (Fig. 1c). Plasmid pcDNA3/RUN-18 NS1 was used
as a control. Comparable levels of LDH or MTT activity were found in A549 cells expressing recombinant RUN-18 prM and
E proteins or RUN-18 NS1 protein. Thus, pcDNA3/RUN-18 prME plasmid is suitable for the production of a recombinant
DENV-2 E protein belonging to southwestern Indian ocean genotype IL.

Effect of M-136V mutations on RUN-18 E protein co-expressed with prM

To assess the effect of M-136V mutation (equivalent to prM-I1127V mutation), site-directed mutagenesis was performed on
plasmid pcDNA3/RUN-18 prME to generate a mutant plasmid bearing a valine at position M36. A plasmid mutant with an
alanine at position M36 was used as control. Amino acids 33, 35, and 38 of M protein are highly conserved among flaviviruses,
with tryptophan at position M35 being invariable [20]. It has been reported that glutamic acid at position M33 is involved in prM
interaction with EDII in the prME heterodimer [30]. Consequently, we generated a pcDNA3/RUN-18 prME mutant bearing the
three mutations E33A, W35A, and R38A as a control.

A549 cells were transfected for 18 h with pcDNA3/RUN-18 prM-E or each of the three plasmid mutants. RT-qPCR analysis on total
RNA extracted from transfected cells verified that the different plasmids produced similar amounts of mRNA transcripts coding for
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Fig. 1. Expression of recombinant RUN-18 E protein. Ab49 cells were transfected for 18 h with plasmid pcDNA3/RUN-18 prME expressing recombinant
RUN-18 prM and E proteins or mock-transfected (control). A plasmid expressing recombinant DENV-2 RUN-18 NS1 protein served as a control. In
(a), intracellular DENV-2 E protein was labelled using anti-E mAbs 4G2 and 4E11. The mean fluorescence intensity (MFI) of FITC signal in cells was
examined by FACS analysis. The results are the mean (+ SEM) of three independent assays in duplicate. Statistical analysis for E was performed and
noted (****P<0.0001). In (b), immunoblot assays on RIPA cell lysates were performed for the detection of the E protein using anti-E mAb 4G2. Data
are representative of three independent experiments. f-Actin served as a housekeeping protein. In (c), LDH activity (left) and MTT (right) activity were
measured and 0.D. values were expressed as signal intensity. The results are the mean (+ SEM) of three independent assays with replicates. Statistical
analysis for comparing control, E and NS1 was performed and noted (**P<0.01; *P<0.05; n.s: not significant).

prM and E proteins (Fig.S2). FACS analysis was first performed on recombinant RUN-18 E protein co-expressed with prM in A549
cells using anti-E mAbs 4G2 and 4E11 (Fig. 2). There was a weak recognition of RUN-18 E protein co-expressed with prM bearing
the M-(E33A, W35A, R38A) mutations compared with wild-type RUN-18 prM and E proteins. This suggests a role for M protein in
the expression of RUN-18 E protein co-expressed with prM in A549 cells. As it has been observed with the M-(E33A, W35A, R38A)
mutant, M-136V mutation greatly affected the antigenic reactivity of E protein (Fig. 2). In contrast, the mutation M-I36A has no effect
on the recognition of recombinant RUN-18 E protein by mAbs 4G2 and 4E11 (Fig. 2). Thus, the nature of amino acid 36 of M protein
(equivalent to prM127 residue) influences the expression of RUN-18 E protein.

We next examined the impact of M residue 36 on the subcellular distribution of RUN-18 E protein. Consequently, confocal immu-
nofluorescence (IF) microscopy using anti-E mAb 4G2 was assessed on A549 cells producing recombinant RUN-18 E protein
co-expressed with prM (Fig. 3). As one major function of the endoplasmic reticulum (ER) is to serve as a site for synthesis of
secreted and membrane proteins, transit of the E protein through the ER compartment was checked using ER-resident calnexin
(CNX) antibody. Analysis of the ER also helps to determine proteins that successfully go through the secretory pathway. Dotted E
protein-related foci which do not co-colocalize in the cytoplasm with CNX were detected in A549 cells suggesting a trafficking of
RUN-18 E protein through the secretory pathway, with no accumulation in the ER (Fig. 3). The co-expression of E with prM mutant
bearing the Ala mutations at positions M33/35/38 resulted in accumulation of E protein in the ER compartment as visualized by
colocalization with CNX (Fig. 3). This accumulation is correlated with a strong decrease in dotted E protein-related foci suggesting
a retention of the E protein. This ER retention seems to be associated with changes in the ER morphology, highlighted by bigger
tubular and sheet-like cisternae structures. Whereas the mutation M-I36A has no obvious effect on the subcellular localization of E
protein as compared with W'T, the mutation M-136V was associated with phenotypes similar to those observed with Ala mutations
at positions M33/35/38 (Fig. 3). Thus, substitution of M-36I residue by a valine but not alanine may drive important changes in the
processing of RUN-18 E protein co-expressed with prM in A549 cells as suggested by changes in the subcellular localization and
progression through the secretory pathway.
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Fig. 2. Effects of ectoM mutations on the expression of recombinant RUN-18 E protein. A549 cells were transfected for 18 h with plasmid pcDNA3/
RUN-18 prME expressing recombinant DENV-2 RUN-18 prM and E proteins (WT), plasmid pcDNA3/RUN-18 prME mutants bearing M-I36A, M-I36V,
and M-(E33A, W35A, R38A) mutations. FACS analysis was performed on RUN-18 E protein using anti-DENV E mAb 4G2 (left) and 4E11 (right). MFI of
intracellular E protein was determined by FACS analysis and the results are the mean (+ SEM) of three independent assays in duplicate. Statistical
analysis for comparing WT and the mutants was performed and noted (****P<0.0001; n.s.. not significant).

Expression of recombinant RUN-18 prM and E proteins was associated with a significant loss of cell viability at 30 h post-transfection
(Fig. 4). Measuring LDH and MTT activity, we observed that M-136V mutation and a lesser extent the M-(E33A, W35A, R38A) muta-
tions but not M-I36A mutation prevented cytotoxic effects induced by prM and E proteins (Fig. 4a). Through the analysis of enzymatic
activity of caspases-3/7, we showed that expression of recombinant RUN-18 prM and E proteins can trigger apoptosis in A549 cells
at 30h post-transfection (Fig. 4b). Consistent with the above results, the M-I36V mutation but not M-I36A mutation prevented
apoptosis induced by prM and E proteins. Altogether, these results showed that M-I36V mutation alters expression of RUN-18 E
protein co-expressed with prM leading to a change in protein subcellular localization associated with an absence of cytopathic effects
in A549 cells. The lack of effect of the M-136A mutation highlights that the nature of amino acid 36 of M protein might have a major
impact on the expression and changes in the subcellular distribution of the E protein.

The M residue 36 influences the death-promoting capability of D,AMP peptide

RUN-18 and DES-14 ectoM sequences differ by a single amino-acid change at position M36 (Fig. 5a). The cluster of amino acids
31 to 41 of RUN-18 M protein (referred hereafter as D,AMP*"""** for Dengue 2 Apoptotic M Peptide of RUN-18) has been identi-
fied as a pro-apoptotic peptide (Fig. 5a) [31]. The distribution of D,AMP in the secretory pathway was a prerequisite for apoptosis
induction [16]. To evaluate the impact of valine at position M36 on the death-promoting capability of D,AMP (Fig. 5a), we dispose
of plasmid pcDNA3/sGFP-D,AMP"N"® expressing D,AMP*"N"® peptide positioned to the C-terminus of soluble GFP (sGFP) which
is preceded by the RUN-18 prM signal peptide [31]. By directed mutagenesis, the M-I36V mutation was introduced into pcDNA3/
SGFP-D,AMP "8 to generate pcDNA3/sGFP-D,AMPP**, As controls, alanine was introduced at positions M33, M35, and M38, or
M36 of D,AMP*"™"* (Fig. 5a). To estimate the impact of mutations on RUN-18 ectoM conformation, a three-dimensional structure
of RUN-18 ectoM was performed by modelling on AlphaFold2 (Fig. 5b) and PDB (Fig. S3) prediction servers. The protein structure
predictions suggest that ectoM was unchanged between RUN-18 and DES-14. Also, Ala mutations on positions M33, M35, M36, and
M38 would have no effects on amphipathic peri-membrane a-helix of DENV-2 ectoM.

As for the prM-E complexes, sGFP-D,AMP*"™"¥ and sGFP-D,AMP"** were expressed in A549 cells and then examined for their
transit through the ER compartment. The 41 amino acid residues of ectoM fused to the C-terminus of sGFP leading to sGFP-
ectoM"""* and sGFP-ectoM™*** fusion proteins were used as controls, as well as sSGFP lacking D, AMP*"""*%, Confocal IF microscopy
was performed on A549 cells at 18 h post-transfection (Fig. 6). A partial co-localization of sGFP with CNX was observed confirming
that soluble reporter protein was correctly processed through the ER compartment. In A549 cells transfected with plasmid expressing
SGFP-D,AMP""""%, large dots of GFP-containing structures co-localize with CNX and the ER displays a coarse reticular network at
the cell periphery such as crown-like structures (CLS) (Fig. 6). The formation of these CLS might be due to D,AMP*""*-induced
aggregations into the ER compartment leading to morphology changes. Expression of ectoM*"~*® resulted in similar CLS but localiza-
tion seems a bit different with much less colocalization areas. Only D, AMP*"""*% altered the ER organization, with accumulation of a
dense structure at the cell periphery (Fig. 6). The substitution of Ala at position M36 of sGFP-D,AMP*"** resulted in a formation of a
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Fig. 3. Effects of ectoM mutations on the subcellular distribution of recombinant RUN-18 E protein. A549 cells were transfected for 18 h with plasmid
pcDNA3/RUN-18 prME expressing recombinant DENV-2 RUN-18 prM and E proteins (WT), plasmid pcDNA3/RUN-18 prME mutants bearing M-I136A,
M-I136V, and M-(E33A, W35A, R38A) mutations or mock-transfected (mock). For confocal microscopy analysis, cells were fixed, permeabilized and then
immunolabelled using anti-E mAb 4G2 and anti-calnexin (CNX) antibody. Cells were visualized for E (green) and CNX (red), and analysed for line-scan
profiles of fluorescence intensity. Merged pictures are shown in the right panels with a white line illustrating the location of the line-scan profiles. Scale
bar, 5um. Data are representative of three independent experiments.
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Fig. 4. Effects of ectoM mutations on cytotoxicity of recombinant RUN-18 E protein. A549 cells were transfected for 30 h with plasmid pcDNA3/RUN-18
prME expressing recombinant DENV-2 RUN-18 prM and E proteins (WT), plasmid pcDNA3/RUN-18 prME mutants bearing M-136A, M-136V, and M-(E33A,
W35A, R38A) mutations or mock-transfected (control). In (a), LDH activity was measured and cell membrane permeability was expressed as a fold
change relative to control. The level of cell metabolic activity was measured using MTT assay and expressed as a percentage relative to control. The
results are the mean (+ SEM) of three independent assays in four replicates. Statistical analysis for comparing control with WT and the three M mutants
was performed and noted (***P<0.0001, ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05; n.s.: not significant). In (b), caspase-3/7 enzymatic activity was measured and
0.D. values were expressed as signal intensity. The results are the mean (+ SEM) of three independent assays in four replicates. Statistical analysis for
comparing control with WT and the three M mutants was performed and noted (****P<0.0001; *P<0.05; n.s.: not significant)

-171 -




- ARTICLE 3 -

Decotter et al., Journal of General Virology 2023;104:001872

(a)
D;AMPRUN-1E
1SVALVPHVGMGLETRTETWMSSEGAWKHAQRIETWILRHPG*! RUN-18 (361)
A—-A——-A——— mutant (33A, 35A, 38A)
A----- mutant (36A)
RIETWVLRHPG DES-14 (36V)
DAMPUES1S
(b)

RUN-18 (361) S $
Y

Three-dimensional structure superposition

]
DES-14 (36V) §l )
s
-
‘ - o
L i O /
mutant (36A) {“l
|
} Nl .
| /
mutant (33A, 35A, 38A) ﬂ,{ o )

Fig. 5. Impact of ectoM mutations on DENV-2 M structure. In (a), the alignment of ectoM®N'® and ectoM®*'* sequences and ectoM mutants bearing
the mutations at positions M-33, M-35, M-36 and M-38. The D,AMP peptide sequences are indicated in bold. In (b), 3D structures prediction of RUN-
18 M protein, DES-14 M protein, and mutants were obtained from protein database bank (GenBank reference number MN272404.1) and rendered
using AlphaFold2 protein prediction server (https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb). In left, the
M proteins are depicted as follows: the N-terminal region is red, the a-helix is green and the two TMDs are blue. Predicted aligned error are indicated. In
right, protein structures of the four ectoM constructs were aligned and overlapped using ChimeraX software. All pictures were drawn using ChimeraX
software.

thinner structure around the nucleus without marked alterations of ER morphology (Fig. 6). These phenotypes were also observed with
SGFP-ectoM"N"* mutant bearing an alanine at position M36 (Fig. 6). Finally, expression of sGFP-D,AMP"*"* and sGFP-ectoM 4
gave similar results as those observed with mutant Ala at position M36, sGFP-D,AMP " giving leading to a more pronounced
transit through the secretory pathway as visualized with the high number of green dots (Fig. 6). Thus, D,AMP"*"* would have a
greater propensity to migrate through the secretory pathway as compared with D,AMPRN1%,

We assessed whether D,AMPP** and D,AMP*"N"® can differ by their capacity to trigger apoptosis. Consequently, A549 cells were
transfected with plasmids expressing sGFP conjugated with D,AMPP*"* and D,AMP*X** (Fig. 7). D,AMP*"""¥ mutants bearing
alanine on positions M36 and M33/35/38 served as controls (Fig. 5a). Caspase-3/7 activity was detected in A549 cells expressing
SGFP-D,AMP""N''® (Fig. 7a), associated with a moderate loss of cell viability (Fig. 7b). The presence of alanine at positions M33/35/38
greatly affected the death-promoting capability of D,AMP*""* (Fig. 7). This is consistent with the role of M33/35/38 residues on
apoptosis-inducing activity of ZAMP, the ZIKV peptide counterpart of D,AMP [31]. We observed that sGFP-D,AMP* ' exhibited a
greater propensity to trigger apoptosis in A549 cells compared with D, AMP*"* (Fig. 7a). Expression of sGFP-D,AMP"* " resulted
in a decrease in cell metabolic activity reaching upto 40% at 30 h post-transfection (Fig. 7b). The results highlight the influence of M
residue 36 on the death-promoting capability of D,AMP. Apoptosis-inducing activity of D,AMP may depend on the nature of amino
acid 36 of the M protein which seems to be important for the transit of the protein through the secretory pathway.

CONCLUSION

The amino acid 36 of M protein has been proposed to play a major role in the flavivirus replication cycle in mammalian cells [18, 19, 32].
The M residue 36 was essentially identified as an uncharged amino acid with isoleucine (DENV-2, DENV-4, JEV, and WNV), alanine
(DENV-1 and DENV-3), leucine (YFV) or valine (TBEV) [20], emphasizing that aliphatic hydrophobic properties of amino-acid
residue in position 36 were essential for flavivirus M protein. Comparative analysis of DENV-2 M ectoM sequences highlights that
position M36 was much less conserved than other ones (Table S1). With an observed amino acid frequency close to 77%, Ile is the
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Fig. 7. Impact of M mutations on the cytotoxicity of D,AMP. A549 cells were transfected for 30h with plasmids expressing sGFP (control) or sGFP-
D,AMPRN-18 (RUN-18 (361)), SGFP-D,AMP "* (DES-14 (36V)) or sGFP-D,AMP bearing Ala at positions M33/35/38 (mutant (33A, 35A, 38A)) or M36
(mutant (36A)). In (a), caspase-3/7 enzymatic activity was measured and 0.D. values were expressed as signal intensity. The results are the mean
(+ SEM) of three independent assays in four replicates. Statistical analysis for comparing control with sGFP-D,AMP was performed and noted
(***P<0.0001; *P<0.05; n.s.: not significant). In (b), MTT assay was measured and expressed as a percentage relative to control. The results are the
mean (+ SEM) of three independent assays in four replicates. Statistical analysis for comparing control with-sGFP-D,AMP was performed and noted
(**P<0.001; **P<0.01, *P<0.05; n.s.: not significant).
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most frequent residue identified at position M36 whereas Val accounted only for 22%. In view of RUN-18 ectoM having Ile at position
M36, we wondered whether amino-change Ile-to-Val might have an effect on the biological properties of E co-expressed with prM
and the death-promoting capability of D,AMP.

Analysis of recombinant RUN-18 E protein co-expressed with prM in A549 cells revealed that Ile-to-Val mutation but not Ile-to-Ala
mutation at position M36 affected expression and subcellular distribution of E protein suggesting a possible defect in heterodimeric
interactions between prM and E proteins. The E proteins of DENV-2 stains RUN-18 and DES-14 differ by four amino-acid substitutions
with a particular emphasis towards Gln-to-His change at position E52 in the EDI/EDII interface and Ala-to-Thr change at position
E262 in EDII domain which faces the M ectodomain in the prM/E heterodimer (Table S2). It has been proposed that the pr peptide
from prM covers the EDII fusion loop preventing E fusion with host cell membranes during the transport of prME heterodimers in
the secretory pathway [10]. This suggests a potential role for DES-14 EDII residues E-52H and E-262T as compensatory amino acids
to the presence of valine at position M36 in the prME heterodimer of DES-14. Another important finding of the study was the loss of
cytotoxicity observed for RUN-18 prM and E proteins with M protein bearing valine at position M36. Such a result was unexpected
knowing that a severe defect in flavivirus envelope protein expression usually gives rise to ER stress-induced cellular dysfunction
resulting in cell death [33-35]. An explanation is that M-I36V mutation prevents heterodimeric interactions between RUN-18 prM
and E proteins leading to rapid protein degradation without prolonged severe ER stress.

D,AMP is a pro-apoptotic M peptide composed of amino acid residues 31-41 of DENV-2 M ectodomain [16, 17]. Both D,AMPrN18
and D,AMP"*"* which only differ by the hydrophobic nature of M residue 36 can trigger apoptosis in A549 cells. However, the
presence of valine at position M36 potentiates the apoptosis-inducing activity of D,AMPP** compared with D,AMP*"*%, Using
GFP as a reporter protein, different patterns of subcellular distribution of sGFP-D,AMP have been observed in A549 cells according
to the nature of M residue 36. Expression of D,AMP""** resulted in large dots that colocalize with ER, highlighting the ER retention.
These structures could be a consequence of D,AMP interactions with cytoskeletal motor protein dynein, which has been described
as playing a role in the trafficking of immature viral particles through its interaction with DENV-2 M protein [36-38]. Expression of
D,AMPP* seems to be associated with a better trafficking through the secretory pathway. Our data highlight an important role for
M residue 36 in the death-promoting capability of D,AMP presumably due to protein-protein interactions capable of activating the
mitochondrial apoptosis pathway, although exact mechanisms remain to be elucidated [33, 35]. Furthermore, our data do not suggest
that D,AMP-induced apoptosis is related to ER retention but rather that a positive correlation exists between D,AMP trafficking
through the secretory pathway and apoptosis induction. This would be consistent with the notion that distribution of D,AMP in
a post-Golgi compartment is a pre-requisite for inducing apoptosis pathway presumably through interactions with pro-apoptotic
factors that are not yet identified [16, 17].

It is now well established that surface structural M protein can contribute to several aspects of the flavivirus replication cycle
[18, 19, 39-41]. Our study raises the notion that the hydrophobic nature of M residue 36 may drive expression of DENV-2 E protein
and pro-apoptotic activity of D,AMP. The flavivirus reverse technologies based on ISA method will be useful to generate infectious
DENV-2 molecular clones derived from viral strains RUN-18 and DES-14 [42]. Such molecular clones would be reliable tools for
further investigation of viral determinants that contribute to the pathogenicity of DENV-2 strains belonging to genotype II (Cosmo-
politan) that presently contribute to the global dengue burden. We believe that infectious clones derived from RUN-18 and DES-14
strains will provide important information on the impact of amino acid 36 on the biological properties of DENV-2.
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l1l.4. Discussion de I’article 3

L’acide aminé en position M-36 de la protéine M semble jouer un réle majeur
dans le cycle de réplication des flavivirus dans les cellules de mammiféres (de
Wispelaere et al. 2015, Basset et al. 2020). Chez les flavivirus, le résidu M-36 a été
principalement caractérisé comme étant un acide aminé non chargé et non polaire :
isoleucine (DENV-2, DENV-4, JEV et WNV), alanine (DENV-1 et DENV-3), leucine
(YFV) ou valine (TBEV). Cette spécificité suggére que les propriétés hydrophobes et
aliphatiques du résidu en position M-36 seraient essentielles pour la protéine M des
flavivirus (Hsieh et al. 2011).

L'analyse comparative des séquences M-31/41 de la protéine M, provenant de
plus de 3500 souches de DENV-2 obtenues a partir de Genbank, montre que la
position M-36 est la moins conservée dans la région C-terminale de I'ectodomaine M.
L’isoleucine étant le résidu le plus fréquemment identifié en position M-36 avec une
fréquence d’apparition proche de 77%, alors que la valine n’est présente que dans
22% des souches de DENV-2 analysées. L'ectodomaine M de la souche DENV-2
Reéunion 2018 (RUN-18) posséde une lle en position M-36, contrairement a la souche
DENV-2 Dar Es Salaam 2014 (DES-14) qui possede une Val a la méme position. Nous
nous sommes alors demandé si le changement d'acide aminé lle en Val pouvait avoir
un effet sur les propriétés biologiques de la protéine E co-exprimée avec la protéine
prM et avoir un impact sur la capacité pro-apoptotique de I'oligopeptide D2 AMP (M-
31/41 de DENV-2).

Le repliement correct de la protéine E des flavivirus implique I'activité
chaperonne de la protéine prM (Zhang et al. 2003, Li et al. 2008). Par conséquent, la
protéine E recombinante de DENV-2 RUN-18 a été co-exprimée avec la protéine prM
de cette méme souche en tant que précurseur polyprotéique qui sera traité par la signal
peptidase cellulaire (Stadler et al. 1997). Pour ce faire, un géne synthétique codant
pour les protéines prM et E avec des codons optimisés pour I'expression en cellules
humaines a été inséré dans un plasmide vecteur pcDNAS3. L'expression, I'antigénicité
et la cytotoxicité de la protéine recombinante RUN-18 E ont été évaluées dans la lignée
cellulaire A549 qui a été choisie pour sa grande permissivité a la réplication de DENV.
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La caractérisation de la protéine E co-exprimée avec la protéine prM, révele que
la mutation M-I136V affecte I'expression et la distribution intracellulaire de la protéine E,
contrairement a la mutation M-I36A qui semble n’avoir aucun effet visible. Ces résultats
suggérent un défaut possible dans les interactions hétérodimériques entre les
protéines prM et E, suite a I'introduction d’un résidu valine en position M-36 dans
DENV-2 RUN-18. L’introduction de la mutation M-I36V dans DENV-2 RUN-18, a
également engendré une perte de cytotoxicité induite par les protéines prM et E. Un
tel résultat était inattendu, sachant qu'un défaut grave dans I'expression de la protéine
d'enveloppe des flavivirus entraine généralement une accumulation de cette protéine
et un dysfonctionnement cellulaire induit par le stress du RE, aboutissant a la mort de
la cellule par apoptose (Okamoto et al. 2017, Turpin et al. 2022). Une explication
possible serait que la mutation M-136V perturberait les interactions hétérodimériques
entre les protéines prM et E de la souche DENV-2 RUN-18, qui conduirait a une
dégradation rapide de la protéine E, évitant un stress prolongé. Ainsi, la substitution
du résidu M-36l par une valine peut entrainer d’'importants changements dans le
comportement biologique de la protéine E de DENV-2 RUN-18 co-exprimée avec la
protéine prM dans les cellules A549, comme le suggérent les changements observés
dans I'expression, I'antigénicité, la distribution intracellulaire et la cytotoxicité de ces

protéines.

Au sein de la protéine prM, I'ectodomaine de la protéine M contient un peptide
pro-apoptotique composeé des résidus d'acide aminé M-31/41 (Catteau, Kalinina, et al.
2003), que nous avons nommeé D,AMP chez DENV-2. Les oligopeptides DoAMP RUN-
18 et DoAMP DES-14, qui ne difféerent que par la nature hydrophobe du résidu M-36,
peuvent tous deux déclencher l'apoptose dans les cellules A549. Cependant, la
présence d'une valine en position M-36 de DoAMP DES-14 semble potentialiser la
capacité de cet oligopeptide a induire I'apoptose par rapport a D2 AMP RUN-18. En
utilisant la GFP comme protéine rapportrice, différents modéles de distribution
intracellulaire des constructions sGFP-D-AMP ont été observeés dans les cellules A549
en fonction de la nature du résidu M-36. L'expression de DoAMP RUN-18 possédant
une lle en position M-36 se visualisait par la présence de large accumulation de
fluorescence se co-localisant avec le RE, et mettant en évidence une rétention de
I'oligopeptide Do2AMP RUN-18 dans le RE. Une hypothése serait que cette distribution
intracellulaire pourrait étre la conséquence des interactions de I'oligopeptide D AMP
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avec des protéines du cytosquelette comme la dynéine, qui a été décrite comme jouant
un réle dans le transport des particules virales immatures par son interaction avec la
protéine M de DENV-2 (Johnston et al. 2002, Egan et al. 2015, Ripon et al. 2020).

L'expression de DoAMP de la souche DENV-2 DES-14 semble étre associée a
un meilleur transport de I'oligopeptide par la voie de sécrétion cellulaire. Nos données
mettent en évidence un réle important du résidu M-36 dans la capacité de D-AMP a
promouvoir la mort par apoptose. Nos travaux ne suggérent pas que I'apoptose induite
par DoAMP serait liée a une rétention de I'oligopeptide dans le RE, mais plutét qu'il
existerait une corrélation positive entre le transport de DoAMP par la voie de sécrétion
cellulaire et I'induction de I'apoptose. Cela serait cohérent avec I'idée que la distribution
de D2AMP dans un compartiment post-golgien est une condition préalable a l'induction
de l'apoptose, probablement par le biais d'interactions avec des facteurs pro-
apoptotiques qui n'ont pas encore été identifiés (Catteau, Roué, et al. 2003, Okamoto
et al. 2017, Pan et al. 2021).

Il est aujourd’hui bien établi que la protéine structurale M des flavivirus contribue
a plusieurs aspects du cycle de réplication viral (Zheng et al. 2014, Brown et al. 2019,
Pan et al. 2019). Notre étude souléve I'idée que la nature hydrophobe du résidu M-36
semble conditionner l'expression de la protéine E de DENV-2 et ['activité pro-
apoptotique de I'oligopeptide DoAMP. Nos résultats démontrent que la substitution M-
I36V perturbe I'expression de la protéine E de DENV-2 RUN-18 co-exprimée avec la
protéine prM, en entrainant une modification de la localisation intracellulaire de la
protéine E associée a une absence d'effets cytopathiques dans les cellules A549.
Dans de futures expérimentations, I'utilisation des techniques de génétique inverse
basées sur la méthode ISA serait particulierement intéressant pour générer des clones
viraux infectieux de DENV-2 dérivés des souches virales RUN-18 et DES-14 (Aubry et
al. 2014). Ces clones viraux seraient des outils efficaces pour une étude
complémentaire permettant de caractériser les déterminants viraux qui contribueraient

a la pathogeénicité des souches DENV-2 du génotype Cosmopolitan.
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Au cours des 30 derniéres années, I'émergence des flavivirus n’a fait que croitre
avec une augmentation de leur répartition géographique dans les régions tropicales,
subtropicales, et a présent tempérées de la planete. En atteste la diffusion rapide d’Ae.
albopictus en Europe (ECDC. & EFSA. 2023), et plus particulierement en France ou
des cas autochtones de dengue sont de plus en plus documentés (Cochet et al. 2022).
Les territoires du sud-ouest de I'océan Indien (SOOI) ne sont pas épargnés par ce
phénomeéne, en ayant réecemment été le théatre de multiples épidémies de dengue,
cumulant plusieurs dizaines de milliers de cas d’infection signalés a I'ile de La Réunion
depuis 2018. Cette tendance alarmante souligne les défis croissants liés aux
émergences virales et 'urgence de mettre en place des stratégies de surveillance et

de contrbles efficaces a I'’échelle mondiale.

Approfondir nos connaissances sur les propriétés biologiques des flavivirus est
aujourd’hui plus que jamais une priorité afin de mettre en place des stratégies de lutte
adaptées, efficaces et innovantes. Dans le cadre de mon projet de thése, mes travaux
se sont focalisés sur I'étude des protéines structurales de membrane (prM/M) et
d’enveloppe (E) des flavivirus ZIKV et DENV, qui sont des pathogénes prioritaires en
termes de santé publique. Les protéines prM/M et E sont connues pour étre
essentielles d’'une part dans la structuration de la particule virale et son infectiosité, et
d’autre part dans les interactions héte-pathogéne, y compris dans I'activation de la
réponse immunitaire. Par conséquent, les travaux réalisés durant ma thése se sont

organisés autour de trois grands sujets d’étude :

Mon premier sujet d’étude a été de caractériser les propriétés antigéniques de
la glycoprotéine E d’'une souche épidémique contemporaine de ZIKV. Au cours de mes
travaux, la réactivité antigénique de la boucle de glycosylation (GL) de ZIKV exprimée
sous la forme d’un peptide synthétique et/ou au sein de la protéine recombinante EDI
a été évaluée par exposition aux sérums de souris infectées et par immunisation de
souris BALB/c. Nous avons démontré le role important de la GL et des résidus E-152,
E-156 et E-158 dans I'antigénicité de la protéine E de ZIKV. Une substitution de ces
résidus entrainant des changements conformationnels de la GL, une perte du motif de
glycosylation (N-x-T/S) et une perturbation de la reconnaissance de la protéine E par
des anticorps neutralisants (Article 1).
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La protéine prM/M sert de chaperon a la protéine E en permettant son bon
repliement au cours du cycle viral. Cette protéine est clivée par des furines/subtilisines
cellulaire en un fragment « pr » et une petite protéine M mature. Outre son rble de
chaperon, la protéine M contient une séquence pro-apoptotique qui avait été identifiee
chez plusieurs flavivirus (DENV, JEV, WNV et YFV) (Catteau, Kalinina, et al. 2003),
mais pas ZIKV. Sachant que I'induction de la mort cellulaire par apoptose est un effet
cytopathique important dans 'infection par ZIKV (Souza et al. 2016, Turpin et al. 2022),
mon second sujet d’étude a été d’évaluer la capacité de I'ectodomaine M de ZIKV a
induire I'apoptose. Nous avons démontré pour la premiére fois a notre connaissance,
qu’une activité pro-apoptotique était associée a l'oligopeptide M-31/41 de ZIKV, tout
en démontrant le réle important des résidus M-33, M-35 et M-38 dans cette activité
pro-apoptotique. Par ailleurs nous avons démontré que I'association de I'oligopeptide
M-31/41 a un antigéne associé aux tumeurs, le MPF un produit de clivage de la
Mésothéline, pouvait entrainer la mort par apoptose des cellules tumorales. Ce constat
ouvre des nombreuses perspectives pour l'utilisation de I'oligopeptide M-31/41 de
ZIKV en tant qu’agent anticancéreux innovant (Article 2).

Fruit de mon expérience acquises sur la manipulation des glycoprotéine prM/M
et E de ZIKV, je me suis attelé a caractériser les glycoprotéines structurales des
souches virales DENV-2 du génotype Cosmopolitan issus de la région SOOI, dont les
propriétés biologiques n’étaient pas encore connues avant le début de notre étude.
L’analyse moléculaire des souches contemporaines de DENV-2 du génotype
Cosmopolitan, DES-14 et RUN-18, responsables d’épidémies respectivement en
Tanzanie en 2014 et a La Réunion en 2018, a mis en évidence une potentielle
substitution V36! dans la protéine M. Le résidu lle est le plus frequemment observé en
position M-36 de DENV-2 tandis que le résidu Val est retrouvé dans moins d’un quart
des souches virales séquencées. Mon troisiéme sujet d’étude a donc été d'évaluer
I'effet d’'une substitution M-136V d’une part sur la formation de I'hétérodimere prME de
DENV-2 RUN-18 et d’autre part sur I'activité pro-apoptotique de I'oligopeptide D2 AMP.
Mes travaux de thése ont démontré que le changement du résidu lle en Val a la
position M-36 dans la protéine M affecte I'expression et la cytotoxicité de la
glycoprotéine E exprimée comme un complexe prME et la capacité de 'oligopeptide

D>AMP a activer la voie apoptotique (Article 3).
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IV.1. Les résidus M-31/41 des flavivirus et leur capacité pro-apoptotique

L'induction de I'apoptose par 'oligopeptide M-31/41 de DENV et ZIKV nécessite
la translocation et le transport de cet oligopeptide vers la voie de sécrétion cellulaire
ainsi que les compartiments post-golgiens. Cette localisation intracellulaire conduit a
un dysfonctionnement mitochondrial et une activation de la caspase 3 effectrice de
'apoptose (Catteau, Roué, et al. 2003, Vanwalscappel et al. 2020). On pourrait
avancer I'hypothése que cette induction d’apoptose résulte d’une interaction directe
ou indirecte entre les résidus M-31/41 de la protéine M et des molécules de
signalisations spécifiques de I'apoptose. Une telle interaction pourrait se produire au
cours de la maturation de la protéine prM en protéine M mature dans les
compartiments post-golgiens.

Afin de vérifier cette hypothese, I'utilisation de techniques d'immunoprécipitation
et/ou de pull-down d’affinité suivi d’'une identification moléculaire par spectrométrie de
masse permettrait d’étudier les interactions protéine-protéine impliquant la protéine M
et ses résidus M-31/41. D’autre part, une étude de la génomique et de la protéomique
intracellulaire avant et aprés exposition des cellules a [I'oligopeptide M-31/41
permettrait d’'identifier les agents moléculaires et les voies de signalisation impliquées
dans l'induction de I'apoptose par cet oligopeptide. Il serait alors primordial de cibler
les protéines impliquées dans les voies intrinséque et/ou extrinséque de I'apoptose
tels que : les récepteurs de mort (TNFR, Fas, TRAILR ou DR), les protéines du
complexe DISC (FADD, cFLIP, Pro-Caspase 8/10), les protéines de la famille BCL-2
(Bcl-2, Bax, Bak) dont les protéines dites « a domaine BH3 » (Bid, Noxa, Puma, Bim),
le facteur de transcription P53, la Pro-Caspase-9 et Apaf-1 qui forme I'apoptosome,

ou encore les caspases -9, -7 et -3 et la polymérase PARP.

Au sein de I'oligopeptide M-31/41 de ZIKV, nommé ZAMP, les résidus M-33/35/38
ont révélé leur importance dans la capacité de cet oligopeptide a induire une réponse
apoptotique. |l serait intéressant d'évaluer la contribution des résidus M-33, M-35 et
M-38 de maniére indépendante en lien avec l'activité pro-apoptotique de ZIKV. Le
tryptophane en position M-35 étant invariable au sein des flavivirus, celui-ci alors serait
une cible prioritaire. L'importance des autres résidus constituant I'oligopeptide M-31/41
reste cependant a étre déterminée (Tableau 2). En effet bien que la variation de ces
résidus entre les différentes souches virales de ZIKV, DENV et YFV ne semble pas
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considérablement réduire ['activité pro-apoptotique des oligopeptides M-31/41
(Vanwalscappel et al. 2020), ces modifications d’acides aminés pourraient étre
impliquées dans une modulation plus précise et sensible de I'induction de I'apoptose
par ces virus. Comme nous I'avons observé dans notre étude, les substitutions M-136V
et M-I36A introduites dans l'oligopeptide D-AMP sont suffisantes pour moduler
positivement la réponse pro-apoptotique induite par cet oligopeptide (Article 3).

Tableau 2 : Alignement des résidus M-31/41 des flavivirus d’intérét médical

Flavivirus
ZIKV 3IRVENWIFRNPG*!
DENV-1 3IKVETWALRHPG#!
DENV-2 3IRIETWILRHPG#!
DENV-3 3IKVETWALRHPG#!
DENV-4 31RVESWILRNPG*!
YFV 3IKIERWLVRNPF4!
WNV 3IKTESWILRNPG*!
JEV 3IKTENWI IRNPG*!

IV.2. Le résidu M-36 et son impact sur la biologie des protéines prM/M et E

De maniere intéressante, Catteau et ses collégues ont mis en évidence un réle
important du résidu M-36 dans la modulation de [l'activité pro-apoptotique de
I'ectodomaine M de DENV et YFV. lIs ont notamment démontré que la substitution M-
I36F dans la protéine M de la souche vaccinale YF-17D abolissait la capacité de
I'ectodomaine M de YFV a déclencher I'apoptose (Catteau, Kalinina, et al. 2003). Parmi
les 32 différences d'acides aminés identifiees entre YF-17D et la souche sauvage YFV
dont il est issu (Hahn et al. 1987, Wang et al. 1995), seule une mutation est présente
dans la protéine M a la position 36 suggérant un réle crucial du résidu M-36 dans la
pathogénicité de ce virus (Monath 2005). Il a été notamment démontré que la mutation
M-L36F de YFV est partiellement responsable de l'incapacité de la souche vaccinale
YF-17D a infecter et a se disséminer chez les moustiques (McElroy et al. 2006).
D’autre part, la mutation M-L36F a également été associé a l'atténuation et la perte de
neurovirulence des flavivirus JEV et WNV, en affectant grandement I'assemblage et la
sécrétion des particules virales (de Wispelaere et al. 2015, Basset et al. 2020).
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Dans la topologie de I'hétérodimére prME, I'ectodomaine M et par extension le
résidu M-36 apparait comme étant a l'interface entre la membrane lipidique et le
domaine EDII de la protéine E. Il est alors possible que la potentielle substitution d’'un
résidu Val en lle a la position M-36, observé entre les souches DENV-2 du génotype
Cosmopolitan DES-14 et RUN-18, puisse perturber les interactions hétérodimériques
entre les protéines prM/M et E. La substitution d’'une lle par une Val ne modifie pas la
nature de I'acide aminé mais implique un changement de chaine latérale avec la perte
d’'un groupement méthyl. Cela pourrait entrainer un encombrement stérique ou encore
une perturbation de liaisons hydrogénes au sein de I'hétérodimere prME. Ces
perturbations pourraient entrainer un mauvais repliement, une rétention dans le
réticulum endoplasmique et/ou une rapide dégradation protéolytique des protéines
prM/M et E, réduisant par conséquent leur cytotoxicité cellulaire.

Afin de vérifier ces hypothéses, il serait intéressant d’étudier plus en détail
'impact de la mutation M-I36V sur l'interaction hétérodimérique des protéines prM/M
et E. Il serait alors nécessaire de vérifier et comparer 'expression de la protéine E en
corrélation a I'expression de la protéine prM/M, par l'utilisation d’anticorps spécifique
anti-prM et anti-E, ou par I'ajout d’'une étiquette tag aux protéines recombinantes.
L’utilisation de sérum de patient infecté nous permettrait d’étudier I'impact de la
mutation M-136V sur I'antigénicité des protéines prM/M et E chez ’'homme. Par la suite,
des tests de co-immunoprécipitation, de GST pull down, ou des nouvelles méthodes
tel que le BiFC (de 'anglais, bimolecular fluorescence complementation) pourraient
mettre en évidence une diminution ou une augmentation dans [interaction

hétérodimérique des protéines prM/M et E.

D’autre part, la mutation M-136V semble provoquer une rétention de la protéine
d’enveloppe (E) dans le réticulum endoplasmique, tout en entrainant des perturbations
dans l'organisation structurale de ce dernier. Cette rétention en lien avec une moindre
propension de la protéine E a migrer dans les voies de sécrétion semble étre associée
a une diminution de la cytotoxicité cellulaire induit par les hétérodiméres prME. Il existe
alors deux grandes hypothéses : 1) soit la rétention de la protéine E mal repliée est
associée a sa rapide dégradation par la voie ubiquitine-protéasome (UbPr) suite a
'accumulation et 'agrégation de cette protéine, 2) soit la rétention de la protéine E
dans le RE est associée a une rétention équivalente de la protéine prM/M, empéchant
I'activité pro-apoptotique induite par les résidus M-31/41 qui a normalement lieu dans
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la voie de sécrétion cellulaire. Afin de vérifier ses hypothéses, il serait alors nécessaire
d’étudier la proportion intracellulaire de protéine E ubiquitinylé, I'expression et I'activité
des ubiquitine-ligases (ISG15, TRIMs, ...) et des déubiquitinases (USP8), ainsi que
I'implication du protéasome par l'utilisation d’inhibiteurs tels que le MG132.

Chez DENV, la formation de vésicules intracellulaires issues de déformations
complexes des membranes du RE permet au virus de se dissimuler face au systeme
immunitaire innée durant le processus de réplication (Fernandez-Garcia et al. 2009).
Par conséquent, des perturbations dans la structure du RE induite par prM et E suite
a l'apparition de la mutation M-136V pourraient altérer ce processus d’évasion virale.
La mise en place de clones viraux pourrait permettre d’étudier ce phénomene plus en

détail, dans un contexte infection avec un cycle viral complet.

Outre la mutation en position M-36 des souches DENV-2 RUN-18 et DES-14,
la protéine E de ces souches virales se distingue par la présence de quatre
substitutions en acides aminés aux positions : E-Q52H, E-V141], E-A262T et E-V322I.
Parmi celles-ci la substitution E-Q52H se trouvant a I'interface des domaines EDI/EDII
et la substitution E-A262T se trouvant a linterface du domaine EDIl et de
'ectodomaine M, pourraient jouer un rdle dans les interactions hétérodimériques
prME. La position de ces acides aminés au sein de I'hétérodimére, suggére que ceux-
ci pourraient potentiellement étre associé ou compenser la substitution M-I36V dans
la souche DENV-2 DES-14. Chez les flavivirus, les mutations apparaissent le plus
souvent sous forme de cluster (ensemble de mutation) pouvant assurer une stabilité
globale de la protéine au niveau structurel et fonctionnel. Il serait alors intéressant
d’explorer le role de ces substitutions présentes dans la protéine E de DENV-2 DES-
14 sur la biologie de cette protéine et son interaction au sein de I'hétérodimeére prME.

L’apparition de substitutions nucléotidiques au sein des protéines virales peut
influer sur la capacité de réplication et/ou de transmission du virus chez linsecte
vecteur (Schuffenecker et al. 2006, Tsetsarkin et al. 2007). De maniére intéressante,
I'utilisation de clones viraux pourrait nous permettre d’étudier I'impact des substitutions
observées entre les protéines prM et E de DENV-2 RUN-18 et DES-14, sur la
transmission du virus par son vecteur moustique du genre Aedes. Il serait alors
essentiel de caractériser les protéines prM/M et E chez le vecteur moustique et I'impact

de la mutation M-I36V sur sa capacité vectorielle.
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V.1. Utilisation du peptide pro-apoptotique M-31/41 de ZIKV dans I’élaboration
de nouvelles stratégies anti-cancéreuses

Au cours de mes travaux nous avons démontré que [I'association de
I'oligopeptide ZAMP (M-31/41 de ZIKV) au MPF (Megakaryocyte potentiating factor),
un produit de clivage de la mésothéline, était efficace pour le déclenchement de
I'apoptose dans différents types de cellules tumorales (Article 2). La capacité de ZAMP
a conférer des propriétés pro-apoptotiques a un antigéne associé aux tumeurs (TAA,
de I'anglais Tumor-associated antigen), pourrait ouvrir des perspectives importantes
pour l'utilisation d’un tel oligopeptide dans des stratégies de thérapie du cancer. Cette
construction peptidique pourrait étre efficace en induisant la mort des cellules
tumorales tout en permettant la reconnaissance immunitaire des TAAs par les cellules

présentatrices d’antigénes.

Le principal objectif d’'un traitement anti-tumoral est I'éradication totale des
cellules cancéreuses, qui sont dans leur grande majorité défectueuses dans leur
processus apoptotique. Par conséquent, depuis plusieurs années une grande attention
a été accordée aux peptides pro-apoptotiques (Min et al. 2018). Ces peptides
possedent des propriétés intéressantes, comme une bonne solubilité aqueuse, une
faible immunogénicité et une synthése chimique peu colteuse. Cependant, malgré
leur grande utilité, une fois administrés dans la circulation systémique, les peptides
pro-apoptotiques sont rapidement éliminés par les reins ou le foie. Dans la circulation
systémique ces peptides sont également soumis a une dégradation continue par des
enzymes endogénes, une reconnaissance par le systéme immunitaire de I'néte et une
inefficacité dans l'internalisation cellulaire, qui entraine une neutralisation des effets

thérapeutiques attendus (Wu et al. 2014).

Pour surmonter ces obstacles et dans I'objectif d'utiliser I'oligopeptide ZAMP
pour le développement d’une stratégie anti-tumorale innovante, un systéme
d'administration idéal devrait avoir : une bonne stabilité dans la circulation sanguine,
un ciblage spécifique des cellules cancéreuses, une pénétration de la membrane
cellulaire et un échappement endosomal efficace pour accéder a la machinerie

cellulaire impliquée dans les processus apoptotiques.
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A cet effet, I'utilisation de nanoparticules est I'une des tendances récentes dans
le développement de nouveaux systémes d'administration de médicaments en
thérapie anti-cancéreuse (Steichen et al. 2013). Les nanoparticules sont définies
comme des particules possédant une dimension inférieure a 100 nm, qui peuvent
prendre diverses formes, tailles et structures. Ces nanoparticules peuvent servir de
véhicules pour l'administration de peptides pro-apoptotiques en possédant: une
stabilité plasmatique améliorée, une potentialisation de I'efficacité thérapeutique des
peptides par présentation multivalente, et une pénétration tissulaire profonde (Yao et
al. 2020). En outre, la présentation de plusieurs copies d'un méme peptide pro-
apoptotique sur la surface d'une seule nanoparticule pourrait non seulement renforcer
leur activité cytotoxique, mais aussi faciliter leur entrée dans les cellules cibles (Gavas
et al. 2021).

De nos jours, il existe de nombreux types de nanoparticules : en polymére, en
or, en silice mésoporeuse, magnétique ou encore se formant par auto-assemblage
(Cheng et al. 2021). Ces constructions possédent toutes leurs avantages et leurs
inconvénients. En particulier, pour transporter les peptides pro-apoptotiques ZAMP,
les nanoparticules d'échafaudage protéique multimérique (MPSP, de [l'anglais
Multimeric protein scaffold particles ) qui sont utilisées en stratégie vaccinale depuis
quelques années, ont attiré mon attention (Figure 36) (Wichgers Schreur et al. 2021).
Cette méthode permet un couplage trés efficace des antigénes aux nanoparticules, en
maintenant leur conformation native grace a une technologie particulierement
prometteuse appelée « SpyTag-SpyCatcher ». Les MPSPs nécessitent peu de
modifications post-traductionnelles et peuvent étre produites efficacement dans E. coli
ou dans d'autres systémes d'expression (Okba et al. 2020). Les MPSPs pourraient
alors étre utilisées pour délivrer le peptide pro-apoptotique ZAMP, potentiellement
associé aux TAAs, a la zone cible de l'organisme. L'utilisation de la construction
mutZAMP un analogue non-apoptotique de ZAMP, dans lequel les résidus M-
E33/W35/R38 ont été remplacés par des résidus Alanine, pourrait alors servir de
controle dans I'établissement d'un tel projet.

- 189 -



- PERSPECTIVES -

Antigen MPSP

LS Aldolase E2

n=60

N-term C-term

N-term C-term — O
MPSP SpyT.

SpyC. GNhead Twin-Strep

s
>
450 ' @ 3
Baculo - E. coli

Figure 36 : Méthode de production des nanoparticules MPSPs

Figure illustrant la méthode de production de nanoparticules MPSPs, avec I'exemple d’'un
candidat vaccin RVFV (Virus de la Fiévre de la Vallée du Rift). Brievement I'antigéne cible (ici
Gnhead) est lié dans sa région N-terminale a un domaine SpyCatcher et a un Twin-Strep-tag
dans sa région C-terminale. Apres expression a I'aide du systeme d'expression baculovirus,
les sous-domaines sont purifiés par chromatographie sur colonne Strep-Tactin. D’un autre
c6té, les nanoparticules MPSPs a base de lumazine synthase (LS), d'aldolase ou d'E2 lié a un
domaine SpyTags en C-terminale ont été exprimées a l'aide du systéme d'expression E. coli.
Lors du mélange, le SpyCatcher fusionné a I'extrémité N-terminale de I'antigeéne forme une
liaison isopeptidique spontanée avec le SpyTag présent sur les particules MPSPs. Cela
produit alors des nanoparticules arborant I'antigéne d’intérét pour immunisation.

V.2. Atténuation de DENV pour I’élaboration de souches vaccinales vivantes

Nos travaux ont démontré que le résidu en position M-36 pourrait avoir un
impact critique sur les propriétés biologiques des protéines prM et E de DENV-2, en
altérant I'expression et I'antigénicité de la protéine E mais également la cytotoxicité
induite par les hétérodimeres prME (Article 3). Il serait alors intéressant d’observer
'impact d’une introduction de résidu Val, Ala ou encore Phe en position M-36 sur le
comportement biologique des souches vaccinales de DENV. La mutation du résidu M-
36, mis en avant au cours de ma thése, pourrait alors faire partie intégrante d’'une

optimisation de vaccins vivants atténués préexistants ou en cours de développement.
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Les vaccins vivants atténués offrent actuellement la protection la plus efficace
contre les maladies infectieuses. Ces vaccins sont créés en réduisant la virulence d'un
agent pathogene, tout en préservant sa viabilité. Chez les flavivirus I'atténuation peut
se faire par passages successifs ou par génétique inverse. Par rapport aux vaccins
inactivés, les vaccins atténués produisent une réponse immunitaire plus forte et
durable, avec un déclenchement rapide de I'immunité. Le plus souvent, une seule
administration du vaccin suffit a induire une réponse immunitaire a la fois humorale et
cellulaire chez le patient. De plus, ces vaccins ne nécessitent généralement pas

d’adjuvant et présentent par conséquent un réel avantage économique (Minor 2015).

Le premier vaccin vivant atténué produit contre un flavivirus est la souche
vaccinale YF-17D (Monath 2005). Cette souche vaccinale a été obtenue dans les
anneées trente de maniere empirique par passages successifs de la souche sauvage
YFV Asibi sur tissus animaux et cultures cellulaires. Ces passages successifs sur
embryons de souris et de poulet, ont permis une sélection progressive de variants
ayant des propriétés biologiques altérées et ne présentant aucune neuroadaptation,
neurovirulence ou viscérotropisme par rapport a la souche originelle. L’apparition de
32 mutations au sein de la souche vaccinale YF-17D (Hahn et al. 1987), dont la
mutation M-I36F étant la seule présente au sein de la protéine M, suggéra un réle
crucial pour ce résidu dans la pathogénicité virale de YFV (Monath 2005). Cependant,
aujourd’hui une approche empirique par passages successifs n'est plus applicable et
le développement de nouvelles générations de vaccins obtenus par des méthodes plus

sUres et contrélées devient nécessaire.

Les flavivirus partagent une méme organisation génomique et des
caractéristiques de réplication similaires. Cette particularité rend possible I'utilisation
du génome d’'un flavivirus déja atténués comme vecteur vaccinal tout en permettant
I'expression des génes structuraux provenant d’autres flavivirus (Zhao et al. 2021).
L’utilisation des protéines virales hautement immunogénes prM et E est intéressante
pour le développement de virus chimériques du fait de leur capacité a induire une forte
réponse immunitaire. Cette méthode a notamment permis le développement des
vaccins contre la dengue actuellement mis sur le marché et commercialisés, que sont
Dengvaxia et Qdenga (Thomas & Yoon 2019, Rivera et al. 2022).
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Dengvaxia et Qdenga sont deux vaccins vivants atténués, chimériques et
tétravalents, dirigés contre les quatre sérotypes de la dengue (DENV-1 a DENV-4).
Actuellement ces deux vaccins sont les seuls disponibles sur le marché et autorisés a
la vente sous certaines restrictions. Dengvaxia est basé sur le squelette du vaccin YF-
17D dans lequel les protéines structurales prM et E ont été substituées par les
protéines des quatre sérotypes de DENV (Huang et al. 2023). Alors que, Qdenga
repose sur le génome viral de la souche DENV-2 PDK-53 servant de squelette au sein
duquel les protéines structurales prM et E ont été substituées par les protéines des
autres sérotypes DENV-1, DENV-3 et DENV-4 (Huang et al. 2023). L'analyse
comparative des séquences de ces souches vaccinales révele la présence d'un résidu
Ala ou lle en position M-36 (Tableau 3). Le résidu Ala correspondant au sérotype
DENV-1 et DENV-3, et le résidu lle correspondant au sérotype DENV-2 et DENV-4.

L’utilisation d’'une protéine prM/M possédant une mutation ponctuelle a la
position M-36, qui réduirait la cytotoxicité induite par les hétérodiméres prME et
altérerait I'antigénicité de la protéine E (Article 3), ainsi que le cluster de mutation M-
E33A/W35A/R38A qui réduirait I'induction d’apoptose par la protéine M (Article 3)
pourrait représenter une piste d’atténuation intéressante chez les souches virales de
DENV et participer a la mise en place ou a l'optimisation de souches vaccinales

adaptées, efficaces et innovantes face a I'expansion récente et fulgurante de DENV.

Tableau 3 : Séquences M-31/41 des souches vaccinales Dengvaxia et Qdenga

DENV-2 SOOI
RUN-18 3IRIETWILRHPG*!
DES-14 SIRIETWVLRHPG4!
Dengvaxia
CYD-1 3IRVETWALRHPG*! Sérotypes de DENV
CYD-2 SIRIEIWILRHPG4! DENV-1 3IKVETWALRHPG*4!
CYD-3 3IKVETWALRHPG4! DENV-2 3IRIETWILRHPG*!
CYD-4 3IRVESWILRNPGH4! DENV-3 3IKVETWALRHPG*4!
DENV-4 3IRVESWILRNPG*!

Qdenga
TDV-1 3IKVETWALRHPG*!
TDV-2 SIRIETWILRHPG4!
TDV-3 3IKVETWALRHPG*!
TDV-4 3IRVESWILRNPGH4!
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V.3. Design, production et caractérisation de clones viraux RUN-18 et DES-14
obtenus par génétique inverse

La production d'un clone viral par génétique inverse permet d’étudier un virus
en se basant sur la séquence nucléotidique originale de celui-ci, et limite par
conséquent les biais potentiels dus a la dérive génétique observée lors de passages
successifs du virus en culture cellulaire (Bloom et al. 2007). Bien que l'utilisation d’'une
population a faible diversité génétique présente des limites importantes pour I'étude
de la virulence des virus, celle-ci offre la possibilité de considérer le phénotype
spécifique d’une séquence consensus et permet d’étudier I'impact de mutations

ciblées sur les propriétés biologiques de ces virus (Domingo & Perales 2019).

A titre d’exemple, la méthode de génétique inverse appelée ISA (de I'anglais
Infectious subgenomic amplicons) a I'avantage d’étre simple, polyvalente et rapide.
Cette méthode permet la production de virus a ARN infectieux sans nécessiter d'étape
de transcription d'ARN in vitro, de clonage ou de propagation d'’ADNc dans des
bactéries (Aubry et al. 2014, Atieh et al. 2016, Touret et al. 2019). La méthode ISA est
basée sur la transfection de fragments d'ADN subgénomique chevauchant dans des
cellules permissives. Ces fragments sont amplifiés par PCR et englobent le génome
entier du virus (Figure 37). La recombinaison des fragments d’ADN et la production
de I'ARN génomique viral sont alors réalisées par la machinerie cellulaire sous l'effet
de signaux de transcription. L'utilisation de polymérases de haute-fidélité réduit la
variabilité génétique des populations virales produites et permet ainsi la production de
stocks viraux possédant un nombre réduit de quasi-espéces (Driouich et al. 2019).

Fragment 2

Fragment 4 m

Figure 37 : La méthode ISA (Infectious subgenomic amplicons)

L'ensemble du génome viral est amplifié par RT-PCR, sous la forme de fragments d'’ADNc
chevauchant. Le promoteur du cytomégalovirus humain (P ieCMV) et le ribozyme de I'hépatite
delta suivi du signal de polyadénylation du virus simien 40 (SV40) sont ajoutés respectivement
aux extrémités 5' et 3' du premier et du dernier fragment.
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Au sein de notre laboratoire la production de clones viraux et de virus chiméres
de ZIKV par la méthode ISA, nous a permis d’identifier des mécanismes moléculaires
et cellulaires qui participent a 'efficacité de I'infection virale (Bos et al. 2018), et nous
a également permis de mieux comprendre les stratégies utilisées par ZIKV pour
manipuler les réponses de I'héte infecté a son avantage (Turpin et al. 2022). Ces
études nous ont conduit a développer des outils moléculaires innovants pour la
détection du ZIKV (Gadea et al. 2016), et a proposer un virus vivant atténué comme
candidat vaccin dans le cadre de la lutte contre le virus Zika (Frumence et al. 2019).

La mise en place de clones viraux basés sur les séquences nucléotidiques
originales des souches DENV-2 RUN-18 et DENV-2 DES-14 permettrait de
caractériser les propriétés pathogéniques de ces souches de DENV-2 épidémiques
circulant dans la zone SOOI par I'établissement d’études comparatives (Annexe 3).
Les propriétés des clones viraux seraient étudiées a I'aide des modéles cellulaires
développés au sein de notre laboratoire, en particulier les cellules A549 et Huh7 qui
sont permissives et couramment utilisées pour I'étude de linfection par DENV. Une
attention particuliere serait alors portée sur la capacité d’infection et de réplication de
DENV-2 dans ces modeéles cellulaires, ainsi que sur les interactions hétes pathogénes
et la mort apoptotique induite par ces clones viraux (Figure 38).

L’établissement de virus chimeéeres possédant les protéines structurales de
DENV-2 de la souche RUN-18 et les protéines non-structurales de la souche DES-14,
et/ou inversement, permettrait de mieux comprendre les caractéristiques biologiques
de ces protéines virales et leur implication au cours de l'infection. Par la suite, une
analyse affinée pourrait étre menée par mutagenése dirigée afin d’identifier de
potentiels déterminants viraux associés aux protéines structurales. Une attention
particuliere serait alors mise sur I'implication du résidu en position M-36 dans la
pathogénicité de DENV-2 RUN-18. L'utilisation des clones viraux infectieux, RUN-18
et DES-14, nous permettrait d'évaluer I'impact de I'introduction d’un résidu isoleucine,
alanine ou valine en position M-36 sur le comportement biologique des deux clones
viraux, leur cycle de réplication, et leur pathogénicité. L’antigénicité de ses clones
viraux pourrait également étre étudié par I'utilisation de tests de séroneutralisation a
partir de sérums de patient infecté par DENV-2 RUN-18 ou DENV-2 DES-14.
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Figure 38 : Clones moléculaire et virus chimériques DENV-2 RUN-18 et DES-14

lllustration schématique des constructions moléculaires possibles par la méthode ISA :

(A.) Les clones viraux RUN-18 (en bleu) et DES-14 (en rouge), (B.) Les virus chimériques
possédant les protéines structurales de RUN-18 et non-structurales de DES-14, et/ou
inversement, (C.) Les clones viraux RUN-18 et DES-14 modifiés par mutagenése dirigée,
possédant les mutations ponctuelles M-136V ou M-V36I respectivement.

Ces études menées a l'aide de clones viraux et/ou de virus chiméres auront
pour objectif de renforcer nos connaissances sur les propriétés biologiques de DENV,
et plus particulierement des souches de DENV-2 du génotype Cosmopolitan qui
circulent activement au sein de la région SOOI. Ces travaux complémentaires, en
conditions infectieuses, apporteront des éléments de biologie fondamentale liés au
virus et a son pouvoir pathogene et permettront d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques qui pourront faire l'objet de stratégies de lutte prophylactique,

thérapeutique et vaccinale anti-DENV innovantes et efficaces.
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Annexe n°1: Decotter J., Mavingui P., Després P. and Gadea G. Expression of
Cosmopolitan Dengue 2 envelope glycoproteins in human cells identifies a role
for the residues M-33/35/38 in the stability of E protein. Résumé pour la
conférence internationale « American Society of Virology 2022 » (ASV2022)

Expression of Cosmopolitan Dengue 2 envelope glycoproteins in human cells
identifies a role for the residues M-33/35/38 in the stability of E protein

Jason DECOTTER, Patrick MAVINGUI, Philippe DESPRES, Gilles GADEA

Université de La Réunion, UM134 Processus Infectieux en Milieu Insulaire Tropical
(PIMIT), INSERM U1187, CNRS UMR 9192, IRD UMR 249. Plateforme Technologique
CYROI, 97490 Sainte-Clotilde, France.

Dengue disease has recently evolved into a major public health problem in the South
West Indian Ocean (SWIO) islands, including the French territory La Reunion where a
DENV-2 epidemic occurred in 2018-19. The Reunion/2018 DENV-2 clinical isolates
were sequenced including the prototypical RUJul strain (Genbank # MN272404.1). It
has been reported that all Reunion/2018 DENV-2 strains belong to the Cosmopolitan-
1 (C1) lineage. Too little is still known about the molecular characteristics of SWIO
DENV-2 C1. The aim of our study is to better understand the biological properties of
structural proteins from DENV-2 of cosmopolitan lineage. Consequently, expression of
DENV-2 RUJul envelope glycoproteins was assessed in human epithelial A549 cells
transfected by a plasmid vector containing a codon-optimized sequence encoding the
prM and E glycoproteins in tandem. The antigenic reactivity of recombinant E protein
was verified by flow cytometry and western blot assays using anti-E mAbs 4G2 and
4E11. At 30h post-transfection, we observed that expression of recombinant prM and
E proteins caused a loss of cell membrane integrity and metabolic activity in A549 cells.
Flaviviruses are formed by the assembly of prM and E envelope proteins leading to
prME heterodimer accumulation into the endoplasmic reticulum membranes. The
topology of prME complex suggests that the 41-residues long M ectodomain (M-1/41)
which composes the C-terminal part of prM is adjacent to the domain Il of the E protein
(EDII). We found that amino-acid changes in which all three residues M-33E, M-35W
and M-38R of DENV-2 RUJul were replaced by Ala resulted in a lower expression level
of the E protein in A549 cells. Expression of mutant prME-(M-E33A/W35A/R38A) was
less cytotoxic as compared to wild-type prME construct. As such, this study highlights
an important role for the M ectodomain in the expression of prME heterodimer from
SWIO DENV-2 C1 strains in human cells.
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Expression of Cosmopolitan Dengue 2 envelope glycoproteins in human cells
identifies a role for the residues M-33/35/38 in the stability of E protein
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Concluding remarks

Dengue disease becomes a major public health problem in La Reunion island where a first large
DENV-2 epidemic occurred in 2018-19. All Reunion/2018 DENV-2 clinical isolates belong to the
Cosmopolitan lineage. To date, it is of high priority to better understand the pathogenicity of
such epidemic viral strains. Here, we investigated whether the DENV-2 M residues E33, W35
and R38 located into the a-helix of the M ectodomain may play a key role for the prME

Immunodetection of DENV-2 E heterodimer stability in human cells. We showed that amino-acid substitutions E33A, W35A
protein by confocal IF analysis and R38A resulted in major changes in antigenic reactivity and subcellular distribution of the E
protein. Furthermore, apoptotic-cell death was less p in A549 cells expressing the

using mAb 4G2 reveals an
8 Ala mutant of prME. In conclusion, the present study highlighted for the first time a key role for

obvious change in subcellular |_the rsidues £33, W35 and R38 in DENV-2 prIE heterodimer tabily )

distribution for Ala mut.
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- ANNEXES -

Annexe n°3: Substitutions nucléotidiques présentes dans les souches DENV-2
RUN-18, DES-14, Seychelles 2016 et la souche vaccinale PDK-53

DENV-2 DENV-2 DENV-2 DENV-2 Vaccin

protein DES-14 RUN-18 Seychelles 2016 PDK-53
C Ile Val Val Ile
C Val Ala Ala Val
prM Asn Asp Asp Val
prM Val Ile Ile Ile
E His Tryp Tryp Tryp
E Ile Val Val Ile
E Thr Ala Ala Thr
E Ile Val Val Ile
NS1 Val Ile Ile Val
NS1 Leu Pro Pro Ser
NS1 His Tryp Tryp Tryp
NS1 Arg Lys Lys Lys
NS1 Arg Lys Lys Arg
NS2A Ile Val Val Val
NS2A Val Met Met Val
NS2A Thr Ala Ala Thr
NS2A Val Ile Ile Val
NS2A Thr Ile Ile Ile
NS2A Ser Asn Asn Ser
NS2B Glu Asp Asp Asp
NS3 Lys Arg Arg Lys
NS3 Ile Val Asp Ile
NS3 Val Ile Ile Ile
NS3 Asp Glu Glu Asp
NS3 Val Ile Ile Val
NS3 Arg Lys Lys Arg
NS3 Leu Met Met Leu
NS4B Thr Val Val Ala
NS5 Ala Ser Ser Ala
NS5 Lys Arg Arg Lys
NS5 Val Met Met Val
NS5 Lys Arg Arg Arg
NS5 Ala Thr Thr Ala
NS5 Gly Arg Arg Arg
NS5 Asp Glu Glu Asp
NS5 Val Gly Gly Gly
NS5 Glu Gly Gly Glu
NS5 Tryp His His Tryp
NS5 Val Thr Thr Thr
NS5 Ile Val Val Ile
NS5 Lys Tryp Tryp Tryp
NS5 Asn Asp Asp Asn
NS5 Thr Arg Arg Lys
NS5 Asn Ser Ser Asn
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