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Résumé : Le virus respiratoire syncytial (VRS) est la pre-
miére cause d'infections respiratoires aigués (bronchiolite,
pneumonie) chez les jeunes enfants. Ce virus est également
responsable d'infections respiratoires graves chez les per-
sonnes agées et immunodéprimées. En I'absence de traite-
ment efficace pour lutter contre ces infections, la recherche
de nouvelles stratégies antivirales reste un enjeu de santé
publique.

La molécule Retro-2.2 est un nouveau dérivé optimisé de
I'inhibiteur de transport rétrograde intracellulaire Retro-2.
Cette famille chimique présente une activité antivirale
contre une douzaine de virus.

Dans le cadre de ce projet, nous avons montré que le com-
posé Retro-2.2 présente une activité antivirale contre le
VRS, avec une concentration efficace médiane (ECso)
proche de 2 uM en culture cellulaire. Nous avons égale-
ment mis en évidence que le traitement par Retro-2.2 in-
duit une diminution de la formation des syncytia, consé-
quence de l'infection par le VRS en culture cellulaire, asso-
ciée a un défaut de formation de nouveaux virions.

Des observations similaires ont été réalisées lors de I'ex-
tinction de la Syntaxine-5 et de Sec16A, protéines endo-
géne impliquée dans le transport intracellulaire rétro-
grade décrites comme cibles de la molécule Retro-2.
L'ensemble des travaux menés a permis de mettre en évi-
dence un défaut d'adressage des protéines virales de fu-
sion F et d'attachement G a la membrane plasmique suite
au traitement par Retro-2.2. L'efficacité du composé Re-
tro-2.2 a également été évaluée in vivo, sur modéle mu-
rin. Toutefois les caractéristiques de pharmacocinétique
et de biodistribution défavorables pour Retro-2.2 n‘ont
pas permis de protéger des souris contre une infection
par le VRS.

En conclusion, nos données suggérent que les molécules
ciblant les voies de trafic intracellulaire représentent une
nouvelle classe d'antiviraux d'intérét contre le VRS.

Title: Inhibitors of cellular membrane trafficking against Respiratory Syncytial Virus
Keywords : Respiratoy Syncytial Virus / Retrograde transport / Therapeutics / Cellular biology / Virology / Microbiology

Abstract: The Respiratory Syncytial Virus (RSV) is the lead-
ing cause of acute respiratory infections, such as bronchio-
litis and pneumonia, in young children. It also causes severe
infections in the elderly and immunocompromised individ-
uals. Given the absence of an effective treatment for these
infections, finding new antiviral strategies remains a public
health priority.

The molecule Retro-2.2 is a newly optimized derivative of
the intracellular retrograde transport inhibitor Retro-2,
which belongs to a chemical family known for its antiviral
activity against a several classes of viruses. In the context of
this project, we have demonstrated that Retro-2.2 exhibits
a median effective concentration (ECso) of approximately 2
MM against RSV in cell culture. We have also found that
treatment with Retro-2.2 leads to a reduction in the for-
mation of syncytia, a consequence of RSV infection in cell
culture, associated with a defect in the formation of new
virions.

Similar observations were made when Syntaxin-5 or
Sec16, two cellular proteins involved in intracellular ret-
rograde transports, and described as targets of Retro-2.2,
were sown-regulated. This work has highlighted a defect
in the targeting of the viral fusion protein F and attach-
ment protein G to the plasma membrane of infected cells
following treatment with Retro-2.2. The efficacy of the
compound Retro-2.2 was also evaluated in vivo, using a
murine model of RSV infection. However, the unfavora-
ble pharmacokinetic and biodistribution characteristics
of Retro-2.2 did not allow to protect mice against RSV
infection.

In conclusion, our data suggest that molecules targeting
intracellular trafficking pathways represent a new class of
antivirals of interest against RSV.
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Introduction




1 LE VIRUS RESPIRATOIRE SYNCYTIAL

Le Virus Respiratoire Syncytial (VRS) a été isolé pour la premiere fois en 1956 chez
de jeunes chimpanzés malades. Ce premier isolat fut nommé Agent du Coryza
des Chimpanzés (ACC) (Blount et al, 1956). Un an plus tard, ce méme virus fut
isolé a partir de sécrétions nasales de nourrissons souffrant de maladies respira-
toires graves, et nommeé Virus Respiratoire Syncytial en raison de sa capacité a
former des syncytia en cultures de cellules (Chanock et al.,, 1957). Dans les années
suivantes, une association entre le VRS et les maladies respiratoires aigués a été
prouvée (Beem et al., 1960).

1.1  CLASSIFICATION

Le VRS appartient a I'ordre des Mononegavirales, regroupant des virus envelop-
pés a génome ARN simple brin non-segmenté de polarité négative (Figure 1).
L'ordre des Mononegavirales comprend d'autres pathogenes représentant une
menace en santé humaine, tels que les virus hémorragiques Ebola et Marburg
(famille Filoviridae), les virus de la rougeole, Nipah et Sendai (famille Paramyxo-
viridae), ou encore le virus de la rage (famille Rhabdoviridae).

Le VRS appartient a la famille des Pneumoviridae, subdivisée en 2 genres: Or-
thopneumovirus et Metapneumovirus (Afonso et al., 2016). Le genre Metapneumo-
virus est constitué des métapneumovirus humain et aviaire (HMPV et AMPV res-
pectivement). Le genre Orthopneumovirus est constitué des VRS humain (HVRS)
et bovin (BVRS), et du virus de la pneumonie murine (MPV). Enfin, d'autres virus
phylogénétiquement proches non inclus dans la classification de I'lCTV (Interna-
tional Committee on Taxonomy of Viruses) ont été isolés: le VRS ovin (OVRS)
(Mallipeddi et Samal, 1993), et les orthopneumovirus porcin (SOV) (Hause et al.,
2016) et canin (CPV) (Song et al,, 2021).
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Figure 1: Arbre phylogénétique de I'ordre Mononegavirales. Cet arbre est basé sur les aligne-
ments de séquences en acides aminés des polymérases virales. Figure adaptée de (Ortega et al.,
2019).
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1.2 EPIDEMIOLOGIE
1.2.1 Populations touchées et circulation

Le VRS est la principale cause d'infections respiratoires aigués chez I'enfant dans
le monde, et tous les enfants sont infectés avant I'age de 2 ans (Glezen et al,,
1986). A titre d'exemple; en 2019, 33 millions de cas d'infections respiratoires
aigués chez les enfants de moins de 5 ans ont été imputés au VRS, conduisant a
des hospitalisations dans 10% des cas et a 100 000 déces. A noter que la plupart
des déces liés au VRS survient dans les pays a faible Produit Intérieur Brut (PIB)

(Li et al, 2022) (Figure 2).

H. influenzae
5.9%(3.8,8.5)

Rhinovirus . O
7.5%(5.8,10.1)
o Staph ‘
2.7%(1.5,4.3)
hMPV ( .
7.5% (5.9, 9.5) neumococcus
6.7%(5.1,8.5)
. O
Parainfluenza P. jirovecji
7.4% (5.3, 9.3) 2.0%(0.9,5.3)
o O
Influenza B
2.0%(11,3.2) 5.9%(3.9,8.3)

RSV

31.1%(28.4, 34.2)

Figure 2 : Les principales causes de pneumonie sévére chez I'enfant, par ordre d'importance :
Virus Respiratoire Syncytial, Rhinovirus, Métapneumovirus humain (HMPV), virus parainfluenza,
Pneumocoque (Streptococcus pneumoniae), Haemophilus influenzae, Tuberculose (Mycobacterium
tuberculosis), Staphylococcus aureus, virus de la grippe (Influenza) et Pneumocystis jirovecii. Ces
pourcentages sont des moyennes obtenues dans sept pays (Gambie, Mali, Kenya, Zambie, Afrique
du Sud, Bangladesh et Thailande). Données adaptées de : http://perchresults.org/, PERCH, 2019.
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Les réinfections sont courantes tout au long de la vie, entrainant des symptomes
bénins, similaires a ceux d'un rhume. Toutefois, pour les adultes présentant des
facteurs de risques tels que des problémes cardiaques ou respiratoires, le VRS
représente une menace équivalente a celle de la grippe saisonniere (Falsey et al.,
2021). De méme, les infections peuvent conduire a des détresses respiratoires
aiglies chez les personnes agées et les personnes immunodéprimées. Ainsi, en
2015 dans le monde, 1,5 millions de cas d'infections au VRS ont été signalés chez
I"adulte, avec environ 215 000 d'hospitalisation. (Shi et al., 2020).

Dans les régions tempérées, les épidémies de VRS sont saisonnieres, avec des
flambées épidémiques pendant la période hivernale (Midgley et al., 2017). Cette
saisonnalité ne se retrouve pas dans les pays chauds, ou des flambées épidé-
miques peuvent apparaitre tout au long de I'année, particulierement pendant les
saisons humides (Paynter, 2015).

Toutefois, lors de la pandémie du COVID-19, les consignes sanitaires mises en
place pour limiter la dissémination du SARS-CoV-2 (distanciation sociale, ferme-
ture des services publics, port du masque, etc...) ont conduit a une forte diminu-
tion de la transmission des autres virus respiratoires, notamment le VRS (Nawrocki
etal, 2021). Le caractere saisonnier de I'épidémie au VRS a ainsi changé, avec des
cas d'infections en période estivale suite a la levée des restrictions sanitaires (Fi-
gure 3). D'autre part, les prédictions anticipant des flambées épidémiques plus
importantes suite a cette période (Baker et al., 2020) ont été confirmées, avec une
augmentation importante du taux d'hospitalisation des enfants en bas age sur la
saison 2022-2023 (RSV-NET Interactive Dashboard | CDC) (Figure 3).
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Figure 3 : Ratio d’hospitalisation pour 100 000 enfants entre 0 et 4 ans, depuis 2018 aux Etats-
Unis. Données actualisées le 19/07/2023. Figure adaptée a partir de RSV-NET Interactive Dash-

board | CDC.

1.2.2 Infection et maladies associées

Le VRS est transmis par voie aérienne (particules virales dans les gouttelettes de
sécrétions respiratoires) ou par contact direct avec une surface contaminée. Le
temps d'incubation peut varier entre 2 et 8 jours, et le malade reste contagieux
pendant 8 jours (Hall et Douglas, 1981). La réponse immunitaire au VRS est a
court ou moyen terme. En conséquence, tout adulte ou enfant de plus de 5 ans
posséde des anticorps contre le VRS, mais leur taux diminue quelques semaines
ou mois apres l'infection. Les réinfections sont donc fréquentes (Openshaw et
Tregoning, 2005 ; Russel et al., 2017).

Le premier site d'infection est généralement la paroi nasopharyngée. L'inflamma-
tion de la muqueuse déclenche des rhinorrhées. Dans certains cas plus graves,
comme chez les jeunes enfants ou les personnes a risque, I'infection peut se pro-
pager dans les voies respiratoires et causer des bronchiolites ou des pneumonies.
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La sévérité de l'infection est liée a la charge virale (Garcia-Maurifio et al., 2019),
mais surtout a une réaction immunitaire exacerbée et inadaptée. En effet, I'infec-
tion des cellules épithéliales par le VRS déclenche I'activation des récepteurs de
type Toll : TLR-2, TLR-3, TLR-4 et TLR-7 dans les poumons (Sartorius et al., 2021).
Cela conduit a la production de cytokines telles que I'interleukine-6 (IL-6), I'lL-8
ou encore les interférons de type | et Il (IFN) par les macrophages alvéolaires et
les cellules épithéliales. Ces signaux conduisent au recrutement vers les poumons
de cellules de I'immunité innée, comme les neutrophiles, les monocytes et les
cellules dendritiques (Openshaw et al., 2017). Plus spécifiquement chez les tres
jeunes enfants, l'infection induit une réponse immunitaire de type Th2 et Th17
conduisant a 'activation de neutrophiles et éosinophiles, associée a une inflam-
mation exacerbée, comparée a la réponse de type Th1 développée chez I'adulte
infecté (Lukens et al., 2010).

L'immunité conférée par les anticorps maternels protége I'enfant contre les infec-
tions graves liées au VRS (Piedra et al.,, 2003). Cependant, le transfert placentaire
d'anticorps entre la mere et I'enfant prend place entre les semaines 28 et 32 de
la grossesse, laissant les enfants prématurés tres exposés a des formes séveres de
I'infection (Citron et al., 2021).

Enfin, outre les complications respiratoires liées a I'infection, des enfants ayant
déclaré une bronchiolite ou une pneumonie sévere seraient sujets a des compli-
cations a long terme, comme des sifflements respiratoires, des otites, ou de
I'asthme (Sigurs et al., 2010). Des travaux ont démontré que I'absence d'infection
par le VRS dans la premiere année de vie réduisait les risques de développer de
I'asthme a 5 ans (Billard et Bont, 2023). Toutefois, le lien de causalité entre I'infec-
tion au VRS et ces complications n'a toujours pas été démontré (Brunwasser et
al., 2020), et aucune étude a long terme sur le développement de I'asthme lié au
VRS n’a été conduite pour le moment.
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1.3 LA PARTICULE VIRALE

Le VRS posséde un génome a ARN simple brin non-segmenté de polarité néga-
tive, d'environ 15,2 kb. De part et d'autre du génome, des séquences promotrices
partiellement complémentaires ont été décrites. La séquence Leader, en amont
du premier gene (géne NS1), permet la fixation de la polymérase, afin d'initier la
transcription des ARN messagers viraux et la synthese de I'ARN anti-génomique
(+). La séquence Trailer, en aval du dernier gene (L), permet d'initier la réplication
du brin d’ARN génomique (-).

Le génome contient dix genes qui codent pour onze protéines, le gene M2 con-
tenant deux cadres ouverts de lecture (Fearns et Collins, 1999) (Figure 4A). Chaque
gene est encadré par des séquences d'initiation et d'arrét de transcription : sé-
quences gene start (GS) et gene end (GE) respectivement. Ces genes codent pour
les deux protéines non-structurales NS1 et NS2 interférant avec le systéme im-
munitaire de I'hote, huit protéines structurales présentes dans la particule virale
et enfin la protéine M2-2.

Le VRS est un virus enveloppé dont la membrane est issue de la membrane des
cellules infectées (Figure 4B). Les particules virales du VRS sont pléiomorphes,
avec des formes filamenteuses (200 nm a 2 ym) ou sphériques (diametre de 100
nm a 1 um) (Liljeroos et al., 2013) (Figure 4C). La membrane contient trois pro-
téines transmembranaires : la glycoprotéine (G), qui permet I'attachement aux
cellules de I'h6te (Levine et al., 1987), la protéine de fusion (F) interagissant avec
les récepteurs cellulaires et responsable de la fusion entre la particule virale et la
membrane cellulaire (Walsh et Hruska, 1983), et la petite protéine hydrophobe
(SH), canal ionique dont la fonction n’est pas clairement définie mais qui pourrait
participer a la modulation de la réponse immunitaire (Russel et al,, 2015 ; Trian-
tafilou et al.,, 2013).
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Figure 4 : Génome et particule virale du VRS. (A) Schéma du génome du VRS, chaque boite re-
présente un géne. (B) Schéma de la particule virale du VRS. Figure adaptée de (Decool et al,
2021). Les protéines structurales sont représentées a droite du schéma. (C) Tomographies de par-
ticules virales du VRS, mettant en évidence une morphologie pléiomorphe filamenteuse (gauche)
ou sphérique (droite). Figure adaptée de (Liljeroos et al., 2013).

La face interne de la membrane de la particule virale est recouverte par la protéine
de matrice (M), qui joue un réle essentiel dans I'assemblage des nouveaux virions
(Marty et al., 2004).

Le génome du VRS est encapsidé par la nucléoprotéine (N). Ce complexe N-ARN
forme une nucléocapside (NC) hélicoidale (Bakker et al., 2013). Cette NC est as-
sociée a la polymérase virale (L), responsable de la réplication et la transcription
du génome, a la phosphoprotéine (P), cofacteur de la L, et a la protéine M2-1 qui
est un facteur d'élongation de transcription (Collins et al, 1996). A noter que la
protéine M2-2, qui serait impliquée dans I'activation de la réplication, n’est quant
a elle pas retrouvée associée a la particule virale (Bermingham and Collins, 1999).
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1.3.1 Les protéines du complexe polymérase

L'activité de la polymérase L requiert son interaction avec la phosphoprotéine P,
qui médie son recrutement a la NC. D'autre part, la transcription du VRS dépend
du recrutement par P de la protéine M2-1. Le fonctionnement de ce complexe
protéique repose par conséquent sur de nombreuses interactions protéine-pro-
téine hautement spécifiques et transitoires, au sein desquelles la protéine P joue
le rOle central de connecteur entre les différents partenaires.

Ces dernieres années ont été marquées par la caractérisation structurale des
quatre protéines du complexe polymérase, seules ou en complexe. Les para-
graphes suivants décrivent ces différentes protéines et leur role respectif au sein
du complexe.

1.3.1.1 La phosphoprotéine P

La phosphoprotéine P (241 acides aminés, 27 kDa), est composée d'un domaine
central d'oligomérisation (OD) lui permettant de former des tétrameres (Castagné
et al,, 2004; Gilman et al., 2019; Llorente et al., 2008, Llorente et al., 2006; Pereira
et al, 2017) (Figure 5), et de domaines N-terminaux (NTD) et C-terminaux (CTD)
intrinsequement désordonnés. Différents sites de phosphorylation ont pu étre
identifiés sur P (Barik et al., 1995; Navarro et al., 1991; Sanchez-Seco et al.,, 1995).
Toutefois, le role de ces modifications post-traductionnelles est inconnu a I'heure
actuelle, les mutations de ces résidus n'inhibant pas la réplication et la transcrip-
tion virales (Lu et al.,, 2002; Villanueva et al., 2000).

Les domaines N- et C-terminaux de P, capables d'adopter une structure secon-
daire lors de l'interaction avec d'autres protéines du complexe polymérase (Cas-
tagné et al,, 2004 ; Noval et al,, 2016 ; Pereira et al, 2017 ; Simabuco et al., 2011),
jouent un role majeur dans les modulations d'interactions au sein du complexe
polymérase. Plus spécifiquement au niveau de sa partie N-terminale, les résidus
(1-40) et (90-110) de P sont respectivement impliqués dans les interactions avec
la forme monomérique de N (N°) (Galloux 2015 ; Esneau 2019) et avec M2-1 (Tran
et al,, 2009; Blondot et al., 2012). En outre, il a également pu étre montré que ce
bras N-terminal interagit avec la phosphatase cellulaire PPl impliquée dans la dé-
phosphorylation de M2-1 (Richard et al., 2018), et participe a l'interaction de P
avec la protéine de matrice M (Bajorek et al., 2021). L'extrémité C-terminale de P
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est quant a elle impliquée dans l'interaction avec L, (Sourimant et al., 2015 ; Gil-
man et al, 2019) (Figure 5), et la NC (Tran et al,, 2007, Galloux et al., 2012.
Ouizougun-Oubari et al., 2015).

241

0
N b

NC
N ™~

Figure 5 : Structure d'un tétramére de P. Les régions d'interaction avec les protéines virales N°,
M2-1, NC, L, M et la phosphatase cellulaire PP1 sont indiquées par des cercles. Adapté de (Pereira
et al, 2017).
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1.3.1.2 La polymérase L

La polymérase L du VRS est une ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp, RNA-
Dependent RNA-Polymerase), de 250 kDa, responsable de la transcription et la
réplication du génome viral. Cette protéine présente cing domaines fonctionnels
et structuraux : un domaine RdRp, un domaine polyribonucléotidyltransférase
(PRNTase) qui permet de synthétiser la coiffe 5 des ARN messagers (ARNm) vi-
raux, un domaine connecteur (CD, Connector Domain), un domaine méthyltrans-
férase (MTase) responsable de la méthylation de la coiffe des ARNm, et un do-
maine C-terminal (CTD, C-Terminal Domain) dont la fonction reste a déterminer
(Gilman et al,, 2019). Les différentes activités enzymatiques de L ne seront pas
détaillées dans le cadre présent. Toutefois, il est important de noter que les sites
actifs de L représentent autant de cibles thérapeutiques d'intérét.

La structure des domaines RdRp et PRNTase, en interaction avec un tétramere de
P, a été résolue par cryo-microscopie électronique (cryo-EM) (Gilman et al., 2019)
(Figure 6). Cette structure a permis de mettre en évidence la complexité de l'inte-
raction L-P, chaque bras C-terminal de P (tétramére) adoptant une structure dif-
férente au contact de la L.
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Figure 6 : Structure cryo-EM du complexe L-P. (A) Représentation schématique des séquences
de L et P et de leurs sous-domaines structuraux. Les schémas ne sont pas a |'échelle. (B) Structure
cryo-EM du complexe L-P (PDB: 6PZK, Gilman et al, 2019). Les domaines RdRp et PRNTase sont
colorés suivant le code couleur du schéma de la séquence. Chaque monomeére de P est coloré
dans une nuance de rose.
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1.3.1.3 La nucléoprotéine N

La nucléoprotéine N (391 acides aminés, 44 kDa), serait présente sous deux
formes au cours du cycle viral : la forme néosynthétisée monomérique N°, et la
forme oligomérique liée a I'’ARN viral appelée nucléocapside (NC).

La structure de la N recombinante exprimée en E. coli et purifiée sous forme d'an-
neaux composés de dix protomeres complexés a I'’ARN a pu étre déterminée par
cristallographie en 2009 (Tawar et al., 2009) (Figure 7B). Cette structure a mis en
évidence la présence de deux domaines globulaires, un domaine N-terminal
(NTD) et un domaine C-terminal (CTD), principalement composés d'hélices-a et
reliés par une région charniere. Au niveau de la région charniere, l'interface entre
NTD et CTD forme le sillon d'interaction avec I'ARN, chaque protéine N fixant sept
nucléotides (Tawar et al., 2009). Enfin, les extrémités N- et C-terminales de N (N-
et C-terminal arm), composées d'environ 30 résidus, jouent un role majeur dans
I'interaction entre protomeéres Ni-Ni+1 et Ni-Ni-1 (Figure 7B).

Tres récemment, la structure par cryo-EM d'hélices de N recombinante, exprimée
en cellules d'insecte, a été résolue (Figure 7C). Cette structure met en évidence
une organisation atypique des hélices de VRS comparée a celle des autres Mo-
nonegavirales, avec en particulier une orientation différente des protomeres de N
par rapport a I'axe de I'hélice, répétée tous les deux tours d'hélice (Gonnin et al,
2023). Cette orientation des protomeres induit une accessibilité a I'’ARN différente
en fonction du protomere considéré, qui pourrait jouer un réle dans I'activité de
la polymérase.

La protéine N présente une forte tendance a s'oligomériser couplée a une forte
affinité pour I'ARN. Au cours du cycle viral, la N néosynthétisée doit par consé-
quent étre maintenue monomérique et libre d’ARN (forme N°) afin d’encapsider
spécifiquement les génomes et antigénomes du VRS. Le maintien de la forme N°
dépend de son interaction avec la protéine P, qui agit ici comme un chaperon
moléculaire (Figure 7D). Dans cette conformation, les résidus N-terminaux de P
se fixent sur le CTD, empéchant l'interaction du bras N-terminal d'un autre pro-
tomere de N (Galloux 2015, Esneau 2019) (Figure 7D). Cette compétition d'inte-
ractions inhiberait I'oligomérisation de N. D'autre part, il a pu étre montré que
sous la forme N°, le bras C-terminal de N se replie au niveau du sillon d'interaction
avec I'’ARN, inhibant ainsi I'encapsidation (Esneau 2019). Si la structure de la forme
N° du VRS n’est toujours pas déterminée a ce jour, la structure cristallographique
de la N° de HMPV corréle avec ces observations (Renner et al., 2016 ).
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Figure 7 : Structures de la nucléoprotéine N. (A) Schéma de la séquence de N mettant en évidence
les sous-domaines structuraux. (B) Structure cristallographique d'un anneau de N-ARN (PDB:
2WJ8, Tawar et al., 2009). Un protomere de N est coloré suivant le code couleur utilisé en (A), les
autres protoméres sont en gris, I'ARN est en noir. (C) Structure cryo-EM de la nucléocapside du
VRS (Gonnin et al, 2023), un protomere est coloré suivant le code couleur utilisé en (A, B). (D)
Modele d'un monomere de N° en interaction avec les 40 premiers résidus de P. Le protomere de
N (résidus 31-382) est coloré en bleu, le bras C-terminal de N (résidus 383-391) est coloré en rose,
et le peptide de P est coloré en vert (d’'aprés Esneau et al,, 2019).
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1.3.1.4 La protéine M2-1

La protéine M2-1 (194 résidus, 22 kDa) comporte un domaine de fixation au zinc
(ZBD, Zinc Binding Domain), un domaine de tétramérisation (OD), un domaine
globulaire (domain core), et une région désordonnée de vingt acides aminés C-
terminale (Blondot et al,, 2012; Tanner et al., 2014). M2-1 présente deux sites de
phosphorylation, sur les sérines 58 et 61 (Cartee and Wertz, 2001) (Figure 8).

Le tétramere de M2-1 joue le role d'anti-terminateur de transcription. En effet, au
cours de la transcription, la polymérase L a tendance a se décrocher du génome
en fin de géne, au niveau des séquences GE. Ceci expliquerait le gradient d'ex-
pression des genes viraux en fonction de leur position sur le génome. Si ces ob-
servations ont été récemment remises en question, il a néanmoins pu étre dé-
montré que M2-1 est nécessaire a I'expression de I'ensemble des genes viraux, et
favoriserait la processivité de la polymérase L le long du génome viral, (Collins et
al, 1996 ; Fearns and Collins, 1999 ; Hardy and Wertz, 1998 ; Sutherland et al,
2001). M2-1 interagit avec la protéine P et les ARNm viraux. Plus spécifiquement,
un site d'interaction a I'ARN a été identifié sur le domaine ZBD (Gao et al., 2020),
et un second site de fixation a I'ARN a été caractérisé sur le domaine core (Blondot
et al, 2012). Ce second site est proche et chevauchant avec celui de fixation de la
P (Blondot et al., 2012).

Le mécanisme d'action de M2-1 reste mal caractérisé. Au cours du cycle viral, la
protéine M2-1 est recrutée au sein des usines virales via son interaction avec la
protéine P. Cette interaction induit la déphosphorylation de M2-1, médiée par la
phosphatase cellulaire PPI recrutée par P. Cette déphosphorylation conduit a une
transition d'interaction M2-1-P vers M2-1 ARNm (Richard et al., 2018).
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Figure 8 : Structure de la protéine M2-1. (A) Schéma de la séquence de M2-1 (gauche) et struc-
ture cristallographique d'un protomére de M2-1 (PDB : 6GOY, Selvaraj et al, 2018) (droite). Les
sous-domaines structuraux sont indiqués. (B) Structure cristallographique d'un tétramere de M2-
1 (PDB : 4C3D, Tanner et al,, 2014). Chaque protomere de M2-1 est dans une couleur différente.
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1.3.2 La protéine M et les protéines de I'enveloppe virale

Le VRS est un virus enveloppé dont |'assemblage dépend de la protéine de ma-
trice M. La membrane contient trois protéines virales : la petite protéine hydro-
phobe (SH), la glycoprotéine (G) et la protéine de fusion (F). En particuliers, les
protéine G et F jouent un réle clé dans I'entrée du virus dans la cellule hote, et
représentent en conséquence des cibles thérapeutiques d'intérét.

1.3.2.1 La protéine de matrice M

La protéine M joue un rdle central dans |'assemblage de la particule virale. La
structure cristallographique de dimeres de M (29 kDa) a été obtenue en 2015
(Forster et al, 2015) (Figure 9), révélant une organisation structurale trés proche
de celle des autres virus de I'ordre Mononegavirale (Dessen et al., 2000 ; Neumann
et al, 2009 ; Battisti et al, 2012 ; Leyrat et al., 2014). M est composée de deux
domaines composés d'hélices alpha et feuillets béta, reliés par une région cen-
trale désordonnée.

Différents états d'oligomérisation de M ont été caractérisés (Money et al., 2009).
Toutefois, des données ont montré que la forme dimérique est indispensable au
bourgeonnement (Forster et al., 2015). Le passage de la forme dimere a des ni-
veaux plus importants d'oligomérisation, lorsque M est en contact avec la mem-
brane cellulaire, déclencherait la formation de nouvelles particules virales (Harri-
son et al., 2010).

Figure 9 : Structure du dimere de M, issue de (PDB : 4V23, Forster et al., 2015). Chaque protomere
est coloré différemment.
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1.3.2.2 La petite protéine hydrophobe (SH)

La petite protéine hydrophobe SH, peu abondante dans les particules virales, est
un canal ionique dont la fonction n'est pas clairement comprise a ce jour.

Il a pu étre observé que cette protéine s'accumule dans les cellules infectées au
niveau de |'appareil de Golgi (Rixon et al., 2004), suggérant une activité sur les
voies de sécrétions des cellules infectées. Cependant, aucune donnée ne confirme
cette hypothése actuellement.

Des résultats suggerent également que SH joue un role d'auxiliaire lors de la fu-
sion (Heminway et al., 1994; Perez et al., 1997; Techaarpornkul et al, 2001) a tra-
vers son interaction avec la protéine de fusion F (Feldman et al., 2001). Toutefois,
la protéine SH n’est pas indispensable pour la réplication du VRS et la formation
de nouvelles particules virales.

Plus certainement, la protéine SH pourrait jouer un role dans les mécanismes
d'évasion du virus au systeme immunitaire de I'h6te (Bukreyev et al, 1997). En
effet, chez I'animal infecté, la déplétion du géne codant pour SH entraine une
atténuation de la réplication virale, indiquant son rdéle dans la pathogénicité
(Techaarpornkul et al., 2001). Enfin, des travaux ont démontré que SH inhibe les
processus d'apoptose dans les cellules infectées (Fuentes et al, 2007), mais le
mécanisme exact de cette inhibition reste inconnu.
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1.3.2.3 La glycoprotéine (G)

Cette protéine membranaire permet I'attachement aux cellules de I'hote, et favo-
rise I'entrée du virus dans la cellule. Deux formes de G sont produites par les
cellules infectées : une forme « longue » qui exerce la fonction d'attachement (Le-
vine et al,, 1987), et une forme « tronquée » sécrétée (sG) qui agit comme un
leurre pour le systeme immunitaire (Hendricks et al., 1987). En effet, la séquence
codant la glycoprotéine G contient un codon AUG alternatif qui donne lieu a une
transcription alternative. Dans la séquence compléete, cet AUG code le résidu
Met48, localisé dans le domaine transmembranaire (Roberts et al., 1994). La forme
tronquée de la protéine subit une protéolyse, conduisant a la libération du do-
maine extracellulaire de son ancrage a la membrane plasmique (Hendricks et al,,
1988) (Figure 10).

La glycoprotéine G est une protéine transmembranaire de type Il d’environ 300
acides aminés, dont la taille varie entre les souches de VRS. Le domaine extracel-
lulaire contient deux régions variables analogues a la mucine, une région centrale
fortement conservée et une région de fixation a I'héparine (Figure 10). La se-
quence de la glycoprotéine G est la moins conservée du génome du VRS, les ré-
gions analogues a la mucine constituant des déterminants pour les souches de
VRS (Mufson et al., 1985).

Le domaine extracellulaire subit des modifications post-traductionnelles sous la
forme de glycosylations, qui représentent 60% de la masse moléculaire de la pro-
téine (Satake et al., 1985 ; Wertz et al., 1985). Les régions analogues a la mucine
contiennent pres de 35% de sérines et de thréonines et sont intrinsequement
désordonnées (Wertz et al., 1985).

La région centrale de 26 acides aminés varie en fonction de la souche virale mais
contient treize acides aminés strictement conservés qui se superposent en partie
a un domaine chimiokine. Ce domaine contient quatre cystéines s'associant pour
former un motif CX3C (Gorman et al., 1997). La structure de la région centrale de
la glycoprotéine G a été résolue par RMN (Sugawara et al., 2002) mais la structure
complete de la glycoprotéine G est inconnue pour le moment.
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Figure 10 : Structure de la glycoprotéine G. (A) Schéma de la séquence de G, chaque domaine
est représenté par une boite. Nt = domaine cytoplasmique N-terminal, TM = domaine transmem-
branaire (B) Schéma des deux isoformes de G, figure adaptée de (Battles et McLellan, 2019) (C)
Structure de la région centrale de G portant le motif CXsC, résolue par (Sugawara et al,, 2002).
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1.3.2.4 La protéine de fusion (F)

La protéine F médie I'entrée du virus dans la cellule en interagissant avec diffé-
rents récepteurs (décrits dans la section 1.4.1.1 de ce manuscrit), et induit la fusion
entre membrane cellulaire et virale, nécessaire a la libération du génome viral
dans le cytoplasme de la cellule hote.

La protéine F est une protéine transmembranaire de type | de 574 acides aminés
qui partage des similarités de structure avec d'autres protéines de fusion de Pa-
ramyxoviridae (Yin et al,, 2005 ; Yin et al., 2006). La F est exprimée sous la forme
d'un précurseur Fo. Lors de sa maturation, Fo est clivée sur deux sites séparés de
27 acides aminés, libérant le peptide 27 (pep27) (Figure 11A) (Zimmer et al., 2001).
Cet événement a lieu au niveau du trans-Golgi lorsque F est transportée vers la
membrane plasmique, et est effectué par une protéase de type furine (Collins et
Mottet, 1991). La maturation de Fo géneére ainsi deux sous-unités : I'extrémité C-
terminale Fq (résidus 137 a 574), et I'extrémité N-terminale F, (résidus 26 a 109)
de masses respectives 50 kDa et 15 kDa. Ces deux sous-unités sont connectées
par deux ponts disulfures (Figure 11) (Bolt et al., 2000). Trois protomeres de F
s'associent ensuite pour former une protéine trimérique mature.

Une fois mature, la protéine de F adopte sa conformation pré-fusion, de forme
sphéroidale (McLellan et al,, 2013). Dans cette conformation, le peptide de fusion
(FP), situé a lI'extrémité N-terminale de la sous-unité F1, est enfoui dans la cavité
centrale de la protéine (Figure 11B). La conformation pré-fusion de F possede une
faible énergie d'activation. En conséquence, cette forme instable présente une
forte propension a changer de conformation vers la forme post-fusion (Liljeroos
etal, 2013 ; Killikelly et al., 2016). Lors du changement de conformation de la pré-
fusion vers la post-fusion, le peptide de fusion est exposé en surface, a distance
de I'enveloppe virale, permettant son insertion dans la membrane cellulaire. (Fi-
gure 11B).
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Figure 11 : Structure de la protéine de fusion F. (A) Séquences de la protéine de fusion F du VRS
avant et aprés maturation. Fo= forme précurseur non mature, F; et Fo= les deux sous-unités de la
protéine mature, SP= peptide signal, TM= domaine transmembranaire, FP= peptide de fusion,
CT= domaine cytoplasmique C-terminal (cytoplasmic tail), HRA et HRB= régions de répétition
d’'heptades. (B) Structures 3D des triméres de F du VRS sous formes pré-fusion (1) (PDB : 3RRR,
McLellan et al,, 2011), et post-fusion (2) (PDB : 4JHW, McLellan et al, 2013), et des protomeéres
pré-fusion (3) et post-fusion (4). Figure adaptée de (Battles et McLellan, 2019).
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Le changement de conformation de la F induit également I'association sous forme
d’'épingle trimérique des répétitions d’heptades situées aux extrémités N- et C-
terminales de la sous-unité F1 (Figure 11). Ces épingles permettent le rapproche-
ment des deux membranes pour effectuer la fusion.

L'ensemble du processus de changement de conformation de la protéine de F est
irréversible, la conformation post-fusion étant extrémement stable avec un point
de fusion supérieur a 90°C (McLellan et al., 2011). D'autre part, le différentiel
d'énergie libre entre les deux conformations de la protéine F est suffisant pour
déstabiliser et fusionner les deux membranes juxtaposées. Ce processus, indé-
pendant du pH (Srinivasakumar et al., 1991), explique la formation de syncytia en
culture cellulaire.
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1.4 LE CYCLE VIRAL

Le VRS effectue I'intégralité de son cycle dans le cytoplasme des cellules infectées.
Le processus d'entrée du virus dans la cellule s'effectue en deux étapes : attache-
ment de la particule virale a la cellule héte puis fusion des membranes virales et
cellulaires (Figure 12). Comme précédemment évoqué, ces deux étapes sont mé-
diées par les protéines F et G.

Apres fusion, le complexe ribonucléoprotéique (RNP, contenant NC, L, P, et M2-
1) est libéré dans le cytoplasme (Figure 12). La réplication et la transcription se
déroulent au sein de structures viro-induites appelées corps d’inclusion cytoplas-
miques (IBs, pour inclusion bodies) ou usines virales (Rincheval et al., 2017) (Figure
12). Les IBs contiennent I'ensemble des ARNm viraux, concentrés avec M2-1 au
sein de sous structures (IBAG pour IB associated granule). Ces ARNm sont ensuite
exportés vers le cytoplasme de la cellule. La traduction des ARNm viraux s'effec-
tue grace a la machinerie cellulaire d'expression des protéines (Figure 12). En par-
ticulier, les protéines transmembranaires virales (F, G et SH) sont exprimées a tra-
vers le systeme Réticulum Endoplasmique (RE) et I'appareil de Golgi avant d'étre
acheminées a la membrane plasmique.

Enfin, I'assemblage de nouvelles particules virales et le bourgeonnement pren-
nent place a la membrane plasmique (Figure 12).
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Figure 12 : Schéma du cycle viral du VRS. IB : Inclusion Body (corps d'inclusion cytoplasmique),
IBAG : Inclusion Body Associated Granule (granule associée au corps d'inclusion). Figure adaptée

de (Decool et al.,, 2021). Les protéines virales sont représentées suivant le code couleur de la figure
4.
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1.4.1 Entrée dans la cellule

Le tropisme du VRS est tres restreint dans I'organisme, il se limite aux cellules
épithéliales ciliées des voies respiratoires, ainsi qu'au pneumocytes de type |
(Johnson et al,, 2007). Le VRS peut également infecter des macrophages alvéo-
laires mais l'infection n’est, dans ce cas, pas productive (Heyckers et al., 2019).

1.4.1.1 Attachement

Lors de l'infection, le role principal de la protéine G est de permettre aux parti-
cules virales d'entrer en contact avec les cellules de I'hote.

La glycoprotéine G est porteuse d'un domaine de fixation a I'héparine (HBD,
Heparin Binding Domain) (Figure 10), qui lui permet d'interagir avec les glycosa-
minoglycanes (GAGs) présents a la surface de nombreuses cellules (Krusat et
Streckert, 1997). L'absence de ce domaine chez des variants de G n'abolit cepen-
dant pas l'interaction avec les GAGs, suggérant une interaction avec d'autres ré-
gions de la protéine G (Escribano-Romero et al., 2004). A noter que la faible abon-
dance de GAGs a la surface des cellules épithéliales ciliées des voies respiratoires
remet en doute leur importance dans I'étape d'attachement du virus a la cellule
hote (Johnson et al., 2015).

Un autre partenaire d'interaction avec G est le récepteur de chimiokine CX3C
(CX3CR1). Ce récepteur est exprimé par différents types cellulaires dont des cel-
lules épithéliales et endothéliales (Imai et al., 1997 ; Kim et al.,, 2011). Il est exprimé
dans les poumons par les cellules épithéliales ciliées (Jeong et al.,, 2015 ; Anderson
et al., 2020). Dans la séquence de la protéine G se trouve un motif CX3C analogue
a celui présent dans la séquence de la fractalkine, le ligand principal de CX3CR1
(Tripp et al., 2001 ; Kim et al, 2011). Lors de I'infection au VRS, le domaine CX3C
de la protéine G se fixe au récepteur CX3CR1 a la fois in vitro mais aussi in vivo
(Jeong et al,, 2015 ; Anderson et al., 2020 ; Green et al,, 2021). Les GAGs sont peu
exprimés dans les cellules de I'épithélium respiratoire humain, CX3CR1 est donc
un candidat d'interaction avec G plus crédible que les GAGs in vivo (Anderson et
al,, 1988 ; Johnson et al,, 2015 ; Anderson et al., 2020 ; Green et al., 2021).

Toutefois, la protéine G n'est pas indispensable a I'infection, la délétion des genes
codant les protéines G et SH permettant la réplication du virus en culture cellu-
laire (Karron et al., 1997 ; Techaarpornkul et al., 2001). Ces données indiquent que
F suffit pour médier I'attachement aux cellules de I'hote.
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Il a ainsi été démontré que F interagit avec les GAGs (Feldman et al., 2000). Diffé-
rentes études ont également permis d'identifier des récepteurs de F qui pour-
raient jouer un réle dans I'attachement et/ou la fusion du VRS avec la cellule hote.
Premierement, des données suggerent une interaction entre F et I'Intercellular
adhesion molecule 1 (ICAM1) (Behera et al, 2001). Les niveaux d’expression de
ICAM1 augmentent significativement dans les cellules lors de l'infection au VRS
(Arnold et Konig, 1996 ; Wang et al., 2000), contribuant a I'inflammation et a I'obs-
truction des voies respiratoires (Stark et al, 1996). Un autre récepteur potentiel
pour le VRS est |'Epidermal growth factor receptor (EGFR) (Currier et al., 2016). Une
augmentation de I'expression d'EGFR a été observée lors de l'infection au VRS,
associée a une augmentation de la macropinocytose (Krzyzaniak et al., 2013). En-
fin, des données suggerent une interaction entre F et la nucléoline (Tayyari et al,
2011 ; Mastrangelo et al., 2021). Malgré les faibles niveaux d'expression de la nu-
cléoline a la membrane cellulaire, cette protéine possede une demi-vie tres courte
(<1 heure), et la présence de nucléoline a la membrane rend possible son inte-
raction avec F (Hegele, 2012).

Il faut noter que pour tous ces récepteurs et facteurs d'attachement, aucune in-
teraction biophysique ou biochimique n'a encore été démontrée.

1.4.1.2 Fusion

Une fois I'attachement a la cellule hote effectué, la fusion entre la membrane cel-
lulaire et la membrane virale doit avoir lieu pour permettre la libération du com-
plexe RNP dans le cytoplasme.

Deux mécanismes sont proposés pour décrire I'entrée du VRS dans les cellules.
Des travaux proposent que la fusion débute a la membrane plasmique dans des
régions riches en cholestérols (San-Juan-Vergara et al,, 2012). D'autres données
suggerent une entrée du virus par macropinocytose (Krzyzaniak et al., 2013).

D’autre part, le mécanisme détaillé de la fusion reste largement incompris. La pre-
miere hypothese considere la possibilité d'une activation mediée par I'interaction
avec un récepteur fonctionnel, par exemple la nucléoline (Figure 13). Cette hypo-
these reste a démontrer.
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Une hypothese alternative est I'absence de controle du VRS sur l'activation de la
fusion. En effet la forme pré-fusion de F est tres instable et change de conforma-
tion vers la forme post-fusion (Liljeroos et al., 2013). Il est par conséquent possible
que le taux de conversion basal entre pré-fusion et post-fusion suffise pour ef-
fectuer une fusion efficace du VRS avec la cellule, une fois que I'attachement a
suffisamment rapproché la membrane cellulaire de la membrane virale (Figure
13). Cette hypothese nécessite cependant d'étre démontrée.

Enfin, il est possible que la protéine G interagisse avec F pour la stabiliser dans la
conformation pré-fusion. Cette hypothese est remise en cause par la viabilité des
virions en I'absence de G et SH, et par la structure désordonnée de G (Leyrat et
al, 2014).
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Figure 13 : Modéles d'attachement et fusion du VRS médiés par la protéine F. La protéine de
fusion F peut interagir avec des facteurs cellulaires pour effectuer I'attachement du VRS a la cellule.
La protéine F peut aussi interagir avec un récepteur fonctionnel qui induirait un changement de
conformation de F. Enfin, F pourrait changer de conformation spontanément pour effectuer la
fusion. Figure adaptée de (Battles et McLellan, 2019).
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1.4.2 Les usines virales, ou corps d'inclusions cytoplasmiques

Apres libération du complexe RNP dans le cytoplasme de la cellule hote, la for-
mation de structures cytoplasmiques sans membranes est observée (Norrby et
al, 1970) (Figure 14). Ces structures nommeées corps d'inclusion cytoplasmiques
(IBs), sont retrouvées lors de l'infection par les virus de I'ordre des Mononegavi-
rales : HMPV (Cifuentes-Muioz et al., 2017), les virus parainfluenza 3 et 5 (HPIV3,
PIV5 respectivement) (Zhang et al.,, 2017 ; Carlos et al., 2009) le virus Nipah (NiV)
(Ringel et al.,, 2019), le virus de la rage (Lahaye et al., 2009), le virus de la rougeole
(MeV) (Zhou et al., 2019), le VSV (Heinrich et al., 2010), le virus Ebola (EBOV) (Hoe-
nen et al, 2012) et le virus de Marburg (MARV) (Kolesnikova et al., 2000). Long-
temps considérées comme des structures permettant de concentrer des produits
de dégradation issus de I'infection, plusieurs études récentes ont permis de dé-
montrer qu'il s'agit d'usines virales ou ont lieu les étapes de réplication et trans-
cription du génome viral (Rincheval et al., 2017). Il également pu étre montré que
ces structures sont des organelles liquides, dont la formation est induite par des
mécanismes de séparation de phase dépendants des interactions entre les pro-
téines N et P (Galloux et al.,, 2020).

A ce titre, les IBs concentrent I'ensemble des protéines du complexe polymérase
(N, P, L et M2-1) ainsi que I'’ARN génomique/anti-génomique et les ARNm viraux
(Rincheval et al.,, 2017). Une particularité du VRS est la présence, au sein des IBs,
de sous-compartiments appelés IBAGs ou se concentrent des ARNm viraux asso-
ciés a la protéine M2-1 (Rincheval et al., 2017) (Figure 14).

D’autres protéines virales ont également été retrouvées associées aux IBs, telles
que les protéines NS2 et M (Ghildyal et al., 2002 ; Weber et al., 1995). De méme,
différentes protéines cellulaires ont pu étre identifiées au sein des IBs : la phos-
phatase PP1 (Richard et al,, 2018), I'actine (Jeffree et al., 2007), les protéines cha-
perons HSP70 et HSP90 (Heat Shock Protein) (Munday et al., 2015; Radhakrishnan
et al, 2010), des protéines impliquées dans la réponse immunitaire innée (MDA5
et MAVS) (Lifland et al, 2012), et les protéines régulatrices de la transcription
poly(A)-binding protein (PABP) et eukaryotic translation initiation factor 4 G
(elF4G) (Rincheval et al., 2017).
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Ainsi, outre leur fonction dans la réplication/transcription virale, ces organelles
joueraient un role dans le contréle de la réponse immunitaire innée de I'hote,
ainsi que dans l'assemblage des nouvelles particules virales en tant que plate-
forme de sorties des génomes viraux néosynthétisés.
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Figure 14 : Les corps d'inclusion cytoplasmiques du VRS. (A) Observation de cellules infectées par
le VRS en microscopie électronique, mettant en évidence les IBs. Grossissement X24 000. Adapté
de (Norrby et al, 1970). (B) Images de cellules transfectées avec les protéines N, P, L et M2-1 du
VRS, associées a la GFP (Green Fluorescent Protein). Les noyaux sont marqués avec du Hoechst
33342. Des analyses de FISH (fluorescent in situ hybridation) permettent de visualiser les ARNm
poly(A). Les images de la colonne de droite mettent en évidence les IBAGs au sein desquels se
concentrent M2-1 et les ARNm viraux, mais desquels sont exclues L, N, et P. Echelle = 5 pm et 2

um pour les zooms (colonne de droite). Adapté a partir de (Rincheval et al., 2017).
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1.4.3 Réplication et transcription

La polymérase L effectue I'ensemble des activités catalytiques nécessaires a la
transcription et a la réplication du génome viral. A noter que le génome du VRS
étant constamment encapsidé par N, il est attendu que la NC « s'ouvre » de ma-
niére transitoire pour permettre a L d'accéder au génome (Galloux et al., 2012 ;
Garcia-Barreno et al,, 1996 ; Mallipeddi et al., 1996 ; Slack et Easton, 1998 ; Tran
et al,, 2007). Ce mécanisme reste toutefois a caractériser, mais implique que la
réplication dépende de la transcription et de la production de protéine N néo-
synthétisée et compétente pour I'encapsidation des antigénomes et génomes vi-
raux.

La transcription des ARNm viraux est initiée par la reconnaissance de la séquence
« leader » en 3’ du génome, a partir du troisieme nucléotide (Tremaglio et al.,
2013). Aucune amorce n'est nécessaire a la synthese, la synthese d’ARN serait
contrdlée par une boucle d'amorce située dans le domaine PRNTase de L. Apres
synthese et libération de la séquence leader, la L initie une nouvelle synthese
d'ARN sur le premier codon start. La transcription est séquentielle, chaque gene
étant flanqué de codons start et stop, en 3’ et 5' respectivement (Kuo et al., 1996).
Comme précédemment mentionné (voir partie 1.3.1.4) M2-1 est indispensable a
la transcription de I'ensemble des genes (Collins et al., 1996 ; Grosfeld et al., 1995).
Toutefois, si M2-1 favorise la processivité de L le long du génome, le mécanisme
d’action de M2-1 reste inconnu.

La L effectue la synthese des ARNm viraux ainsi que celle de la coiffe et la méthy-
lation des ARNm (Barik, 1993 ; Liuzzi et al., 2005) (Figure 15). La coiffe subit une
méthylation (N-7-méthylation) qui permet la reconnaissance par le facteur d'ini-
tiation de la traduction eucaryote 4F (EIF4F, eukaryotic translation initiation factor
4F) (Filipowicz et al., 1976). Les ARNm viraux subissent également une méthyla-
tion (2'-O-méthylation) sur les deux premiers nucléotides, signal moléculaire du
« s0i », évitant la reconnaissance par des senseurs tels que RIG-I et MDA5 (De-
varkar et al., 2016 ; Zust et al., 2011). Ainsi, les ARNm viraux ne sont pas différen-
ciables des ARNm cellulaires.
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Les mécanismes impliqués dans la régulation de la transition de I'activité trans-
criptase vers réplicase n‘ont toujours pas été caractérisés. Des données de la lit-
térature suggerent un role de la protéine M2-2 (Jin et al,, 2000 ; Bermingham et
Collins, 1999 ; Blanchard et al., 2020).

La réplication du génome viral peut s'initier sur deux sites : le dernier nucléotide
en 3’ de la séquence leader du génome pour synthétiser I'antigénome, ou le der-
nier nucléotide en 3’ de la séquence trailer de I'antigénome pour synthétiser le
génome (Braun et al., 2017 ; Mink et al., 1991). Lors de la réplication, les séquences
GS et GE sont ignorées, donnant lieu a la synthese complete du génome. L'anti-
génome est encapsidé par N au méme titre que le génome, et sert a la synthese
des génomes.
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Figure 15 : Réplication et transcription du VRS. Les géenes sont représentés par des boites de
couleurs différentes, chaque gene est encadré par les séquences GS (start, blanc) et GE (stop, noir).
Le génome et I'antigénome sont encapsidés par N (ovale gris). Le site d'initiation de la réplication
est indiqué par une fléeche marron, le site d'initiation de la transcription est indiqué par une fleche
verte.
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144 Assemblage et bourgeonnement

Les particules virales du VRS s'assemblent a la surface apicale de cellules épithé-
liales en formant des filaments (Ke et al,, 2018 ; Roberts et al.,, 1995). L'assemblage
au niveau de la membrane cellulaire requiert la présence des protéines P, M et F
du VRS. La dimérisation de M permet d'amorcer I'assemblage qui se poursuit
lorsque M s’oligomérise, permettant la maturation et la libération des particules
virales (Bajorek et al., 2014 ; Forster et al., 2015). Une analyse des particules virales
du VRS par cryo-tomographie électronique a récemment révélé la formation d'un
treillis hélicoidal de dimeres de M sous la membrane (Conley et al.,, 2022).

Les mécanismes exacts de |'adressage des protéines virales a la membrane plas-
mique et d'assemblage des particules virales sont encore largement incompris.
Le modele hypothétique de I'assemblage du VRS se base sur l'interaction en M
et le domaine C-terminal de la protéine de fusion F. P est supposé jouer le role
de connecteur a travers ses interactions avec M et la nucléocapside NC (Meshram
et al, 2016 ; Shaikh et al., 2012). De récents travaux suggérent qu’une interaction
entre M et les lipides de la membrane est nécessaire pour la production de par-
ticules virales (Swain et al., 2023, bioRxiv preprint).

D’autres travaux proposent I'existence d'évenements d'assemblage dans le cyto-
plasme des cellules infectées. En effet, ces travaux suggerent une co-localisation
de la glycoprotéine G avec '’ARN génomique du VRS au sein de vésicules d'as-
semblage cytoplasmiques (Blanchard et al., 2020 ; Vanover et al,, 2017 ; Vijaya-
krishnan et al., 2022, bioRxiv preprint).
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1.4.5 Controle de la réponse immunitaire

Le contrdle de la réponse immunitaire de I'hOte est un élément clé pour une ré-
plication virale efficace. Les protéines NS1 et NS2 jouent un r6le d'inhibition de
la réponse immunitaire. Il a été démontré que NS1 et NS2 ne sont pas indispen-
sables au VRS, mais que leur délétion conduit a des titres viraux réduits en culture
cellulaire (Teng et al., 2000 ; Teng and Collins, 1999).

Ces deux protéines perturbent la voie de signalisation MAVS (Mitochondrial An-
tiviral Signalling Protein). NS1 se fixe directement a MAVS et bloque son interac-
tion avec RIG-| (Boyapalle et al., 2012), tandis que NS2 interagit avec le domaine
CARD (Caspase Recruitment Domain) de RIG-I (Ling et al., 2009). Ces perturbations
inhibent les réponses interféron de la cellule (Spann et al,, 2005 ; Swedan et al.,
2011).

NS1 est également décrite pour son interaction avec la sous-unité 25 du com-
plexe médiateur (MED25) (Dong et al., 2022). MED25 permet l'interaction entre la
polymérase Il et certains facteurs de transcription. La fixation de NS1 a MED25
pourrait ainsi interférer avec les mécanismes de régulation de I'expression de cer-
tains genes de la cellule infectée.
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1.5 VACCINS ET TRAITEMENTS
1.5.1 Vaccins contre le VRS

L'historique du développement des vaccins contre le VRS est marqué par un essai
clinique désastreux ayant eu lieu dans les années 1960. Le virus inactivé au for-
maldéhyde évalué comme candidat vaccin chez I'enfant avait conduit au déces
de deux enfants, et induisait des formes graves de bronchiolite ou pneumonie
chez les enfants infectés suite a la vaccination. Ce candidat vaccin entrainait en
effet une réponse inflammatoire exacerbée, causant des cas graves de bronchio-
lite (Murphy et al., 1986 ; Openshaw et Tregoning, 2005).

Cet événement a alerté la communauté scientifique sur la complexité du déve-
loppement de vaccins contre le VRS, en particulier pour I'enfant. Le développe-
ment de ces vaccins a connu une accélération récente, mais les précautions prises
n‘'empéchent pas I'échec de certains candidats vaccins lors des essais cliniques
(Taylor, 2021 ; Madhi et al,, 2020 ; Novavax, 2019). Ainsi, 19 candidats vaccins
sont actuellement en cours de développement pour la prévention de l'infection
au VRS (RSV Vaccine and mAb Snapshot | PATH).

Tres récemment, trois vaccins ont cependant obtenu leurs Autorisations de Mise
sur le Marché (AMM) : deux vaccins dédiés aux personnes agées ou les adultes a
risque (AREXVY, GlaxoSmithKline et ABRYSVO, Pfizer), et un vaccin dédié aux
femmes enceintes (ABRYSVO, Pfizer). Ce dernier vaccin induit une immunisation
passive du nouveau-né jusqu’a 6 mois apres la naissance (Kampann et al., 2023).
Ce sont les premiers vaccins approuvés contre le VRS dans le monde (Walsh,
2023 ; Papi et al, 2023 ; Vidal Valero, 2023). La seule limitation a la vaccination
maternelle est son bénéfice réduit chez les prématurés, I'immunité maternelle
étant transmise principalement pendant les derniéres semaines de grossesse (Ci-
tron et al,, 2021).

Les durées d'immunisation apportées par ces vaccins sont incertaines. Des études
sont en cours pour déterminer avec certitude la durée de protection conférée par
les vaccins commercialisés en 2023. Il est néanmoins attendu que I'immunité mu-
cosale soit de court terme, nécessitant une administration annuelle du vaccin aux
personnes agées ou a risque. De méme, chaque grossesse nécessitera I'adminis-
tration du vaccin a la femme enceinte.
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Si la vaccination représente I'approche de prédilection pour lutter contre les in-
fections par le VRS, celle-ci reste néanmoins insuffisante, rendant nécessaire le
développement de stratégies préventives et curatives.

1.5.2 Anticorps monoclonaux

L'immunisation passive contre le VRS est une stratégie étudiée depuis de nom-
breuses années. La premiere approche a consisté en I'administration de gamma-
globulines polyclonales (RSV-IVIG, RespiGam) (Groothuis et al., 1993 ; Meissner
et al,, 2003), mais RSV-IVIG a été retiré du marché en 2004, apres |'apparition
d'effets secondaires importants.

En 1998, le palivizumab (Synagis, Astra-Zeneca) a été approuvé pour le traitement
préventif des enfants a risque (Gonzales et al., 2023 ; Fitzpatrick et al,, 2021). Le
palivizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre la protéine de
fusion F du VRS, ciblant I'épitope Il présent sur les deux conformations pré-fusion
et post-fusion. Cet anticorps posséde une demi-vie de 28 jours, une administra-
tion mensuelle est donc nécessaire pendant la saison de flambée épidémique du
VRS. Son prix important limite son utilisation aux enfants prématurés ou a risque
(Shahabi et al., 2018), et exclue son utilisation dans la plupart de pays. Enfin, des
études récentes ont mis en évidence une efficacité de protection limitée (50%)
(Pinquier et al., 2023).

Plus récemment, le nirsevimab (BEYFORTUS, Astra-Zeneca et Sanofi) a obtenu son
AMM. Le nirsevimab cible I'épitope @ de F, uniquement présent sur la forme pre-
fusion, et possede une bonne efficacité de protection contre le VRS (Griffin et al.,,
2020 ; Hammitt et al., 2022). De plus cet anticorps a un profil de toxicité meilleur
que le palivizumab (Astra-Zeneca, communiqué de presse 3 mars 2022, Nirse-
vimab significantly protected infants against RSV disease in Phase Il MELODY trial
(astrazeneca.com)) et surtout une demi-vie plus étendue que le palivizumab. Ce
nouveau traitement devrait s'avérer plus accessible (une seule injection pour la
saison), et plus efficace.

Le développement de mutants d'échappement est un risque potentiel de I'utili-
sation massive d'anticorps monoclonaux pour la prévention de I'infection au VRS.
Toutefois, concernant I'étude du nirsevimab, il a été démontré que le taux d'ap-
parition de mutants d'échappement était faible (Wilkins et al., 2023).
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1.5.3 Stratégies antivirales

A ce jour, un seul traitement antiviral est commercialisé contre le VRS : la ribavi-
rine, un analogue nucléosidique. Cependant son efficacité est tres discutée et sa
toxicité restreignent son utilisation aux cas graves d'infection au VRS chez des
personnes immunodéprimées (Ventre et al., 2007 ; Johnson et al., 1997 ; Turner et
al, 2014).

Les stratégies de traitements antiviraux contre le VRS impliquent une prise en
charge rapide, donc un diagnostic précoce. Dans les 24 a 48 heures qui suivent
I"apparition des symptomes, le VRS cause des dégats cytopathologiques directs,
dus a la réplication du virus dans les cellules épithéliales (fire damage, figure 16).
La réponse immunitaire de I'héte, principale cause des symptdmes séveres, prend
ensuite le relai et conduit a des dégats collatéraux (damage from fighting fire,
figure 16). Les stratégies antivirales doivent par conséquent prendre en compte
ce mécanisme pour adapter le traitement. Pendant les phases précoces de l'in-
fection, I'utilisation d'antiviraux est préconisée pour inhiber la réplication du virus,
et des stratégies d'immuno-modulation peuvent étre utilisées pour contrecarrer
les dégats créés par la réponse immunitaire (LOwensteyn et Bont, 2020).

Figure 16 : Stratégie antivirale et
d'immuno-modulation contre I'in-
fection au VRS. Le VRS cause des
dégats directs lors de sa réplica-
tion (fire damage), puis la réponse
immunitaire cause des dégats col-
latéraux (damage from fighting
fire) au niveau des voies respira-
toires. La stratégie optimale de
traitement pourrait combiner des
antiviraux pendant les premiéres
heures de l'infection (24-48h) puis
1o utilisation de traitement d'im-
Infection ‘ Symptoms muno-modulation. Figure adaptée
de (Langedijk et Bont, 2023).
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La plupart des composés antiviraux développés actuellement sont des inhibiteurs
de fusion, bloquant I'entrée du VRS dans les cellules. Le ziresovir (ARK Biophar-
maceutical) est en cours d’'obtention d'une AMM en Chine aprés des résultats de
phase Il positifs (GlobeNewswire, 2022 press release). Un autre composé, le sisu-
natovir (RV521) est entré en phase lla aprées de bons résultats lors de challenges
contre le VRS chez I'humain (DeVincenzo et al., 2020).

La seconde cible d'intérét pour le développement d'antiviraux est la protéine L.
En effet, de nombreux efforts de développement thérapeutique se concentrent
sur I'objectif d'inhiber les processus de réplication et de transcription du génome
viral, processus pris en charge par la L.

Le domaine RdRp de la L est ciblé par des analogues nucléosidiques, comme la
ribavirine citée plus haut. Parmi ces analogues nucléosidiques, I'ALS-8176 (Alios
Biopharma) présentait des résultats de phases Ilb positifs, mais I'apparition de
mutants d'échappement a provoqué I'abandon du développement de ce com-
posé (Deval et al.,, 2015). Le composé BI-D, une petite molécule appartenant a la
famille des imidazoquinoléines, présentait des résultats intéressants. L'activité de
cette petite molécule conduisait a la formation d’ARNm tronqués reconnus par la
voie RIG-I. Une fois de plus, I'apparition de mutants d'échappement a découragé
le développement de ce composé (Liuzzi et al.,, 2005). Enfin, d'autres composés
ciblent la protéine N, comme la molécule EDP-938 (Ahmad et al., 2022), ou ALN-
RSVOA, un petit ARN interférent (siRNA) réduisant le titre viral in vitro et in vivo
(Alvarez et al., 2009).

De la méme maniere que les anticorps monoclonauy, les antiviraux induisent I'ap-
parition de mutants d'échappement. Il est donc essentiel de maintenir les efforts
de développement thérapeutique contre le VRS.
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2 RETRO-2, UNE MOLECULE ANTI-PATHOGENES INTRACELLU-
LAIRES DE SPECTRE LARGE

2.1 DECOUVERTE DE RETRO-2

La molécule Retro-2 a initialement été découverte lors d'un criblage a haut débit
visant a identifier des inhibiteurs de la ricine sur cellules A549 (équipe de Daniel
GILLET et Julien BARBIER, en collaboration avec le Service de Chimie Bio-orga-
nique et de Marquage (CEA/SCBM) (Stechmann et al., 2010).

La ricine est une toxine de plante (figure 17), dont le mécanisme d'action s'appa-
rente aux toxines bactériennes a activité intracellulaire. Cette protéine est com-
posée des deux sous-unités (chaines A et B) reliées par un pont disulfure. La ricine
se lie par sa sous-unité B aux galactosyls des glycoprotéines et glycolipides ex-
posés a la surface des cellules cibles (Endo et al., 1987). Apres endocytose, la ricine
est transportée dans les endosomes jusqu'au réticulum endoplasmique (RE) (Fi-
gure 17). Dans le RE, la réduction du pont disulfure provoque la dissociation des
chaines A et B qui est suivie d'un dépliage partiel de la chaine A, lui permettant
de traverser la membrane du RE, probablement par l'intermédiaire du translocon
Sec61p, de la méme maniere que les protéines du RE mal repliées. Dans le cyto-
plasme, la chaine A se replie dans sa conformation biologiquement active pour
inactiver des ribosomes (Figure 17). La synthese des protéines s'arréte et les cel-
lules meurent par apoptose (Endo et al., 1987).
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Figure 17 : structure et mécanisme d'action de la ricine. (A) Structure cristallographique de la
ricine, la chaine A est coloriée en vert et la chaine B est colorée en orange (PDB : 2AAl, Rutenber
et al, 1994). (B) schéma du mécanisme d’action de la ricine dans les cellules. La toxine entre dans
les cellules et utilise le transport rétrograde vers le RE. La chaine A est libéré dans le cytoplasme
et inhibe I'activité des ribosomes. Schéma adapté de (Bozza et al., 2015).

Le principe du test réalisé lors du criblage reposait sur la mesure de I'incorpora-
tion de leucine radiomarquée au ™C lors de la synthése protéique, processus in-
hibé par I'activité de la ricine. Lors du criblage de plusieurs banques moléculaires,
trois composés ont été identifiés comme des touches : ABMA, Retro-1 et Retro-
2. Ces trois composés bloquent tous le transport de la ricine dans la cellule. ABMA
bloque le transport endo-lysosomal de la ricine (Wu et al, 2017) au niveau de
I'endosome tardif. Retro-1 et Retro-2 bloquent le transport rétrograde de la ricine
entre les endosomes précoces et I'appareil de Golgi, sans affecter les voies de
transport endogenes (Stechmann et al., 2010).

Dans ce manuscrit nous nous intéresserons uniquement aux composés de la fa-
mille Retro-2.
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2.2 MECANISME D'ACTION ET OPTIMISATION DE RETRO-2
2.2.1 Sec16A, protéine cible de Retro-2

Afin d'identifier la cible de Retro-2 dans la cellule, une sonde optimisée pour la
chimie click a été dérivée du composé Retro-2. Par analyse par spectrométrie de
masse, il a pu étre montré que la sonde Retro-2 interagit avec la protéine Sec16A.
Sec16A est une protéine d'environ 250 kDa. C'est un composant des sites de sor-
tie du RE (ERES, Endoplasmc Reticulum Exit Sites) qui régule les voies de sécrétion
des protéines provenant du RE (Forrester et al., 2020). Notamment, Sec16A con-
trole I'initiation de I'assemblage des vésicules COPII, régulant de fait la dynamique
de ces vésicules transportant les protéines du RE vers un compartiment intermé-
diaire entre RE et appareil de Golgi, appelé ERGIC (ER-Golgi intermediate com-
partment) (Peotter et al., 2019).

2.2.2 Action sur le transport intracellulaire

Il a pu étre montré que la composé Retro-2 exerce une activité inhibitrice sur le
transport de la ricine et des Shigatoxines (Stx-1 et Stx-2) entre les endosomes et
le réseau transgolgien (TGN) (Stechmann et al., 2010) (Figure 18). Les mécanismes
impliqués dans cet effet ont été étudiés au moyen de méthodes biochimiques et
par imagerie, en utilisant la sous-unité B de la Shigatoxine (StxB). Cette sous-unité,
liée a un marqueur fluorescent, atteint I'appareil de Golgi en 45 minutes dans la
condition controle. Si les cellules sont traitées avec 20 uM de Retro-2 au préalable,
StxB est retenue dans les endosomes précoces et dans les endosomes de recy-
clage. Ces données expliquent la spécificité d'action de Retro-2 en fonction des
toxines considérées. En effet, les toxines intracellulaires exploitent soit la voie de
transport rétrograde soit la voie endo-lysosomale. La ricine exploite ces deux
voies, et les toxines bactériennes sont plus sélectives de certaines voies. Ainsi la
toxine diphtérique n'est pas affectée par Retro-2 alors que le transport des Stx
est bloqué tres efficacement par Retro-2.

L'impact du traitement sur le transport endogéne a également été évalué. Il con-
clut a I'absence de perturbation des voies suivantes : endocytose dépendante de
la clathrine, voie de dégradation lysosomale, transport antérograde et transport
rétrograde de certains cargos endogenes comme le récepteur au manose-6-
phosphate (M6PR) et TGN46 (Stechmann et al., 2010).
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En revanche, en utilisant une méthode RUSH (Retention Using Selective Hook) qui
permet de suivre spécifiquement la dynamique de certaines protéines, une inhi-
bition du transport antérograde de la syntaxine-5 (Syn-5) a pu étre observée dans
des cellules incubées en présence de Retro-2 (Forrester et al., 2020). Syn-5 est
une protéine SNARE (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor Attachment pro-
tein REceptor), formant des complexes en association avec d'autres protéines au
niveau du cis-Golgi et au niveau du medial/trans-Golgi. Ces complexes permet-
tent le transport entre le RE et I'appareil de Golgi (Stechmann et al., 2010).

La déplétion par siRNA de I'expression du gene codant pour Sec16A induit un
phénotype similaire a celui observé lors du traitement avec Retro-2 : la Syn-5 est
relocalisée au niveau du RE et StxB est accumulée dans les endosomes précoces
(Forrester et al., 2020).
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Figure 18 : Modele du mécanisme d'action de Retro-2 sur le routage des toxines intracellulaires.
Dans la condition non traitée, Syn-5 effectue son cycle dépendant de Sec16A entre I'appareil de
Golgi et le RE. La protéine GPP130 effectue un cycle entre la membrane plasmique et I'appareil
de Golgi. Syn-5 et GPP130 interagissent directement et cette interaction est essentielle a I'entrée
des Stx dans les cellules. Retro-2 se fixe a Sec16a et réduit le transport antérograde de Syn-5,
entrainant sa relocalisation dans le RE. La relocalisation de Syn-5 limite son interaction avec
GPP130 et bloque donc I'entrée des toxines dans la cellule. Figure adaptée de (Forrester et al,
2020).
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2.2.3 ASNAT1, cible alternative

Dans une autre étude, la recherche de cibles cellulaires de Retro-2 a été réalisée
par criblage CRISPR/Cas9 (Morgens et al., 2019). Brievement, des cellules K562
(lignée de leucémie humaine) déplétées pour I'expression de certains genes par
CRISPR/Cas9 ont été intoxiquées par la ricine, afin d'identifier les déplétions re-
produisant |'effet de Retro-2.

Les auteurs ont déduit de cette étude que le KO de la protéine ASNA1 reproduit
le phénotype induit par le traitement avec Retro-2 (Morgens et al., 2019). ASNA1
appartient a la voie TRC (Tail Recognition Complex), qui régule I'adressage et I'an-
crage membranaire des protéines qui possedent un domaine transmembranaire
en C-terminal (Favaloro et al, 2010). La Syn-5 fait partie de ces protéines, et I'in-
hibition de la voie TRC induit sa relocalisation au niveau du RE. Il est suggéré
qu'ASNAT est plus généralement impliquée dans les voies de transport rétro-
grade (Norlin et al., 2016).

2.24 Optimisation par étude de Relation Structure-Activité

Des études de Relation Structure-Activité (SAR en anglais) ont été réalisées en
collaboration avec I'équipe de Jean-Christophe Cintrat (CEA-Saclay, SCBM), afin
d'améliorer I'activité du composé Retro-2. Retro-2 est actif sous sa forme cyclisée
(Figure 19) (Park et al., 2012). Lors des études de SAR, le noyau benzoquinolone
a été conservé et l'optimisation s'est concentrée sur les groupements périphé-
riques de la molécule (Noel et al,, 2013 ; Gupta et al.,, 2014). Pour chaque position
(R1, R2 ou R3, Figure 19), le meilleur pharmacophore a été sélectionné pour for-
mer le composé optimisé Retro-2.1.
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Figure 19 : Optimisation de Retro-2 par étude SAR.

En outre, au cours de la these de Robin VINCK (Vinck, 2019) il a pu étre mis évi-
dence que, dans I'organisme, le composé Retro-2.1 est rapidement meétabolisé
par I'ajout de groupements hydroxyles sur le squelette de la molécule. Deux nou-
velles molécules constituent les métabolites majoritaires : Retro-2.1-OH et Retro-
2.1-diOH. Les métabolites potentiels correspondant a ces nouvelles formules chi-
miques ont ensuite été synthétisés pour tester leurs ECso et déterminer par LC-
MS lesquels sont les véritables métabolites (Vinck, 2019 ; Caramelle, 2023).

Parmi la série de métabolites potentiels testés, I'un d'entre eux présente une ac-
tivité accrue contre les Stx : le composé mono-hydroxylé Retro-2.2 (Tableau 1). Il
est a noter que le véritable métabolite majoritaire n'est pas Retro-2.2 et est hy-
droxylé sur le groupe méthyle porté par le groupe thiazole de la molécule Rétro-
2.1 (Vinck, 2019).
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MM ECso
Nom Structure (g/mol) contre
9 Stx1
2
Retro-2.1 F\Q\)LN 435,54 52 nM
S S
N 74
LN
1)
Retro-2.2 F@\)LN 451,53 25 nM
S S
N 74
| \ / N/)\

Tableau 1 : Structure, masse moléculaire et activité biologique des composés Retro-2.1 et Retro-
2.2. L'activité biologique est évaluée contre la Shigatoxine Stx1 (Thése Lucie Caramelle, 2023).

2.3 ACTIVITE DE SPECTRE LARGE CONTRE LES PATHOGENES INTRACELLU-
LAIRES

Outre I'inhibition de l'infection par les toxines comme la ricine ou les Stx, les com-
posés de la famille Retro-2 présentent une activité neutralisante contre une va-
riété de pathogenes intracellulaires, détaillée dans cette partie.

2.3.1 Activité contre des bactéries intracellulaires

Deux bactéries intracellulaires obligatoires sont sensibles au traitement par Retro-
2 (Figure 20).

Chlamydia trachomatis. Cette bactérie est responsable d'infections oculaires,
pulmonaires, et sexuellement transmissibles. Un traitement avec Retro-2 (20 uM)
induit une diminution significative de la réplication bactérienne, avec une dimi-
nution de 40% de la taille des inclusions cytoplasmiques liées a I'infection. L'in-
fection ne persiste pas apres le traitement (Aeberhard et al., 2015 ; Banhart et al,,
2017 ; Gupta et al., 2017).
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Simkania negevensis. Cette bactérie est associée a des infections respiratoires
communautaires. Elle se développe dans des inclusions cytoplasmiques en inte-
raction avec le RE. Retro-2 inhibe l'infection en réduisant la taille des inclusions,
en bloquant la réplication de nouvelles bactéries et I'infection de nouvelles cel-
lules (Herweg et al., 2015).

2.3.2 Activités contre des parasites intracellulaires

Leishmania. Ces parasites intracellulaires sont a l'origine de la maladie appelée
leishmaniose, et sont transmis par des insectes de la sous-famille Phlebotominae
(Young et al, 2019). Les symptomes se manifestent sous plusieurs formes qui
peuvent aller de bénigne mais invalidante (forme cutanée) a fatale (forme visceé-
rale) en I'absence de traitement. L'infection se caractérise par la formation de
compartiments cellulaires (LPV, Leishmania Parasitophorous Vacuoles) aux carac-
téristiques proches des endosomes et lysosomes. Ces LPV contiennent des pro-
téines participant aux voies de sécrétion dont Syn-5 (Craig et al,, 2017). Il a été
démontré que le traitement par Retro-2 (75 ou 100 uM) inhibe l'infection par
Leishmania amazonensis sur cellules et chez la souris, notamment en bloquant
I'interaction entre Syn-5 et les LPV (Canton et Kima, 2012) (Figure 20).

De plus, le composé Retro-2 proteége les souris contre l'infection a Leishmania
amazonensis a une dose de 100 mg/kg. La protection n’est pas statistiquement
significative mais une diminution du nombre de parasite est observée (Canton et
Kima, 2012).

2.3.3 Activité antivirale

Actuellement, plus d’'une douzaine de virus ont pu étre identifiés comme sen-
sibles au traitement en présence de Retro-2 ou de son dérivé Retro-2.1 (Figure
20).

Polyomavirus (JCPyV, BKPyV et SV40). Une étude a évalué I'activité du dérivé
Retro-2.1 contre l'infection aux polyomavirus sur des cellules SVG-A (Cellules as-
trocytaires humaines). Retro-2.1 protege les cellules SVG-A contre le JCPyV (ECso=
3,9 uM), le BKPyV (ECso= 6,6 uM) et le SV40 (ECso= 7,9 uM). Cette étude démontre
également le mécanisme d'action du composé, qui bloque le transport rétrograde
des virus vers le RE, empéchant leur décapsidation qui a lieu dans cette organelle
(Treasure et Nelson, 2020). L'infection est par conséquent bloquée des le stade
précoce.
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Virus adéno-associés (AAV). Les AAV (Adeno-associated viruses) effectuent leur
cycle de réplication au sein du noyau des cellules infectées, et utilisent la voie de
transport rétrograde, dépendante de la Syn-5, pour atteindre le noyau. Lors du
traitement par Retro-2.1, la Syn-5 étant relocalisée, les virions ne peuvent pas
atteindre le noyau (Nonnenmacher et al., 2015). Le composé Retro-2.1 inhibe ainsi
I'infection de différents types cellulaires (HeLa, Huh7, HepG2, HUVECs, HCAECs et
RACMs) par les AAV.

Enterovirus 71 (EV71). Ce virus compte parmi les pathogenes responsables du
syndrome pieds-mains-bouche chez les enfants. Il est également la cause de syn-
dromes neurologiques. Un pré-traitement avec Retro-2.1 pendant 5 heures avant
I'infection protege contre I'infection in vitro, avec une ECso de 50 nM, et un indice
de sélectivité élevé (>5000) indiquant une faible toxicité (Dai et al., 2017). Le trai-
tement n'impacte pas la réplication ou la transcription du virus, mais induit une
diminution du nombre de particules virales dans le surnageant des cellules infec-
tées (Dai et al., 2017).

Lors d'un challenge in vivo chez la souris, il a pu étre montré que le composé
Retro-2 exerce une activité contre I'EV71 a 2 mg/kg et a 10 mg/kg (90% de pro-
tection). Cependant, le composé est toxique a forte concentration (50 mg/kg) (Dai
etal, 2017).

Poxvirus (VACV). Retro-2.1 inhibe l'infection par le virus de la vaccine (VACV) de
90% a 100 nM. Le traitement a pour conséquence une diminution significative de
la quantité de particules virales dans le surnageant des cellules infectées (Harrison
et al, 2016). Lors de l'infection, les nouveaux virions sont assemblés dans des
régions périnucléaires, puis sont enveloppés par deux membranes avant d'étre
transportés vers la membrane plasmique pour étre disséminés. En absence de
traitement, les protéines virales F13 et B5, essentielles au processus d'enveloppe-
ment, sont colocalisées pres du noyau et dans des structures vésiculaires proches
de la membrane plasmique. La protéine F13 est notamment localisée dans I'ap-
pareil de Golgi et les endosomes, utilisant le transport rétrograde entre ces struc-
tures. Lors du traitement avec Retro-2.1, la protéine F13 est relocalisée et la colo-
calisation entre les protéines virales F13 et B5 est abolie, ce qui inhibe I'étape
d’'enveloppement des virions matures. Ainsi, des virions matures non enveloppés
sont observés dans le cytoplasme mais aucun virus enveloppé n'est présent dans
le milieu extracellulaire (Sivan et al., 2016).
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Lors d'un challenge in vivo chez la souris, le composé Retro-2 protége les animaux
contre l'infection a une dose de 100 mg/kg sans toxicité (Harrison et al., 2016).

Cytomégalovirus humain (hCMV). Ce virus provoque des maladies séveres no-
tamment chez les immunodéprimés, et des complications foetales lorsque la
femme enceinte est infectée. Lors de I'infection, la formation de compartiments
d'assemblage (cVAC) et la réorganisation de certains compartiments dont |'appa-
reil de Golgi, sont observées. De plus, les niveaux d'expression de Syn-5 sont aug-
mentés lors de I'infection, et Retro-2.1 inhibe l'infection avec une ECso de 15 nM
(Cruz et al.,, 2016 ; Desai et al., 2019).

Herpés simplex virus type 2 (HSV2). Ce virus est a l'origine de I'herpes génital.
Un pré-traitement avec Retro-2.1 5h avant l'infection induit une diminution du
titre viral et une diminution de la quantité de protéines virales avec une ECsode 6
UM, et un indice de sélectivité de 21. Retro-2.1 semble inhiber a la fois les étapes
d’'entrée du virus dans les cellules, mais également I'étape d'assemblage des virus
(Dai et al., 2018).

Hépatite B (HBV). Ce virus est la cause de complications au niveau du foie (cir-
rhose, fibrose hépatique, carcinome hépatocellulaire). Il a été démontré que le
HBV exploite le transport rétrograde lors de son entrée dans la cellule, pour
échapper aux mécanismes de dégradation lors de l'infection (Li et al,, 2023). Le
traitement avec Retro-2.1 inhibe I'infection entre 1 et 50 uM, mais le mécanisme
précis de I'inhibition n’est pas encore décrit.

Filovirus Ebola et Marburg (EBOV, MARV). Ces virus a ARN, qui appartiennent
comme le VRS a I'ordre de Mononégavirales, sont la cause de fievres hémorra-
giques mortelles. Retro-2.1 inhibe l'infection par le virus EBOV (ECso= 3,7 uM) et
le virus MARV (ECso= 1,9 uM). Dans ce cas, le traitement semble bloquer I'infec-
tion a une étape tardive de I'entrée de ces virus dans les cellules (Shtanko et al.,
2018).

Coronavirus (SARS-CoV-2). En novembre 2020, une publication a révélé les ré-
sultats d'un criblage contre SARS-CoV-2, afin de répondre au besoin urgent de
contre-mesure contre la pandémie. Sur les 400 composés testés, seul Retro-2.1
inhibait l'infection efficacement avec une ECso de 80 nM et un indice de sélectivité
de 1250 (Holwerda et al., 2020).
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Figure 20 : Tableau récapitulatif des activités spectre large in vitro du composé Retro-2 et de son
dérivé Retro-2.1. Polyomavirus, efficacités notées pour les virus JCPyV, BKPyV et SV40, respecti-

vement. Filovirus, efficacités notées pour les virus EBOV et MARYV, respectivement. ND = Non
Déterminé
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OBJECTIFS DE LA THESE

Comme précédemment présenté, le Virus Respiratoire Syncytial est le principal
agent pathogene responsable de bronchiolites et de pneumonies chez les jeunes
enfants, les personnes agées et les personnes immunodéprimées. En 2023, plu-
sieurs vaccins ont été commercialisés contre le VRS. Toutefois, il n'existe pour
I'instant pas de traitement antiviral. La plupart des molécules ayant été dévelop-
pées ciblent les protéines F ou L et induisent I'apparition de mutants d'échappe-
ment. Il est par conséquent nécessaire d'envisager le développement de nou-
velles approches antivirales. En particulier, les stratégies visant a cibler des méca-
nismes cellulaires nécessaires a la réplication des pathogenes pourraient repré-
senter une alternative et/ou une approche complémentaire.

Mon projet portait sur I'évaluation de |'efficacité antivirale contre le VRS des inhi-
biteurs du transport rétrograde de la famille Retro-2, en particulier le dérivé op-
timisé Retro-2.2.

La premiére partie du projet a consisté a évaluer I'activité de Retro-2.2 in vitro sur
des cultures de cellules infectées, et a caractériser le mécanisme moléculaire sous-
jacent a l'inhibition. Cette étude a fait I'objet d'une publication soumise dans le
journal International Journal of Molecular Sciences.

Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité évaluer I'efficacité antivirale de
Retro-2.2 in vivo, en modele murin. Les données de pharmacocinétique obtenues
pour le composé Retro-2.2, par I'équipe de Daniel Gillet et Julien Barbier au CEA,
seront présentées. Nous avons pu démontrer |'absence de toxicité de Retro-2.2,
a différentes doses, chez la souris Balb/c femelle. Cependant, les expériences vi-
sant a étudier |'activité antivirale de Retro-2.2 in vivo chez la souris n'ont pas per-
mis de valider une inhibition de la réplication du VRS in vivo. Ces données seront
exposées et discutées.

Outre I'évaluation de I'activité antivirale de Retro-2.2, j'ai également eu l'oppor-
tunité de participer a une étude visant a déterminer l'activité antivirale de pep-
tides agrafés, in vivo chez la souris (collaboration Dr. O. Nyanguile, HES-SO, Sion,
Suisse). Ces données, présentées en Annexe de ce manuscrit, seront intégrées a
une publication en cours de rédaction.
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3 ACTIVITE ANTIVIRALE DE RETRO-2.2 IN VITRO ET MECANISME
D'ACTION ASSOCIE

3.1 INTRODUCTION

Comme décrit précédemment, les composés de la famille Retro-2, particuliere-
ment Retro-2 et Retro-2.1, présentent un large spectre d'activité contre des virus.
Le développement de nouveaux dérivés optimisés s'accompagne du test de ces
composeés sur d'autres pathogenes susceptibles d'étre sensibles au traitement. Le
VRS a été considéré dans ce cadre.

En 2019, 'activité antivirale des composés de la famille Retro-2 a été évaluée par
la société NeoVirTech. Lors de ces essais, des cellules HEp-2 ont été infectées avec
le VRS (souche Long, ATCC VR-26) a une MOI de 0.5, puis incubées en présence
de six concentrations de molécules. Soixante-douze heures post-infection, les cel-
lules ont été fixées et les cellules ont été incubées en présence d'un anticorps
anti-VRS, puis d'un anticorps secondaire couplé a |'Alexa 488. Les noyaux ont
également été marqués au Hoechst (Figure 21). Les cellules ont ensuite été ob-
servées avec un microscope Celllnsight CX7 High Content Analysis (Thermofis-
her). Un algorithme permet de détecter et quantifier le taux d’'infection grace au
rapport : (nombre de cellules infectées (fluorescentes) / nombre de cellules to-
tales, c'est-a-dire le nombre de noyaux marqués au Hoechst). La quantification
avait permis de déterminer une EC50 de I'ordre du nM pour le composé Retro-
2.2.

64



Noyaux RSV

1,6

DMSO i
3.2 N 10uM

1M
1,0

| T
“1 W 1
i “ |||

R-2.1 R-2.2

100nM
W 10nM

minM

Infection rate, normalization on non
treated/infected cells

Retro-2.2
[100 nM]

Figure 21 : Résultat de criblage de l'activité antivirale de Retro-2.2 contre le VRS. Des cellules
HEp-2 ont été infectées par le VRS (souche Long) avec une multiplicité d'infection (MOI) de 0,5,
puis incubées en présence de différentes concentrations de composé Retro-2.2. A gauche,
Soixante-douze heures post-infection, les noyaux ont été marqués avec du Hoechst et les cellules
infectées révélées par marquage avec un anticorps anti-VRS, suivi d'un marquage avec un anti-
corps secondaire conjugué a I'Alexa488. Barre d'échelle = 200 um. A droite, comparaison de I'effet
antiviral des composés Retro-2.1 et Retro-2.2 contre le VRS. Mesure effectuée 72h post-infection
par microscopie de fluorescence. Les valeurs d'ECsp ont été déterminées en utilisant le logiciel
Combenefit (Di Veroli et al.,, 2016).

Sur la base de ces résultats, une collaboration a été établie entre le Dr. D. Gillet et
le Dr. M. Galloux afin de valider cette activité antivirale et de caractériser le mé-
canisme d'action sous-jacent. En effet, I'équipe Biologie Moléculaire des Pneu-
movirus, dirigée par le Dr. J.-F. Eléouét depuis pres de 20 ans, présente une ex-
pertise reconnue sur I'étude fonctionnelle et structurale des protéines du VRS et
son mécanisme de réplication. En particulier, I'équipe a développé des virus re-
combinants exprimant un gene rapporteur mCherry (VRS-mCherry) ou Luciférase
(VRS-Luc) (Rameix-Welti et al., 2014) (Figure 22). Ces virus représentent des outils
performants pour évaluer la réplication du virus en culture cellulaire en temps réel
par suivi de fluorescence ou a un temps donné par quantification de lumines-
cence a partir de lysats de cellules. Le virus VRS-Luc permet d'autre part de suivre
I'infection in vivo chez la souris par mesure de luminescence a différents jours, sur
un méme animal.

Dans ce contexte, une partie de mes travaux de these visaient a valider l'activité
antivirale de Retro-2.2 et a caractériser le mécanisme d'action.
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Figure 22 : Schéma de la construction des virus recombinant VRS-Luc ou VRS-mCherry. (A)
Schéma du génome du VRS, chaque boite représente un gene. (B) Le gene codant pour la Luci-
férase ou la mCherry a été inséré entre les génes P et M du génome, avec les signaux GS et GE en
amont et en aval, respectivement. (C) Images de cellules HEp-2 infectées avec le virus recombinant
mCherry a une MOI de 0.01, a différents temps post-infection. Barre d’'échelle = 50 uym. Figure
adaptée de (Rameix-Welti et al,, 2014).
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Mes résultats ont tout d'abord permis de mettre une évidence une activité anti-
virale de I'ordre du uM, couplée a une certaine toxicité.

De plus, nos expériences ont permis de montrer qu'un traitement préventif
n'améliore pas |'efficacité de la molécule. Retro-2.2 n'inhibe donc pas les étapes
précoces de l'infection.

Au cours de ces expériences, nous avons également observé une diminution im-
portante de la taille des syncytia formés en cultures de cellules infectées. Ce phé-
nomene, bien qu’aisément observable par microscopie, est difficilement quanti-
fiable. La quantification du nombre et de la taille des syncytia lors de l'infection
au VRS a fait I'objet de travaux pendant ma these mais ces derniers ne seront pas
publiés. lls seront présentés dans le chapitre 4.3 de ce manuscrit.

En réalisant des marquages par immunofluorescence des cellules infectées, nous
avons noté que le traitement par Retro-2.2 n'affecte pas la formation des corps
d'inclusion. En revanche I'expression de la protéine F semble impactée par le trai-
tement. En surexprimant F dans des cellules, nous avons vérifié que cette protéine
seule était suffisante pour la formation des syncytia, et que le traitement bloquait
la formation des syncytia induite pas F.

La suite de I'étude a porté sur la description du mécanisme d'inhibition de I'infec-
tion. Nous avons émis I'hypothese que le traitement par Retro-2.2 pouvait blo-
quer I'expression, la localisation ou la fonction de la protéine F du VRS, et plus
largement des protéines membranaires (F, G et SH) du virus, qui sont exprimées
a travers le RE et I'appareil de Golgi pendant I'infection.

En utilisant une protéine chimérique composée de la séquence d'adressage et
des domaines transmembranaire et cytoplasmique de F, en fusion avec la pro-
téine mCherry et le peptide HiBit (systeme split-NanoLuciférase), nous avons dé-
montré que l'adressage de la protéine F a la membrane est perturbé par le trai-
tement par Retro-2.2, avec un effet dose-réponse et une ECso d'environ 1 uM. Une
stratégie similaire a également permis de montrer que le traitement par Reto-2.2
altere I'adressage de la protéine G a la membrane plasmique.

Enfin, nous avons étudié |'effet de la déplétion des protéines cibles de Retro-2.2 :
Syn-5 et Sec16a. L'utilisation de 20 nM de siRNA contre Syn-5 ou Sec16a sur des
cellules A549 inhibe l'infection par le VRS, confirmant l'implication de ces pro-
téines dans le cycle viral, et suggérant que l'inhibition de I'infection exercée par
Retro-2.2 est liée a ces protéines régulant le transport rétrograde cellulaire.
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Abstract: Human respiratory syncytial virus (hRSV) is the most common cause of bronchiolitis and pneumonia
in new-borns, with all children being infected before the age of two. Reinfections are very common throughout
life, and can cause severe respiratory infections in the elderly and immunocompromised adults. Although
vaccines and preventive antibodies have recently been licensed for use in specific subpopulations of patients,
there is still no therapeutic treatment commonly available for these infections. Here, we investigated the
potential antiviral activity of Retro-2.2, a derivative of the cellular retrograde transport inhibitor Retro-2,
against hRSV. We show that Retro-2.2 inhibits hRSV replication in cell culture, and impairs the ability of hRSV
to form syncytia. Our results suggest that Retro-2.2 treatment affects virus spread by disrupting the trafficking
of the viral de novo synthetized F and G glycoproteins to the plasma membrane, leading to a defect in virion
morphogenesis. Taken together, our data show that targeting intracellular transport may be an effective
strategy against hRSV infection.

Keywords: Respiratory syncytial virus; Retro-2.2; fusion protein; retrograde transport; antiviral

1. Introduction

The human respiratory syncytial virus (hRSV) is the leading cause of severe lower respiratory
tract infection in young children worldwide, and the first cause of hospitalization of new-borns under
6 months of age [1]. A systemic multisite study has shown that hRSV is the first etiological agent
responsible for severe pneumonia (more than 30%) in hospitalized children in Asia and Africa [2]. It
is noteworthy that hRSV is also a frequent cause of otitis in infants, and that children who suffer from
severe hRSV infection are at risk of developing further respiratory complications such as asthma [3,4].
Re-infections occur throughout life with symptoms of common cold in healthy adults, but lead to
severe lower respiratory infections in immunocompromised and elderly people [5]. Despite the high
impact of hRSV infections on public health, the first vaccines to prevent severe hRSV disease in the
elderly were approved by the Food and Drug Administration only in 2023 (GSK, Pfizer) [6][7],
followed by a vaccine dedicated to pregnant women (Pfizer) [8]. The only specific treatment
commercialized for new-borns remains humanized monoclonal antibodies directed against the
fusion protein F responsible for viral entry. The first commercialized antibody (Palivizumab,
Synagis®) displays poor benefit-cost ratio, limiting its use to prophylaxis of severe infection in pre-
term and high-risk infants [9]. The new prophylactic antibody targeting the pre-fusion form of F

© 2023 by the author(s). Distributed under a Creative Commons CC BY license.
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(Nirsevimab, Beyfortus®) has been very recently approved in the European Union for the prevention
of hRSV lower respiratory tract disease in newborns and infants during their first hRSV season
[10,11].

hRSV belongs to the order Mononegavirales and the family Pneumoviridae, which are enveloped
viruses with a single strand negative sense RNA genome [12]. The attachment of the viral particle to
the cell surface and the entry into the host cell are mediated by the viral glycoproteins G and F. More
specifically, virus entry involves the fusion between viral and cellular membranes. This fusion is pH-
independent [13], mediated by F, and could occur at the plasma membrane or in endosomes after
macropinocytosis [14]. Of note, in cell culture the F protein is responsible for the fusion between cells,
leading to the formation of syncytia which characterises hRSV infection [15][16]. The fusion allows
the release into the cell cytoplasm of the ribonucleoprotein complex (RNP), composed of the viral
genome encapsidated by the nucleoprotein N, the viral polymerase L, its cofactor the phosphoprotein
P, and the M2-1 protein (transcription factor). Transcription and replication of the viral genome are
initiated by the viral polymerase L which is responsible for all RNAs synthesis activities (RNA-
dependent RNA polymerase, mRNAs capping and methyltransferase). These steps take place in viral
factories that are membraneless liquid organelles, called inclusion bodies (IBs) [17,18]. The viral
mRNAs are then exported from IBs to the cytoplasm where viral proteins are expressed. At the final
stages of the viral cycle, RNPs and structural viral proteins are addressed to the plasma membrane
where assembly occurs, leading to the formation of new filamentous virions which are released by
membrane fission.

To date, most developed antiviral strategies aim at targeting the viral F protein to impair virus
entry, or the viral polymerase L [19-22]. However, none of these compounds have been
commercialized yet, with the main limitation being the emergence of escape mutants upon treatment.
In this context, the alternative of targeting cellular pathways involved in the viral cycle may represent
a new antiviral approach.

Here, we assessed the potential antiviral activity against hRSV of Retro-2.2, a new optimized
derivative of the cellular retrograde transport inhibitor Retro-2 [23]. Retro-2 was initially identified
as an inhibitor of the ricin toxin [23]. This molecule and its optimized derivative Retro-2.1 were
subsequently shown to display an antiviral activity against various viruses such as polyomaviruses
and papillomaviruses [24-26], adeno-associated viruses [27], poxviruses [28,29], Ebola and Marburg
viruses [30], and more recently SARS-CoV-2 [31]. Here, our results reveal that hRSV replication is
inhibited by Retro-2.2 treatment in infected cell cultures. The treatment induced a defect in the
formation of syncytia among hRSV infected cells that correlated with a defect of virions release.
Further investigation revealed that Retro-2.2 affects the trafficking of the viral membrane proteins F
and G to the plasma membrane. Altogether, our results highlight a new antiviral approach against
hRSV, based on the inhibition of the final stages of virion assembly and release.

2. Results

2.1. Retro-2.2 antiviral activity against hRSV

Following in vitro screening of Retro-2.1 and different optimized Retro-2 analogues (EP3886859)
on DNA and RNA viruses, we investigated the antiviral activity of the Retro-2.2 molecule (Figure
1A) against hRSV virus.

The antiviral activity of Retro-2.2 against hRSV was first assessed on HEp-2 cells infected with a
recombinant hRSV expressing the mCherry reporter gene (mCherry-rRSV), which allows to quantify
the inhibitory activity of compounds by fluorescence measurement [32-34]. Cells were infected with
mCherry-rRSV either in the absence or the presence of serial dilutions of Retro-2.2 for 2 h. After
infection, the medium was replaced by medium containing serial dilutions of Retro-2.2, and
fluorescence intensity was measured 48 h post-infection. In parallel, the potential cytotoxicity of
Retro-2.2 in the same conditions was evaluated on non-infected cells. As shown on Figure 1B, similar
results were obtained when the cells were treated during or only after infection, with half-maximal
inhibitory concentration (ICso) close to 1.6 uM. These results suggest that Retro-2.2 has no impact on
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viral particles or on the early steps of virus entry. A cytotoxic activity of Retro-2.2 was observed, with
a calculated half-maximal cytotoxic concentration (CCso) close to 15 uM. The impact of Retro-2.2 on
hRSV replication was also validated on different cell lines usually used as a model for hRSV studies,
i.e. A549, BEAS-2B, and 293T, at a concentration of 3 uM (Supplementary Figure S1). We then further
evaluated the effect of Retro-2.2 treatment on viral shedding by quantifying virions in the culture
medium of infected cells, by plaque formation assay. Our results showed that treatment with 2 pM
Retro-2.2 induces a logio decrease in viral titer compared to untreated cells, as well as a reduction of
plaque size (Figure 1C). A direct observation of infected cells by fluorescence also revealed a strong
effect of Retro-2.2 treatment on the size of the syncytia formed during hRSV infection, with the
presence of large syncytia in the control condition compared to numerous but small syncytia in the
presence of Retro-2.2 (Figure 1D).

Altogether, these results show that Retro-2.2 inhibits hRSV replication in cell culture. This
inhibition is characterized by a defect of syncytia formation and of viral particles release.
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Figure 1. Impact of Retro-2.2 treatment on hRSV replication on Hep-2 cells. (A) Scheme of the
synthesis of Retro-2.2 compound. (B) Cells were infected for 2 h with mCherry-rRSV at MOI 0.2, in
the presence (blue curve) or the absence (red curve) of serial dilutions of Retro-2.2. The medium was
then replaced to incubate cells in the presence of serial dilutions of Retro-2.2 for 48 h. The viral
replication was quantified by measurement of the mCherry fluorescence. In parallel, cell viability
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upon treatment with Retro-2.2 was quantified in non-infected HEp-2 cells (black curve). Error bars
are standard deviations from duplicates. Data are representative of three experiments. The curves
were fitted in Graph Pad software using a four parameters logistic (4PL) regression. ICso and CCso are
indicated. (C) Titration of the virions released into the culture media (diluted 10 times) from non-
infected cells (NI) or cells infected with mCherry-rRSV, and treated with DMSO (control) or Retro-2.2
at 2 uM, by plaque formation assay. Calculated viral titers are indicated in pfu/ml. (D) Representative
images of HEp-2 cell cultures infected with mCherry-rRSV at MOI 0.2, 48 hours post-infection in the
absence or presence of Retro-2.2 at 1.25 and 10 uM. Upper panel, mCherry fluorescence of infected
cells; Lower panel, nuclei colored with Hoechst. Scale bars, 500 pm.

2.2. Retro-2.2 effect on the formation of IBs and virions assembly in hRSV infected cells

In order to characterize the inhibitory effect of Retro-2.2 against hRSV, we then studied the
impact of Retro-2.2 treatment on the formation of IBs and on viral assembly. BEAS-2B cells were
infected with recombinant hRSV expressing the firefly Luciferase (Luc-rRSV), which displays the
same hRSV sequence and kinetics of replication compared to mCherry-rRSV [32], at MOI 0.2. Cells
were incubated for 36 h in the absence or presence of 2 uM Retro-2.2, a concentration close to the ICso.
The N and F proteins were then immunolabelled in order to observe IBs and virions assembly,
respectively. Within syncytia observed in untreated cell cultures, the F protein was concentrated in
granules around the nuclei, but also at the plasma membrane where a large number of short filaments
were observed (Figure 2A). Similar localization of F was observed in cells treated with Retro-2.2,
although the distribution of F appeared less homogenous along the plasma membrane and longer
filaments were detected compared to the control condition. However, N labelling allowed to validate
the presence of IBs of similar shape in both conditions, suggesting that Retro-2.2 did not impair viral
genome transcription or replication, nor viral proteins expression (Figure 2A).

Although the formation of syncytia in untreated cell culture makes the comparison difficult,
these results suggest that Retro-2.2 could affect the activity of the F protein. We therefore studied the
effect of Retro-2.2 in the context of cells expressing only the F protein. BEAS-2B cells were transfected
with an hRSV F encoding plasmid before labelling with anti-F and anti-GM130, a marker of the cis-
Golgi network, 24 h post-transfection. As shown in Figure 2B, the expression of F alone induced the
formation of syncytia similar to those observed during infection and the treatment with Retro-2.2 at
2 uM impaired the formation of large syncytia. F was also observed in perinuclear granules distinct
from the cis-Golgi, and at the plasma membrane in both conditions. It is noteworthy that no
modification of the GM130 labelling was observed in the presence of Retro-2.2.

These data suggest that the inhibition of large syncytia formation upon Retro-2.2 treatment
during hRSV infection is mainly dependent on its effect on the F protein.
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Figure 2. Effect of Retro-2.2 treatment on the localization of N and F viral proteins. (A) BEAS-2B cells
were infected for 2 h with Luc-rRSV, and the medium was changed to incubate cells in the absence
(DMSO) or the presence of Retro-2.2 at 2 pM. Thirty-six hours post infection cells were fixed,
immunostained with anti-F (red) and anti-N (green) antibodies, and nuclei were colored with
Hoechst. Insets correspond to the zoom of the regions indicated by dashed squares. (B) BEAS-2B cells
were transfected with a plasmid encoding the F protein. Twenty-four hours post-transfection cells
were fixed and immunostained with anti-F (red) and anti-GM130 (green) antibodies, and nuclei were
colored with Hoechst. Images are from confocal microscopy sections. Scale bars, 50 pm.

2.3. Retro-2.2 affects the trafficking of the F protein to the plasma membrane

The F protein is a class I fusion protein expressed through the endoplasmic reticulum and Golgi
network as a precursor FO. It is glycosylated, cleaved by furine to generate the F1 (50 kDa) and F2 (15
kDa) subunits linked by two disulphide bonds, and forms trimers folded in a prefusion conformation
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[35] (Figure 3A). We therefore investigated if the Retro-2.2 treatment could impair the maturation of
F and/or its trafficking to the plasma membrane. We first analyzed the migration profile on SDS-
PAGE of the F protein from infected cells incubated in the absence or presence of Retro-2.2 for 48
hours. Cells were lyzed in reducing and non-reducing condition to observe the F1 subunit only or F1
linked to F2, respectively. Surprisingly, Western blot analysis revealed similar migration profiles in
all the conditions, with only a band of approximatively 50 kDa corresponding to the F1 subunit
(Figure 3B). Although we were not able to detect the full-length form of F in these conditions, these
data show that Retro-2.2 did not abrogate the cleavage by furine. However, the treatment with Retro-
2.2 led to a lower quantity of F protein, which correlates with the inhibition of viral spreading.
Nevertheless, we cannot exclude a partial defect of F maturation or the induction of F degradation
upon Retro-2.2 treatment. In order to assess the effect of Retro-2.2 on F trafficking, we quantified then
the presence of F at the plasma membrane. To overcome the potential bias linked to cell fusion and
of immunostaining, we generated a F surrogate which consisted in the insertion in place of the F
ectodomain of the sequences of the mCherry and of the HiBit peptide, a 11 amino-acids long
optimized peptide of the split Nano Luciferase (Figure 3A) [36]. The plasmid encoding this chimeric
protein was transfected in HEp-2 cells which were incubated for 24 h in the absence or presence of 2
UM Retro-2.2. Analysis of mCherry by fluorescence revealed that the chimeric protein mainly
concentrated within intracellular granules upon Retro-2.2 treatment compared to the control
condition (Figure 3C, upper panel). Western blot analysis of the chimeric protein expression revealed
with an anti-mCherry antibody allowed to confirm that Retro-2.2 did not affect cell transfection nor
protein expression or stability (calculated expected size, 42 kDa) (Figure 3C, lower panel). In order to
quantify F expression in cells and its specific localization at the plasma membrane, the luminescence
activity in total cell lysates or in the cell culture medium was then measured. Our data revealed
similar levels of total luminescence in both conditions, but a clear decrease of extracellular
luminescence induced by Retro-2.2 treatment (Figure 3D). Finally, we performed a similar
experiment to quantify extracellular luminescence in the presence of increased concentrations of
Retro-2.2. Our results show a dose dependent inhibition of the presence of the chimeric protein at the
plasma membrane, with a calculated ICso close to 1.3 puM (Figure 3E), that correlated with the antiviral
ICs0 of Retro-2.2 (Figure 1A).

Altogether these results show that Retro-2.2 impairs the trafficking of F to the plasma membrane.
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Figure 3. Impact of Retro-2.2 on the trafficking of the F protein to the plasma membrane. (A) Schematic
representation of the F primary sequence and of the derived chimeric HiBit-mCherry-F protein. The
FO form and the F1 and F2 subunits of F are indicated. Arrows indicate the cleavage sites on F0. The
points and lines indicate the cysteines and disulfide bonds. SP, signal peptide; FP, fusion peptide; TM,
transmembrane domain; Ctail, intracellular C-terminal domain. The amino acid sequence of the
chimeric protein is indicated with domains as colored boxes, and the mCherry sequence written in
red. (B) Western blot analysis of the migration profile of the F protein from infected HEp-2 cells lysates
incubated in the presence of DMSO or Retro-2.2 (2 uM) during 48 h. The presence or absence of [3-
Mercaptoethanol (3-ME) is indicated. Membranes were sequentially incubated with anti-F, anti-N
and anti-tubulin antibodies. Mass weights are indicated on the left. (C) HEp-2 cells were transfected
with the plasmid encoding the chimeric HiBit-mCherry-F protein. Six hours post-transfection, the
medium was replaced to incubate the cells in the presence of Retro-2.2 at 2 uM. Twenty-four hours
post-transfection cells were fixed and nuclei were stained with Hoechst, before analysis of the
mCherry fluorescence by confocal microscopy (upper panel). Scale bars, 20 um. The expression of the
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chimeric protein was also validated by Western blot using an anti-mCherry antibody (lower panel)
and anti-tubulin as a control. (D) In parallel, the presence of the chimeric protein in whole cell lysates
or at the cell surface was quantified by luminescence measurement. Data are means SEM from
quadruplicates. **, P < 0.01, ns, not significant. Data are representative of three experiments. (E)
Similar experiment was performed in the presence of serial dilutions of Retro-2.2 and the presence of
the chimeric protein at the cell surface was quantified by extracellular luminescence measurement.
Error bars are standard deviations from duplicates. Data are representative of two experiments. The
curves were fitted in Graph Pad software using a four parameters logistic (4PL) regression. ICso is
indicated.

2.4. Impact of Retro-2.2 on the G glycoprotein trafficking to the plasma membrane

We then studied whether the antiviral activity of Retro-2.2 against hRSV was restricted to F or
could also modify the trafficking of the G glycoprotein to the plasma membrane. The G glycoprotein
is expressed as a type Il membrane protein (Figure 4A), but can also be secreted as a truncated form
[37,38]. Although the transmembrane G protein is involved in the initial attachment to the host cell
membrane during entry, the G protein was shown to be dispensable for hRSV replication in cell
culture [39]. Therefore, the potential effect of Retro-2.2 on this protein could not have been observed
using our previous assays. Using a similar strategy described above for F quantification, we
generated a chimeric protein by replacing the extracellular domain of G by the HiBit sequence in
fusion with EGFP (Figure 4A), and performed the assay described above. Observation of HEp-2 cells
transfected with this construct for 24 h in the absence or presence of Retro-2.2 revealed the presence
of chimeric protein within intracellular compartments, but no chimeric protein was clearly detected
at the plasma membrane (Figure 4B). However, quantification by luminescence of the chimeric
protein expression allowed to validate its presence at the plasma membrane, and revealed that Retro-
2.2 treatment induced a decrease of the quantity of the chimeric protein at the plasma membrane
(Figure 4C). Of note, the expression of the chimeric protein was similar in cells treated with Retro-2.2
compared to the control condition, as confirmed by total luminescence quantification and Western
blot analysis of the chimeric protein expression revealed with anti-GFP antibody (calculated expected
size, 38 kDa) (Figure 4C). Our results also showed a dose dependent inhibition of the presence of this
chimeric protein at the plasma membrane upon Retro-2.2 treatment, with a calculated ICso close to
1.1 uM (Figure 4D).

These results suggest that Retro-2.2 could affect not only F but also G trafficking to the plasma
membrane.
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Figure 4. Impact of Retro-2.2 on the addressing of the hRSV G protein to the plasma membrane. (A)
Schematic representation of the G protein and of the derived chimeric HiBit-EGFP-G protein. The
points and line indicate the cysteines and disulfide bonds. Ntail, intracellular N-terminal domain; TM,
transmembrane domain; CXsC, binding domain on the CXsC receptor. The amino acid sequence of
the chimeric protein is indicated with domains represented as colored boxes, and the EGFP sequence
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written in green. (B) HEp-2 cells were transfected with the plasmid encoding the chimeric HiBit-
EGFP-G protein. Six hours post-transfection, the medium was replaced to incubate the cells in the
presence of Retro-2.2 at 2 uM. Twenty-four hours post-transfection cells were fixed and nuclei were
stained with Hoechst, before analysis of the EGFP fluorescence by confocal microscopy. Scale bars, 20
pum. (C) In parallel, the luminescence in whole cell lysates or in the extracellular environment was
quantified (upper panel), and expression of the chimeric protein was validated by Western blot using
an anti-GFP antibody. Data are means SEM from quadruplicats. *, P < 0.05; ns, not significant. Data
are representative of two experiments. (D) Similar experiment was performed in the presence of serial
dilutions of Retro-2.2 and the presence of the chimeric protein at the cell surface was quantified by
extracellular luminescence measurement. Error bars are standard deviations from duplicates. Data
are representative of two experiments. The curves were fitted in Graph Pad software using a four
parameters logistic (4PL) regression. ICso is indicated.

2.5. Down-expression of syntaxin-5 and Sec16A impair hRSV replication and syncytia formation

We then considered whether Retro-2.2 antiviral activity could be related to the mechanism of
action already described for the Retro-2 compounds. Syntaxin-5 (Syn5) is a SNARE protein that is
involved in cellular retrograde transport pathways. Syn5 was previously described to be relocated in
the presence of Retro-2 [23]. Secl6A is a protein located at the reticulum endoplasmic exit sites that
regulates the formation of COPII vesicles. Sec16A is involved in the endoplasmic reticulum secretion
pathway. It was previously identified as a target of the Retro-2 compound [40]. We therefore studied
the impact of the down-regulation of Syn5 or Secl6A expression on hRSV replication. Human
epithelial A549 cells were transfected with siRNA for 24 h, then infected for 48 h with Luc-rRSV with
a MOI of 0.2. Quantification of viral replication by luminescence measurement on cells lysates
revealed that down-regulation of Syn5 or Sec16A both induced a 30-40% decrease of the infection
(Figure 5A). Western blot analysis of cell lysates confirmed the down-expression of the two isoforms
of Synb at this final time point (Figure 5A) [41]. Unfortunately, we did not manage to validate Sec16A
extinction as we did not succeed to reveal Sec16A expression by Western blot. In order to observe the
impact of siRNA on syncytia formation during infection, the same experiment was performed on
cells infected with mCherry-rRSV. As shown on Figure 5C, down-regulation of Syn5 and Sec16A
expression impaired the formation of large syncytia compared to the control condition.

Therefore, our data reveal that, similarly to the treatment by Retro-2.2, down- regulation of Syn5
or Secl6A expression affects the capacity of hRSV to form large syncytia in cell culture. These
observations suggest that Retro-2.2 viral inhibition could be linked to its inhibitory activity on the
retrograde pathway.
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Figure 5. Downregulation of Syn5 and Secl6A expression impair hRSV replication and syncytia
formation. HEp-2 cells were transfected with control siRNA (siCT) or siRNA targeting syntaxin-5
(siSynb) or Secl6A (siSec16A) during 24 h, before infection with Luc-rRSV at MOI 0.2 during 48 h. (A)
Viral replication was quantified by measuring the luminescence in cell lysates. Data are means SEM
from quadruplicates. ¥, P < 0.05. Data are representative of three experiments. (B) Western blot
analysis of Syn5 expression in total cells lysates. (C) HEp-2 cells transfected with siRNA as described
above were infected with mCherry-rRSV at MOI 0.2 during 48 h. Representative images of mCherry
fluorescence of infected HEp-2 cell cultures. Scale bars, 200 pm.

3. Discussion

Although vaccines against hRSV have been recently commercialized, there is still a need for
antiviral treatments to treat hRSV infections. Many attempts have been made by pharmaceutical
companies to develop compounds specifically targeting the viral F and L proteins. However, the
emergence of escape mutants upon treatment highlights the necessity to search for alternatives
and/or complementary antiviral approaches. Among those, strategies aiming at interfering with
intracellular trafficking pathways required for pathogen infections could be promising.

In the present study, we evaluated the potential antiviral activity of the Retro-2.2 compound.
This compound was derived from the structure-activity relationship study performed to increase the
efficiency of the initial Retro-2 molecule and its optimized Retro-2.1 analogue (EP3886859). Retro-2.2
was found twice more effective against Shiga toxins than Retro-2.1, Shiga toxins being reference
bacterial toxins using the retrograde transport in our structure-activity relationship study. Retro-2
and Retro-2.1 were shown to be active against a large panel of viruses [42]. Here, we first showed
that Retro-2.2 presents an antiviral activity against hRSV in cell cultures, in the micromolar range.
However, we also detected a non-expected cytotoxic effect of the compound in our conditions, with
a CCso close to 15 pM. This low selectivity index value compared to the one obtained for the optimized
Retro-2.1 molecule in previous studies [43,44] will need to be investigated.

Our data also show that Retro-2.2 did not impact the viral particle or the initial infection nor the
formation of viral factories, but induced a defect of viral particles release associated to a decrease of
syncytia formation in cell culture. Altogether, these results suggest that Retro-2.2 targets a late stage
of the viral cycle, and more specifically the F protein function. By engineering chimeric
transmembrane fluorescent proteins which display the HiBit peptide fused with the transmembrane
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sequences of the F or G proteins, we were able to reveal that Retro-2.2 could impair the traffic of the
F but also of the G protein to the plasma membrane. However, despite several attempts of co-
immunofluorescence labelling of F and proteins of either the endoplasmic reticulum, the Golgi
apparatus or the endosomes (not shown), we were not able to characterize a specific site of retention
of the F and G proteins inside the cells. Noteworthy, in order to decipher the specificity of action of
Retro-2.2 against hRSV, and to gain information on the cytotoxicity of the treatment, it would be
necessary to evaluate the impact of Retro-2.2 treatment on the trafficking of cellular proteins known
to be addressed to the plasma membrane such as TGN46 or CI-MPR. In parallel, we showed that
down-regulation of Syn5 and Secl6A, two proteins that were described as indirect and direct targets
of Retro-2 respectively, also inhibited hRSV replication in cell culture, and the formation of large
syncytia. Taken together, our results strongly suggest that, by modifying the cellular retrograde
pathway, Retro-2.2 affects the trafficking of hRSV membrane proteins to the plasma membrane.
However, we cannot exclude that Retro-2.2 treatment could also alter the full maturation of the F and
G proteins.

As mentioned above, Retro-2.2 displays only low antiviral activity in cell culture. Nevertheless,
given the dual effect of the treatment on F and G proteins, and based on the fact that G protein is not
critical for hRSV replication in cell culture but favours in vivo replication, it would be interesting to
test the antiviral activity of this compound in vivo in a mouse model. For this purpose, one would
expect that, as recently shown for Retro-2.1, the formulation in a thermosensitive hydrogel could
foster the delivery of Retro-2.2 in vivo [45].

In conclusion, our data highlight that molecules that interfere with the trafficking of intracellular
vesicles could be used as antivirals against hRSV. Optimisation of such molecules to improve their
selectivity index, their solubility and their delivery in vivo, still remains necessary. Finally, our results
allowed to extend the list of the pathogens sensitive to Retro-2 derivatives, and reinforce the potential
interest of these molecules as broad-spectrum antivirals.

4. Materials and Methods

4.1. Cells

HEp-2 cells (ATCC, CCL-23), A549 (ATCC, CCL-185) and 293T cells were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Eurobio) supplemented with 10% heat-inactivated
foetal calf serum (FCS; Eurobio), 1% L-glutamine, and 1% penicillin-streptomycin. The transformed
human bronchial epithelial cell line (BEAS-2B) (ATCC CRL-9609) was maintained in RPMI 1640
medium (Eurobio) supplemented with 10% FCS, 1% L-glutamine, and 1% penicillin—streptomy-cin.
The cells were grown at 37°C in 5% CO:2 and transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) as
described by the manufacturer.

4.2. Retro-2.2 compound synthesis

A mixture containing 6-fluoro-1-methyl-2H-benzo[d][1,3]oxazine-2,4(1H)-dione (500 mg, 2.56
mmol), 2-aminophenol (280 mg, 256 mmol) and 5-(2-methyl-1,3-thiazol-4-yl)-2-
thiophenecarbaldehyde (536 mg, 2.56 mmol) in acetic acid (3 mL), was heated at 130 °C in a
microwave synthesizer (CEM) for 4 h. The crude mixture was diluted in ethyl acetate and a saturated
NaHCO:s aqueous solution was added. The mixture was stirred vigorously for 1 h. The aqueous layer
was extracted two more times with EtOAc. The combined organic phase was dried over magnesium
sulfate, filtered off and the solvent was evaporated under vacuum. Purification by column
chromatography (CombiFlash Serlabo; column 40G) on silica gel using cyclohexane/ethyl acetate
(60/40) afforded 1 as a pale brown solid (985 mg, 85% yield). At the end of the synthesis the compound
was analyzed by 'H and *C nuclear magnetic resonance (NMR), and mass spectrometry (LC-MS).
The m/z calculated for CsH1sFN3O25:H [M+H+]* (Retro-2.2) was 452.4Da, with a purity of 99.5%.
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4.3. Viruses and titration by plaque formation assay

The recombinant mCherry-rRSV and Luc-rRSV corresponding to the RSV Long strain
expressing either the mCherry or the firefly luciferase protein were amplified in HEp-2 cells and
titrated using a plaque assay procedure as previously described [32]. Briefly, for titration, cells were
infected with serial 10-fold dilutions of the viral supernatant in complete minimum essential medium
(MEM). The overlay was prepared with Avicel RC581 microcrystalline cellulose (FMC Biopolymer)
at a final concentration of 0.6% in complete MEM containing 1% fetal calf serum. After 6 days at 37°C
with 5% CO2, plaques were revealed by staining of the cell layers with a solution containing 0.5%
crystal violet and 20% ethanol, and the number of PFU per well was counted.

4.4. Plasmids

pcDNA3.1 codon-optimized plasmid for mammalian expression encoding the hRSV F was a gift
from Marty Moore, Emory University [46]. The sequences encoding the chimeric proteins (primary
sequences shown in Figures 3 and 4) were optimized for eukaryotic expression and commercially
made (GeneCust). The full-length sequence of mCherry-HiBit-F was cloned into pCI vector (Genbank
accession n° U47119). For HiBit-GFP-G expression, the optimized sequence encoding the N-terminal
and transmembrane domains of G, in fusion with the HiBit sequence was clone in fusion with EGFP
into the pEGFP-N2 vector (Clontech).

4.5. Antibodies

The following primary antibodies were used for immunostaining and/or immunoblotting:
mouse anti-F (BioRad, Hercules, USA), mouse anti-F 2F7 (Abcam, Cambridge, UK), mouse anti-G
(Abcam), rabbit anti-N antiserum [47], rabbit anti-GM130 (Abcam), mouse anti-Syntaxin-5 (Santa
Cruz, Dallas, USA), mouse monoclonal anti-{ tubulin antibody (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA),
rabbit anti-GFP (Invitrogen, Whaltham, USA), and anti-mCherry (Rockland immunochemicals,
Limerick, USA).

Secondary antibodies directed against mouse and rabbit IgG coupled to HRP (SeraCare, Milford,
USA) were used for immunoblotting, and antibodies directed against mouse and rabbit IgG coupled
to Alexa 594 or Alexa 488 (Invitrogen) respectively were used for immunostaining.

4.6. Antiviral and cytotoxic activity assays

Cells were seeded at 5 x 10* cells per well in 96-well plates. Twenty-four hours later, the cells
were infected at a multiplicity of infection (MQI) of 0.2 for 2 h with mCherry-rRSV or Luc-rRSV
diluted in MEM without phenol red and without FCS. In parallel, Retro-2.2 compound was serially
diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) and then further diluted in MEM without phenol red medium
containing 2% FCS. Two hours post-infection, the cell culture medium was replaced by the medium
containing Retro-2.2, and plates were incubated at 37 °C for 24 to 48 h before analysis. The mCherry
fluorescence was measured using a spectrophotometer (Tecan Infinite M200PRO) with excitation and
emission wavelengths of 580 and 620 nm, respectively. For Luc-rRSV replication quantification, cells
were lyzed in luciferase lysis buffer (30 mM Tris [pH 7.9], 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1% Triton X-
100, and 15% glycerol). After the addition of luciferase assay reagent (Promega), luminescence was
measured using a Tecan Infinite M200 Pro luminometer (Tecan, Mannedorf, Switzerland). The values
obtained for noninfected HEp-2 cells was used as a standard for the fluorescence and luminescence
background levels respectively, and the value obtained for infected and untreated cells was used to
normalize the data. Cytotoxicity assays were performed on non-infected cells incubated for 48 h with
the serial dilutions of Retro-2.2, using the CellTiter-Glo luminescent cell viability kit (Promega). Each
experiment was performed in duplicate and repeated at least twice. ICso and CCso values were
calculated by fitting the data to a sigmoidal curve equation in GraphPad software (GraphPad Prism
10).


https://doi.org/10.20944/preprints202310.1733.v1

Preprints (www.preprints.org) | NOT PEER-REVIEWED | Posted: 26 October 2023 doi:10.20944/preprints202310.1733.v1

14

4.7. siRNA experiments

The control siRNA and siRNAs against Syn-5 and Secl6A were purchased from Qiagen
(Quiagen, Hilden, Germany). Each siRNA is a pool containing 4 different sequences (Catalog
number: SI03075345, S103052966, SI00048636 and SI00048615). A549 cells were transfected with the
indicated siRNAs at a final concentration of 20 nM by reverse transfection into 96-well plates (7 x 104
cells per well) using Lipofectamine RNAIMAX (Thermo Fisher) according to the manufacturer’s
instructions. Briefly, a mixture containing Opti-MEM (Invitrogen), Lipofectamine RNAiMAX, and
siRNA was incubated for 5 min at room temperature before being deposited at the bottom of the
wells. The cells in MEM without antibiotics were then added dropwise before incubation at 37°C with
5% COz. After 24 h of transfection in the presence of siRNA, the medium was removed, and the cells
were infected following the protocol described above. Forty-eight hours post-infection, the mCherry
fluorescence was measured using a spectrophotometer (Tecan Infinite M200PRO) with excitation and
emission wavelengths of 580 and 620 nm, respectively. The values obtained for noninfected HEp-2
cells were used as a standard for the fluorescence background level, and the values obtained for
infected cells transfected with the siCT were used to normalize the data. Each experiment was
performed in quadruplicate and repeated three times. For each experiment, cells were finally lyzed
in Laemmli, and Syn5 and tubulin expression was analyzed by Western blotting.

4.8. SDS-PAGE and Western blot analysis

Protein samples were separated by electrophoresis on 12% polyacrylamide gels in Tris-glycine
buffer. All samples were boiled for 3 min prior to electrophoresis. Proteins were then transferred to
a nitrocellulose membrane (BioRad). The blots were blocked with 5% non-fat milk in PBS Tween20
0.2%, followed by incubation with mouse anti-F antibody (1:1,000), rabbit anti-N antiserum (1:5,000),
mouse anti-tubulin (1:1,000), or mouse anti-Syn5 (1:2,000) and horseradish peroxidase (HRP)-
conjugated anti-mouse or anti-rabbit (1:10,000) secondary antibodies (SeraCare). Western blots were
developed using Clarity™ Western ECL substrate (Bio-Rad) and exposed using Bio-Rad ChemiDoc
Touch Imaging System.

4.9. Immunofluorescence

Cells were seeded in 24-wells plates containing coverslip. Plates were infected of transfected
depending on the assay. Cells were fixed using 4% paraformaldehyde for 30 minutes at room
temperature, then permeabilized in PBS buffer containing 3% bovine albumin serum (BSA) and 0.1%
Triton X-100 for 30 minutes at room temperature. Cells were then washed once in PBS-3% BSA-0.05%
Tween20, and incubated with relevant mouse or rabbit primary antibody (anti-F 1:1,000, anti-N
1:20,000 ; anti-GM130 1:1,000) diluted in PBS-3% BSA-0.05% Tween20 for 1 h at room temperature.
Cells were washed 3 times with PBS-3% BSA-0.05% Tween20, then incubated with goat anti-mouse
or goat anti-rabbit secondary antibody coupled to Alexa 488 or Alexa 594. Cells were then washed 3
times with PBS-3% BSA-0.05% Tween20 and two times with PBS. For nucleus labeling, cells were
exposed to Hoechst 33342 stain (Invitrogen) during incubation with secondary antibodies. Coverslips
were mounted with ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen). Images were obtained using an
inverted SP8x confocal microscope (Leica) using a 63x oil immersion objective. Maximum projections
of optical Z slices are shown. Images were processed with Leica imaging software LAS X and
Image]FIJI software.
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4.10. HiBit Luminescence assay

HEp-2 cells were seeded at 5 x 104 cells per well in 96-well plates or 2 x 105 cells 24-well plates
containing coverslips. Cells were transfected in Opti-MEM (Gibco) with 0.2 ug DNA per well (96-
well plate) or 1 ug DNA per well (24-well plate) using Lipofectamine 2000 for 5 h. The medium was
then changed for Opti-MEM supplemented with Retro-2.2 at various concentrations. Twenty-four
hours post-transfection, the expression of chimeric proteins in total cell lysates or at the cell surface
was quantified by luminescence measurement using the Nano-Glo HiBiT Lytic Detection System
(Promega, N3030) or the Nano-Glo HiBiT Extracellular Detection System (Promega, N2420),
respectively, according to manufacturer’s protocol. For each experiment, cells were finally lyzed in
Laemmli, and the expression of chimeric proteins was analyzed by Western blotting.

4.11. Statistical analysis

A nonparametric Mann-Whitney test (comparison of two groups) (n = 4 or 6) was used to
compare unpaired values (GraphPad Prism software). Significance is represented in the figures (¥, P
,0.05; **, P, 0.01).

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at the website of this
paper posted on Preprints.org. Figure S1: Antiviral activity of Retro-2.2 against hRSV infection of different cell lines.
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A new derivative of Retro-2 displays antiviral activity
against Respiratory Syncytial Virus
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Figure S1: Antiviral activity of Retro-2.2 against hRSV infection on different cell lines. HEp-2, A549, BEAS-2B,
and 293T cells were infected for 2 h with mCherry-rRSV at MOI 0.2. The medium was then changed to incubate
cells in the absence (DMSO) or the presence of Retro-2.2 at 3 uM for 48 h. The viral replication was quantified by
measurement of the mCherry fluorescence. Data are means SEM from two independent experiments made in
duplicates. ¥, P < 0.05.
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3.3 UNE TECHNIQUE DE QUANTIFICATION DE LA TAILLE ET DU NOMBRE DE
SYNCYTIA

Lors de I'observation au microscope des cultures cellulaires infectées et traitées
par Retro-2.2, nous avons observé une forte perturbation de la formation des
syncytia. En effet, Retro-2.2 provoque une diminution de la taille des syncytia for-
més au cours de l'infection par les cellules infectées par le VRS, et donc du nombre
de cellules impliquées .

Dans le but d'apporter des informations supplémentaires sur |'activité de Retro-
2.2, nous avons développé une méthode de quantification automatisée de la taille
et du nombre de cellules infectées par le VRS. Cette méthode permet de mesurer
la taille des syncytia, et de mettre en évidence un changement dans la dynamique
de formation de ces syncytia.

3.3.1 Matériel et méthodes

Des cellules HEp-2, ont été infectées sur des plaques 96 puits en suivant le méme
protocole que celui décrit dans le chapitre 3.2 de ce manuscrit (voir matériels et
méthodes) avec le virus recombinant VRS-mCherry présenté plus haut (Figure 22).
Apres 48 heures d'incubation, les cellules ont été rincées une fois au PBS, puis
fixées avec du paraformaldéhyde 4% pendant 30 minutes a température am-
biante. Les cellules ont ensuite été rincées avec du PBS, et les noyaux des cellules
marqués avec du Hoechst.

Sur chaque puits, six images ont été acquises a l'aide du lecteur Cytation 5
(BioTek) en mode imagerie, avec un objectif Olympus 4x, un filtre Texas Red de
590 nm pour le rouge (mCherry), et un filtre DAPI de 405 nm pour le bleu (noyaux)
(Figure 23).
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Retro-2.2 (10 pM)

Figure 23 : Images des cellules infectées obtenues avec le Cytation 5. Des cellules HEp-2 ont été
infectées pendant 2 heures avec le VRS-mCherry a une MOI de 0,2, puis le milieu est changé pour
incuber les cellules avec différentes doses de Retro-2.2 ou du DMSO. Apres 48 heures d’'incuba-
tion, les cellules ont été fixées avec du PFA 4% et 6 images ont été prises dans chaque puits en
utilisant un lecteur Cytation 5 en mode imagerie, a un grossissement de 4x. Barre d'échelle = 500
pm.

Compte-tenu du volume de données générées, il n'a pas été envisagé d'analyser
manuellement chaque image. Pour répondre a cette problématique, nous avons
automatisé cette étape en utilisant le logiciel CellProfiler (version 4.2.1;
https://cellprofiler.org), un logiciel d'analyse d'image libre d'accés. Il permet no-
tamment a travers I'application de différents filtres d'analyse de délimiter auto-
matiquement des régions d'intérét sur des images, ici les aires de fluorescence
correspondant aux syncytia, et d'effectuer des mesures sur ces régions d'intérét :
quantification et numérotation, mesure de périmétre, de surface, etc... Le logiciel
permet également d'effectuer des superpositions d'images.
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3.3.2

Résumé simplement, la quantification repose sur les étapes suivantes :

I/ Chaque aire de fluorescence est isolée, son périmetre et sa surface sont mesurés
(Cellprofiler, automatique).

lI/ Le nombre de noyaux sous chaque aire de fluorescence est mesuré (Cellprofi-
ler, automatique).

l1l/ les données numériques sont extraites du logiciel et importées dans Excel.
[V/ Les cellules individuelles ou en division sont éliminées des données (aires avec
moins de 3 noyaux) (Excel, manuel)

V/ Les aires du fluorescence restantes (>3 noyaux) correspondent aux syncytia.

Résultats de la quantification

Grace a ce protocole, nous avons pu visualiser les données en fonction de la dose
de Retro-2.2, pour évaluer un effet du traitement sur la taille et le nombre de
syncytia. L'infection peut induire la mort cellulaire, ce qui entraine une diminution
du nombre de noyaux sur les images, nous avons donc normalisé les données par
le nombre de noyaux pour éliminer ce biais.

Nous observons une diminution significative de la taille des syncytia, reliée a la
dose de Retro-2.2 (Figure 24). Cette diminution est dépendante de la dose, et
I'ECso lue graphiquement (6 uM) est proche de I'ECso calculée a partir de la courbe
d'intensité de fluorescence des cellules fixées (4,8 uM).

Il faut noter I'augmentation de I'ECso mesurée grace a cette nouvelle méthode de
quantification par rapport a la mesure de fluorescence effectuée sur cellules (voir
publication, chapitre 3.2 ; ECso = 1,6 uM). La quantification de la taille des synctyia
permet de mesurer |'effet du traitement sur ce phénomene précis, mais ne prend
pas en compte I'effet du traitement sur d'autres étapes du cycle viral qui peuvent
étre inhibés et induire une diminution du signal luminescent.
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Figure 24 : Quantification de la surface des syncytia. (A) Quantification de la réplication virale, en
fonction de la dose de Retro-2.2, par mesure de l'intensité de fluorescence de la mCherry. ECso =
4,8 uM. (B) Quantification de la taille des syncytia en fonction de la dose de Retro-2.2. Par lecture
graphique, ECso = 6 uM. Les courbes (A) et (B) ont été obtenues a partir des mémes puits de
plaque 96 puits. Les données sont représentées sous la forme de moyenne + SD d'une expérience
réalisée en dupliquas. Chaque répliqua de (B) correspond a la moyenne sur les 6 images du puits
correspondant.

En résumé, cette nouvelle méthode de quantification pas apporté d'information
supplémentaire sur I'activité de Retro-2.2 par rapport a la quantification de fluo-
rescence, qui est plus simple a mettre en place. La spécificité de notre nouvelle
méthode pour le mécanisme de formation des synctytia pourrait s'avérer utile
dans de futures expériences d'inhibition portant sur cette étape du cycle viral en
particulier.
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3.4 DISCUSSION

En complément des vaccins récemment commercialisés, la recherche de mole-
cules antivirales reste une nécessité pour traiter les infections par le VRS. Malgré
les efforts conséquents de l'industrie pharmaceutique pour développer de nou-
veaux antiviraux, I'apparition de mutants d’échappement reste problématique. La
mise en place de nouvelles stratégies de traitement, comme l'inhibition de pro-
cessus cellulaires, sont une alternative intéressante aux molécules qui ciblent di-
rectement des protéines virales comme F ou L.

Retro-2.2 est un dérivé optimisé du composé Retro-2.1 et de la molécule initiale
Retro-2. Ces composés présentent une activité contre les toxines bactériennes qui
exploitent les voies de transport rétrograde (Stechmann et al,, 2010), et Retro-2.2,
issu de I'optimisation de ces molécules présente une activité deux fois plus élevée
que Retro-2.1 contre ces toxines (données non publiées). Dans notre étude, nous
avons par conséquent évalué I'activité du composé Retro-2.2 contre l'infection au
VRS in vitro.

La molécule Retro-2.2 inhibe I'infection par le VRS en culture cellulaire avec une
ECso de 1,6 uM. Nous avons également observé un effet cytotoxique du composé
a faible dose (CCso = 15 uM). L'indice de sélectivité (IS) de Retro-2.2 est donc
d’'environ 10, ce qui est inattendu car tres inférieur a I'lS calculé pour Retro-2.1
lors d'études précédentes (Dai et al., 2017 ; Dai et al., 2018). L'lS d'une molécule
est un indicateur tres important lors du développement thérapeutique puisqu’un
IS élevé permet d’'envisager le développement d'un traitement efficace sans effet
adverse. Il sera par conséquent nécessaire de caractériser I'origine de cette toxi-
cité afin d’envisager I'amélioration de la molécule.

Nous n'avons pas observé d'effet direct de Retro-2.2 sur la particule virale, ou sur
les étapes précoces de l'infection et la formation des corps d’inclusion cytoplas-
miques. En revanche, nous avons pu montrer que le traitement par Retro-2.2 in-
duit un défaut de formation des nouvelles particules virales, associé a un défaut
de la formation de syncytia liés a I'infection. Ces données suggerent une action
du composeé sur les étapes tardives de I'infection, principalement sur la fonction
de la protéine F du virus qui médie la formation des syncytia en culture cellulaire.

Afin de caractériser cet effet, et en particulier I'impact de Retro-2.2 sur I'adressage
de F, mais également de la protéine G a la membrane plasmique, nous avons
choisi d'étudier I'impact du traitement sur |'expression de protéines chimériques
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fluorescentes, associées au peptide luminescent HiBit, en fusion avec des sé-
quences d'adressage des protéines F et G. Cette approche nous a permis de

mettre en évidence un défaut dans la localisation de ces deux protéines sous l'ac-
tion de Retro-2.2 (Figure 25).

Luciferase
substrate

 '." J Cell

LgBIT

Cytoplasmic tail of
RSV F

mCherry

Figure 25 : Schéma simplifié de I'approche utilisant le peptide HiBiT pour la quantification de
I'expression de la protéine F a la membrane plasmique. La séquence du peptide HiBiT (11 acides
aminés correspondant au petit domaine de la split nano luciférase, encadré gris foncé) et celle
de la protéine mCherry ont été exprimées en fusion entrela la séquence N-terminale de F
d’'adressage a la membrane plasmique, et celle du domaine transmembranaire et C-terminal de
F (voir publication, partie 3.2). La présence de cette protéine chimérique a la membrane plas-
mique a été quantifiée par ajout dans le milieu extracellulaire de, la protéine LgBiT (grande sous-
unité de la split nano-luciférase) et du substrat, suivi d'une mesure du signal luminescent.
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Les tentatives d'identification du site de rétention intracellulaire de ces protéines,
par des approches de co-marquages avec des protéines du réticulum endoplas-
mique, de l'appareil de Golgi ou des endosomes, n‘ont toutefois pas permis
d'identifier de site de relocalisation de F et G lors du traitement par Retro-2.2. En
effet, si la protéine F du VRS est relocalisée sous |'action de Retro-2.2 et est moins
présente a la membrane plasmique (Figure 26A), nos données montrent que F ne
semble pas relocalisée dans I'appareil de Golgi (Figure 26B), le RE (marquage anti-
Sec16A, anti-Protéine Disulfure Isomérase (PDI), données non présentées) ou les
endosomes (marquage anti-EEA1,données non présentées) sous l'effet du traite-
ment. D'autre part, nous ne pouvons pas exclure que ce défaut d'adressage ne
soit pas également associé a un défaut de maturation des protéines F et G.
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Figure 26 : Localisation de la protéine F du VRS dans les cellules infectées. Des cellules HEp-2 ont
été infectées avec le rVRS-Luc pendant deux heures, puis le milieu a été changé pour incuber les
cellules avec du DMSO ou le composé Retro-2.2 a une concentration de 2 uM pendant 48 heures.
Les cellules ont ensuite été fixée avec du PFA 4% et marquées avec différents anticorps . (A) Les
cellules sont marquées avec un anticorps monoclonal anti-F (G.Taylor, rouge), de la phalloidine
(Abcam, vert) et du Hoeshct (Invitrogen, bleu) (B) Les cellules sont marquées avec un anticorps
monoclonal anti-F (G.Taylor, rouge), un anticorps anti-GM130 (Abcam, vert) et du Hoeshct (Invi-

trogen, bleu). Barre d'échelle = 50 pm.
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En paralléele, j'ai pu montrer que la déplétion de I'expression des protéines Sec16a
et Syn-5, cibles décrites du composée Retro-2, reproduit I'inhibition de I'infection
et de formation des syncytia observées suite au traitement par Retro-2.2. Nous
n'avons cependant pas réussi a valider par Western blot la déplétion de Sec16a
(>250 kDa). Afin de valider I'efficacité du siRNA, une méthode de validation alter-
native serait de quantifier les ARNm codant pour Sec16a par RT-qPCR.

Toutefois, ces données suggerent que le mécanisme a |'ceuvre dans l'inhibition
de l'infection au VRS par Retro-2.2 dépend de son activité directe sur la protéine
Sec16a et/ou indirecte sur Syn-5. Ces observations suggerent également une po-
tentielle implication, non décrite a ce jour, de ces protéines cellulaires dans les
étapes tardives du cycle du VRS. Afin de compléter ces données, I'étude de I'im-
pact cumulé de la déplétion de Sec16a ou Syn-5 et du traitement par Retro-2.2
sur la réplication du VRS seraient nécessaires.

En conclusion, si nos données mettent en évidence une activité antivirale de Re-
tro-2-2, caractérisée par un défaut d'adressage des protéines F et G a la mem-
brane plasmique, des expériences complémentaires seront nécessaires pour con-
solider ces résultats. Plus spécifiquement, il serait nécessaire d'évaluer I'impact de
traitement par Retro-2.2 sur I'adressage a la membrane plasmique de protéines
cellulaires. Ces données devraient permettre de déterminer la spécificité d'action
de cette molécule envers le VRS, et de potentiellement mieux comprendre la toxi-
cité associée au traitement.

Dans la continuité de ces travauy, il serait important d'évaluer I'effet de Retro-2.2
contre l'infection au VRS sur des cultures primaires de cellules épithéliales. En
effet, méme si les cultures de cellules immortalisées constituent un modéle
d’'étude valable, I'utilisation de cultures primaires permettrait d’obtenir une vision
plus représentative de I'effet physiologique du composé sur les cellules.
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L ACTIVITE ANTIVIRALE IN VIVO

Le développement pré-clinique d'un médicament rassemble I'ensemble des
études visant a déterminer ses propriétés physiques, chimiques, pharmacodyna-
miques, pharmacocinétiques et toxicologiques. Ce processus commence en gé-
néral par des expériences in vitro, en culture cellulaire, qui permettent d'évaluer
I"activité du composé, son mécanisme, et également de mettre en évidence une
éventuelle toxicité. Ces travaux ont été présentés dans la partie | des résultats.

En paralléle, des expériences in vivo sont réalisées afin de déterminer le devenir
du médicament dans |'organisme. Plus spécifiquement, ces études visent a déter-
miner les parametres d’ADME (Absorption, Distribution, Métabolisation et Excré-
tion) de la molécule dans I'organisme, ainsi que les potentiels métabolites dérivés,
et la potentielle toxicité du composé. Ces études permettent de vérifier que la
molécule est bien distribuée dans le ou les organe(s) ou elle devra exercer son
activité (les voies respiratoires pour le cas du VRS), et de déterminer la dose a
administrer pour atteindre une concentration dans les organes permettant d'ob-
server un effet inhibiteur, sans toxicité associée.

Au cours de ma thése, ces expériences ont été réalisées par les équipes de Julien
Barbier et de Mathilde Keck au CEA, dans un modele d’administration de Retro-
2.2 chez la souris Balb/c.

Dans les paragraphes suivants sont présentés les résultats obtenus pour le com-
posé Retro-2.2, issus de la thése de Lucie Caramelle (Caramelle, 2023) et de don-
nées non publiées que j'ai obtenues au court de ma these. Ces données permet-
tent de justifier le protocole décrit dans le chapitre 4.4 de ce manuscrit.
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4.1 PHARMACOCINETIQUE DE RETRO-2.2

Les composés de la famille Retro-2 sont tres hydrophobes, restreignant les modes
et voies d'administration lors des expériences chez I'animal.

Dans un premier temps il a par conséquent fallu déterminer la meilleure formu-
lation pour I'administration du composé. La société Drugabilis a mesuré la solu-
bilité du composé Retro-2.2 dans quatre huiles végétales différentes. La solubilité
est plus élévée dans le lipiodol (1,7 mg/mL) et I'huile de ricin (1,9 mg/mL) que
dans I'huile d'arachide ou de soja (Figure 27). Le lipiodol est une préparation
d’'huile d'ceillette iodée utilisée comme produit de contraste et constituant une
huile tres fluide.

Type d'huile Solubilité de Retro-2.2 (mg/mL)
Huile de ricin 1,9
Huile d'arachide 0,35
Huile de soja 0,40
Lipiodol 1,7

Figure 27 : Solubilité de Retro-2.2 dans différentes huiles. Valeurs mesurées apres équilibration a
20°C pendant 24 heures (Drugabilis). Figure adaptée d'apres Caramelle (2023).

A partir de ces résultats, trois formulations ont été évaluées. Une formulation de
Lipiodol a 100%, qui présentait une viscosité tres faible, empéchant la rétention
du produit apres injection sous-cutanée, a été abandonnée. Pour augmenter la
viscosité de la formulation de maniere a améliorer la rétention sous-cutanée de
celle-ci apres injection, une formulation a 30 % de Lipiodol et 70 % d'huile de ricin
(formulation LR) a été testée, ainsi qu'une formulation a 3 % de DMSO, 29 % de
Lipiodol et 68 % d’'huile de ricin (formulation DLR). L'ajout de DMSO réduit forte-
ment la formation de micro cristaux observée dans la formulation LR (Caramelle,
2023).
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Partant de ces résultats, I'administration de Retro-2.2 par voie sous-cutanée (SC),
a été testée chez la souris. A noter qu’une phase d'absorption a été prise en con-
sidération dans le calcul des parameétres pharmacocinétiques, normalement cal-
culés a partir d'une administration par voie intraveineuse (IV) qui n‘induit pas de
phase d'absorption. En effet, I'injection IV d'une formulation huileuse n’est pas
possible.

La quantification des composés dans le plasma a été réalisée par LC-MSMS (Ca-
ramelle, 2023). Les parameétres pharmacocinétiques ont été calculés a partir des
mesures de concentration plasmatique au cours du temps grace a l'extension
d’'Excel PKSolver.297. Une cinétique de distribution non-compartimentale extra-
vasculaire, qui émet I'hypothése que I'ensemble des tissus forme un seul groupe
d'espace de distribution cinétiquement homogene, a été utilisée.

Une seconde série d’expériences a alors été réalisée afin de déterminer les para-
metres pharmacocinétiques de Retro-2.2 administré par voie SC. La molécule a
été administrée a 4 groupes de 9 souris Balb/c en une fois (Administration aigue)
a une dose de 33 mg/kg dans différents volumes et formulation: 100 uL dans
DLR, 100 pL dans LR, 50 uL dans LR ou 200 pL dans Lipiodol seul (Figure 28). Des
prélevements sanguins ont été effectués a T = 1h, 2h, 4h, 6h, 8h et 24h sur 3 souris
différentes par groupe a chaque temps pendant 24 heures pour effectuer la me-
sure de la concentration plasmatique en Retro-2.2.

Les données obtenues ont mis en évidence que I'ajout de DMSO dans la formu-
lation permet de doubler la concentration plasmatique maximale de Retro-2.2
(1,3 uM contre 0,7 pM) (Figure 28). Ce changement permet notamment d'at-
teindre une concentration plasmatique de Retro-2.2 équivalente a I'ECso contre le
VRS en culture cellulaire.
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n=9 female Balb/c « Retro-2.2 B4 » 100 ul injected at 6,66 mg/mL in «3% DMSO + 29% Lipiodol + 68% Castor Oil».
/c « Retro-2.2 B4 » 100 ul injected at 6,66 mg/mLin «30% Lipiodol + 70% Castor Oil».
-« Retro-2.2 B4 » 50 pl injected at 13,33 mg/mL in «30% Lipiodol + 70% Castor Oil».

To Tin Ton Tan Ten Tan L
Subcutaneous At each time point :
Injection Blood plasma collection for LC-
MS analysis
B 33,33 mg/kg - 73,8 pmol/kg C
Souris Balb/c femelles
Injection sous-cutanée
2000
—+ 6,66 mg/mL - 3%DMS0/29%pavot/68%ricin
- ] —+— 6,66 mg/mL - 30%pavot/70%ricin
E 1500 13,33 ma/mL - 30%pavot/70%ricin Parameétres PK LR  DLR
% 1 + 3,33 mg/mL - 100%pavot (unité)
- Tizz(h) 549 833
émo_’ Cenax (pmol/L) 0,718 1318
5 ] AUC (umol/L*h) 7,73 1325
S
E MRT (h) 999 12,62
8 ] Clairance
£ 500 891 476
3 ] ((umol/kg)/(umol/L)/h)

Time (h)

Figure 28 : Concentration plasmatique et parametres pharmacocinétiques obtenus pour le com-
posé Retro-2.2 administré en SC chez la souris selon différentes formulations. (A) Protocole d'ad-
ministration de Retro-2.2. Le composé a été administré a des souris Balb/c femelles en une fois a
une dose de 33,3 mg/kg (73,8 umol/kg) par injection SC de différentes formulations de Retro-2.2.
Des prélévements sanguins ont été réalisésat=1;2;4; 6; 8 et 24 heures sur 3 souris différentes
a chaque temps. (B) Courbes des concentrations plasmatiques du composé Retro-2.2 en fonction
de la formulation administrée. Les concentrations plasmatiques ont été obtenues par quantifica-
tion par LC-MSMS aprés extraction des plasmas. Les analyses LC-MSMS ont été réalisées en du-
pliquas. (C) Paramétres pharmacocinétiques obtenus pour le composé Retro-2.2 dans les formu-
lations LR et DLR a 6,66 mg/mL. Les parameétres pharmacocinétiques ont été calculés avec PKSol-
ver. T2 : demi-vie, Cmax: cOncentration plasmatique maximale, AUC : aire sous la courbe, MRT :
temps de résidence moyen.
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Ces parameétres pharmacocinétiques ont fait I'objet d'une modélisation, afin de
simuler |'effet d'une administration répétée du composé sur la concentration
plasmatique de Retro-2.2. Cette modélisation a été effectuée par Alain Pruvost au
CEA. Cette simulation suggere que deux administrations de composé par jour,
espacées de 6 heures, permettraient de maintenir une concentration plasmatique
de composé suffisante pour exercer son activité (Figure 29).

PK simulation of R-2.2 at ~70umol/kg

Time (h) Amt (umol/kg)

\ \ \ 0 7137

4000 \ \ 6 7137
‘ \ \ 2 7137

\ 30 7137

‘ \ [\ a8 7137

\ ‘ \ 54 7137

‘ \ \ ‘ \ \ 72 7137

‘ \ { 78 7137

‘ ! \ ! % 7137
2000 102 7137

C (nM)

Time (hours)

Figure 29 : Simulation d’administration répétée de Retro-2.2. Données modélisées a partir des
résultats de PK obtenus sur Retro-2.2 a 6,66mg/mL de composé dans la formulation DLR (voir
figure 27).

L'ensemble des données présentées dans ce chapitre ont permis de déterminer
la formulation et la fréquence d'administration a utiliser pour la suite de |'étude.
La Formulation DLR (DMSO 3 % ; Lipiodol 29 % ; huile de ricin 68 %) a été admi-
nistrée a une fréquence de deux administrations par jour pour les expériences
présentées dans les chapitres qui suivent.
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4.2

EVALUATION DE LA TOXICITE DE RETRO-2.2 CHEZ LA SOURIS

Une premiére expérience a été conduite afin d'évaluer la potentielle toxicité du
composé a différentes doses chez la souris, sur une durée de traitement de quatre
jours, correspondant a la durée de traitements antiviraux réalisés en routine.

4.2.1.1 Matériel et méthode

Pour cette expérience, 4 groupes de 2 souris ont recu soit le traitement soit le
véhicule seul (la formulation sans la molécule active). Différentes doses ont été
testées : 1 mg/kg, 3 mg/kg et 10 mg/kg (Figure 30).

L'administration SC du composé dans sa formulation DLR est délicate en raison
de la viscosité importante de la solution. Pour faciliter I'administration, les souris
ont été anesthésiées par isoflurane a chaque administration.

Chaque souris a recu deux administrations par jour, espacées de 6 heures, pen-
dant 4 jours par voie SC (Figure 30). Un suivi quotidien du poids des animaux a
été réalisé, et les souris étaient observées apres I'administration afin de rechercher
de potentiels signes cliniques de douleur (poils hérissés, dos courbé, yeux plis-
sés, ...). A J4, les souris ont été anesthésiées par injection intra-péritonéale de
mélange kétamine/xylazine avant prélevement de 200-400 pL de sang par voie
rétro-orbitale en un seul geste. Au terme de I'expérience, les souris ont été eu-
thanasiées par dislocation cervicale et différents organes (poumons, rate, foie et
reins) ont été prélevés. L'ensemble de ces prélevements avaient pour objectif de
doser certains parametres protéiques dans le sang des souris pour détecter une
éventuelle toxicité du composé, et d'effectuer des analyses histologiques sur les
organes prélevés en cas de toxicité détectée.
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Figure 30 : Protocole d'expérimentation pour I'évaluation de la toxicité in vivo de Retro-2.2. Le
composé a été administré par voie SC dans la formulation DLR, a raison de deux administra-
tions/jour espacées de 6 heures. A chaque administration du composé, les souris ont été anes-
thésiées par isoflurane. A J4, les souris ont été anesthésiées par injection de kétamine/xylazine,
suivi d'un prélévement de sang en rétro-orbitaire, puis euthanasiées par dislocation cervicale afin
de prélever différents organes.

4.2.1.2 Résultats

Lors de I'administration chronique du composé Retro-2.2, nous n'avons pas ob-
servé de signe clinique de douleur chez les souris. Le suivi du poids des animaux
sur la durée du traitement a permis de montrer que les animaux ne perdent pas

de poids suite au traitement quelle que soit la dose de composé administré (Fi-
gure 31).

Mice Weight Tracking
30-

25- . L
Figure 31 : L'administration répétée de Re-

tro-2.2 ne provoque pas de perte de poids.
Les souris ont recu deux injections par jour
154 de : véhicule seul, ou Tmg/kg, 3mg/kg et
10mg/kg de composé Retro-2.2 pendant 4
jours par voie SC dans la formulation DLR.
Les données du groupe 1 mg/kg et 3
Day mg/kg ne sont pas représentées.
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En fin d'expérience, les échantillons de sang prélevés ont été centrifugés et le
plasma collecté (surnageant). 100 pL de plasma a été déposé sur un disque de
type AmLyte 13 (Abaxis). Le dosage de différents parametres biochimiques (cal-
cium, potassium, sodium, créatine kinase, glucose, amylase, créatinine, albumine,
azote uréique sanguin, bilirubine totale, aspartate aminotransférase (ASAT) et ala-
nine aminotransférase (ALAT)) a été réalisé sur un Piccolo Xpress (Abaxis).

Les données obtenues n‘ont pas mis en évidence de modifications significatives
de la plupart des parameétres biochimiques sanguins apres quatre jours de traite-
ment, indiquant que le composé n'induit pas de toxicité majeure aux trois doses
testées (1 mg/kg, 3 mg/kg et 10 mg/kg) (Figure 32). Nous avons cependant ob-
servé une diminution de I'azote uréique sanguin dans les trois conditions (de 30
a 20 mg /dL), une augmentation de I'ALAT et de la créatine kinase pour les souris
du groupe 1 mg/kg, et une légere diminution du sodium et du potassium pour
les groupes 3 et 10 mg/kg.

En résumé, le traitement des souris par Retro-2.2 pendant 4 jours ne provoque
pas de toxicité détectable.
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4.31

4.3 TESTS D'ACTIVITE ANTIVIRALE DE RETRO-2.2 IN VIVO EN MODELE MURIN

Principe des expériences in vivo sur le VRS

Partant des données présentées ci-dessus, nous avons cherché a tester |'activité
antivirale de Retro-2.2 contre le VRS in vivo, en modele murin.

Le protocole expérimental suivi repose sur l'infection, par instillation intranasale,
de souris femelles Balb/c de 8 semaines de vie avec un virus recombinant expri-
mant le gene rapporteur Luciférase (voir Figure 22, chapitre 3.1).

En effet, I'infection par ce virus permet de suivre I'évolution quotidienne de l'in-
fection chez un méme animal, en utilisant un appareil d'imagerie corps entier IVIS
(Xenogen Corp.). Notons que ce suivi journalier sur animal entier ne peut étre
réalisé que sur des animaux dont le pelage et la peau permettent la diffusion de
la lumiere, telles que des souris Balb/c. Brievement, suivant le protocole publié
(Rameix-Welti et al., 2014), les souris sont anesthésiées et le substrat de la lucifé-
rase est instillé par voie intranasale (D-Luciferine, 50 pL, Sigma). Apres 5 minutes
d‘incubation, I'émission de photons est mesurée par imagerie, et les résultats sont
visualisés et interprétés en utilisant un logiciel adapté (Living Image software, ver-
sion 4.0, Caliper Life Sciences). Les photons sont comptés dans une région d’in-
térét de I'image définie par l'utilisateur. Ici, la région d'intérét correspond au mu-
seau (cavité nasale) et au tronc de la souris (bronches et poumons) (Figure 33A).
La quantification de réplication du VRS par luminescence reflete les résultats ob-
tenus par quantification de la réplication dans les poumons par RT-qPCR (Figure
330).

Il est ici important de mentionner que l'infection par le VRS d’induit pas de symp-
tdmes chez la souris. D'autre part, en fonction du fond génétique des animaux, la
cinétique d'infection varie. Dans le cas de de souris Balb/c, 'infection persiste 7 a
10 jours, avec un pic d'infection entre 3 et 5 jours post-infection (Figure 33).
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Figure 33 : Suivi de réplication du VRS par luminescence in vivo de souris infectées avec le VRS-
Luc. (A) Images de souris infectées avec les virus VRS-Luc. Des souris Balb/c ont été infectées a JO
avec le VRSLuc (5.10* plaque forming units (p.f.u) par souris). Les niveaux de bioluminescence ont
été mesurés tous les jours en utilisant le systéme IVIS, aprés injection intranasale de 50 pL de D-
luciferin (200nM). L'échelle colorée indique les niveaux de radiance (somme des photons émis par
seconde dans chaque pixel de la région d'intérét (ps'.cm=.sr'")). La souris de droite a été infectée
avec le VRS sauvage (wild-type, WT). (B) Suivi du poids des animaux au cours de l'infection. Les
souris infectées avec le virus sauvage ou le VRS-Luc ont été pesées quotidiennement. (C) Compa-
raison du suivi de réplication du VRS in vivo chez la souris Balb/c, par quantification de lumines-
cence ou par RT-gPCR sur lysats de poumons de souris infectées. Figure adaptée d'aprés (Rameix-
Welti et al., 2014).
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4.3.2 Challenge in vivo contre le VRS

Suivant le protocole d'infection par le VRS in vivo chez la souris, présenté ci-des-
sus, et partant des données de formulation présentées, nous avons mis au point
un protocole expérimental afin d'évaluer I'activité de Retro-2.2 contre I'infection
par le VRS chez la souris (Figure 34). Deux groupes de huit souris femelles Balb/c
de 8 semaines de vie ont été considérés : infectées et traitées avec la solution
contrdle (formulation DLR sans le composé), ou infectées et traitées avec des
doses de 10 mg/kg de Retro-2.2 dans la formulation DLR par injection. A JO, les
souris ont été pesées, anesthésiées par injection intra-péritonéale de kéta-
mine/xylazine, puis ont été traitées par injection SC avec une dose de 10 mg/kg
de Retro-2.2, et infectées par instillation intranasale de 50 pl de virus VRS-Luc
(5.10* p.f.u) par souris. Six heures post-infection, les souris ont été anesthésiées
par isoflurane et une seconde dose de composé a été administré en SC. Les souris
ont été pesées quotidiennement et traitées deux fois par jour, a six heures d'in-
tervalle.

Lors des mesures de luminescence a I'lVIS a J2 et J4 post-infection, les souris ont
été anesthésiées avec de la kétamine/xylazine, le substrat de luminescence (50 pl)
a été instillé par voie intranasale, et la luminescence mesurée sur les animaux
positionnés dans I'lVIS. Le traitement a été administré immédiatement apres la
sortie des animaux de I'lVIS.

Infection VIS J2 VIS J4

l | | L] || L]

Jo 1 12 3 J4  Euthanasie

l I | ] Il l

—p = traitement

——p =anesthésie ketamine/xylazine

——p = anesthésie isoflurane

Figure 34 : Protocole expérimental visant a évaluer de I'activité antivirale in vivo de Retro-2.2
contre le VRS. Une dose de 10 mg/kg de composé a été administrée par voie SC dans la formu-
lation DLR, a raison de deux administrations/jour espacées de 6 heures. A chaque administration
du composé, les souris ont été anesthésiées par isoflurane, ou kétamine/xylazine si le traitement
suivait la mesure de luminescence (J2 et J4).
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Au cours de cette expérience, aucune souffrance ou perte de poids n'a été obser-
vée chez les animaux traités. Toutefois, dans les conditions testées, le composé
Retro-2.2 n'a pas induit de diminution significative de réplication du VRS a deux
jours post-infection (données non présentées) ou a quatre jours post-infection
(Figure 35).
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Figure 35 : Retro-2.2 ne protége pas les souris contre I'infection au VRS. Deux groupes de huit
souris femelles Balb/c de 8 semaines de vie ont été infectées a JO avec le VRS-Luc (5.10* plaque
forming units (p.f.u) par souris), puis traitées deux fois par jour par administration SC de DMSO
ou de Retro-2.2 (10mg/kg). (A) Images des souris infectées par le VRS-Luc et traitées, 4 jours post-
infection. Les niveaux de bioluminescence dans les museaux et les poumons ont été mesurés
aprés administration intranasale de 50 pL de D-luciférine (200nM). L'échelle colorée indique les
niveaux de radiance (somme des photons émis par seconde dans chaque pixel de la région d'in-
térét) (ps'.cm2.sr). (B) Comparaison des niveaux de bioluminescence chez des souris infectées,
traitées ou non avec le composé Retro-2.2. L'activité luciférase a été quantifiée dans le museau et
les poumons en utilisant le logiciel Living Image, et est exprimée en photons par seconde (p.s™).
Test de Mann-Whitney non significatif pour tous les paramétres.
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A la fin de I'expérience, les souris ont été euthanasiées et disséquées afin de reé-
cupérer des organes pour analyse histologique : poumons, reins, foie, rate. Ces
analyses n‘ont pas été conduites car les résultats de I'expérience ne le justifiaient
pas. Cependant, lors de la dissection, nous avons observé une accumulation anor-
male de solution huileuse au niveau du site d'injection du composé.

4.4 DISCUSSION

Le développement pré-clinique d'une molécule est une étape critique du déve-
loppement thérapeutique. En effet c'est lors de cette phase qu’une premiére éva-
luation de la toxicité in vivo est effectuée. De plus, la détermination de la formu-
lation et la mesure des parametres d’ADME de la molécule sont également effec-
tués lors de cette étape.

Au cours de ma theése, j'ai utilisé les connaissances acquises par les équipes du
CEA sur les caractéristiques de Retro-2.2 pour élaborer un protocole d'évaluation
de l'activité de ce composé contre le VRS in vivo, en modele murin. Il a été déter-
miné qu’'une formulation dans un mélange de DMSO (3 %), de lipiodol (29 %) et
d'huile de ricin (68 %) présentait la meilleure pharmacocinétique de toutes les
formulations testées. Cette formulation est administrée par voie sous-cutanée. La
grande viscosité de la formulation impose une injection lente, les souris ont donc
été anesthésiées lors de l'injection.

Une simulation d'administrations répétées a permis de déterminer que la meil-
leure fréquence d'injection est de deux fois par jours, espacées de six heures.
Cette fréquence permet de maintenir une concentration plasmatique suffisante
pour que le composé exerce son activité.

La premiere étape dans I'évaluation de I'activité de Retro-2.2 in vivo a été de ca-
ractériser sa toxicité sur le protocole prévu. Nous avons démontré que Retro-2.2
n'est pas toxique jusqu’a une dose de 10 mg/kg administrée deux fois par jour
pendant quatre jours.

A partir du mécanisme antiviral in vitro que nous avons décrit, nous anticipions
une efficacité du composé contre le VRS in vivo. En effet |'action du traitement
sur la localisation de la protéine F du VRS inhibe l'infection en culture cellulaire.
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Cette action n'est pas spécifique de F, Retro-2.2 inhibant I'adressage des pro-
téines F et G a la membrane plasmique. La protéine G n'étant pas nécessaire pour
la réplication du VRS in vitro (Karron et al., 1997 ; Techaarpornkul et al.,, 2001),
mais favorisant l'infection in vivo, nous avions pour hypothése que I'effet conjoint
du traitement par Retro-2.2 sur F et G permettrait d'observer un effet antivirale in
vivo, malgré une activité limitée en culture cellulaire. Cependant, lors du test de
traitement par Retro-2.2 de souris infectées, aucune activité antivirale n'a pu étre
observée. Nous avons toutefois remarqué I'accumulation du composé au niveau
du site d'injection, ce qui pourrait participer a I'absence d'efficacité antivirale du
composé chez la souris.

Ce résultat, quoique décevant, n'apporte pas de conclusion définitive au sujet de
I'efficacité du composé Retro-2.2 contre le VRS in vivo. Il serait nécessaire d'amé-
liorer la molécule afin de pouvoir changer de formulation et obtenir de meilleurs
parametres de pharmacocinétique et de biodistribution, tout en supprimant I'ef-
fet négatif d'accumulation au site d'injection. Il faudra également s'assurer que le
nouveau composé est bien distribué a une concentration suffisante au site de
I'infection (voies respiratoires) pour exercer son activité.

De plus, dans les futures modifications de formulation et de voie d'administration,
il sera trés important de considérer qu'en fonction des populations ciblées, cer-
taines voies d'administration peuvent étre favorisées par I'industrie pharmaceu-
tique. Par exemple, I'administration par voie orale, qui permet la prise du médi-
cament en autonomie parle patient, sera préférée a la voie sous-cutanée qui im-
pose un geste médical. La voie orale n'est cependant pas favorable a un traite-
ment des jeunes enfants. Pour le VRS, I'infection ayant lieu dans les voies respira-
toire, I'administration par voie intranasale pourrait étre favorisée, pour optimiser
la distribution de la molécule au site d'action. Il faut prendre en compte ces in-
formations lors du développement pré-clinique d'une molécule thérapeutique
afin de maximiser les chances de réussite du projet de développement jusqu’a
I’AMM.
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Discussion générale et perspectives
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L'objectif de mon projet de these étaient d'évaluer I'activité antivirale du composé
Retro-2.2 contre le VRS. Ce projet a été décomposé en plusieurs objectifs : (i) éva-
luation de I'activité et de la toxicité in vitro du composé, (ii) description du méca-
nisme d'action du composé contre le VRS et (iii) évaluation de I'activité et la toxi-
cité in vivo du composé.

L'activité antivirale de Retro-2.2 a été évaluée en culture cellulaire infectée par
des virus recombinants fluorescents ou luminescents (VRS-mCherry ou VRS-Luc).
Nous avons démontré que le traitement inhibait I'infection avec une efficacité de
I'ordre du micromolaire. Cependant, nous avons également observé une toxicité
proche de I'ECso mesurée. Par conséquent, l'indice de sélectivité de Retro-2.2 in
vitro contre le VRS est faible (environ 10). Si le développement des composés de
la famille Retro-2 se poursuit pour le traitement de l'infection au VRS, les études
futures devront tenter de comprendre l'origine du faible IS contre le VRS et de
I"améliorer pour obtenir de nouveaux dérivés soit plus actifs, soit moins toxiques,
soit les deux a la fois. Cette amélioration de I'lS in vitro permettrait d'accroitre les
chances d'observer une activité des composés contre l'infection in vivo.

Lors des expériences d'infection en culture cellulaire, les observations réalisées
ont permis de comprendre le mécanisme d'action pour le composé Retro-2.2
contre le VRS, notamment par |'élimination de mécanismes potentiels et caracté-
risables. Premierement, nous avons démontré qu'un traitement préventif avec le
composé Retro-2.2 n‘améliore pas I'efficacité inhibitrice par rapport a un traite-
ment curatif sur les cultures cellulaires. Ainsi Retro-2.2 n'impacte pas les virions
ou les étapes d'attachement, de fusion et de libération des protéines virales dans
le cytosol des cellules infectées. Le traitement ne bloque pas non plus la formation
des corps d'inclusion dans les cellules infectées. Nous avons donc démontré que
Retro-2.2 n‘'empéche pas le VRS d'infecter les cellules ni de sy répliquer.

J'ai effectué des expériences visant a caractériser plus précisément le mécanisme
d'action de Retro-2.2 sur différentes étapes du cycle viral. Notamment, au début
de ma these, j'ai évalué I'effet de Retro-2.2 sur l'activité du complexe polymérase,
en utilisant un test fonctionnel minigénome (Gonnin et al., 2023). Ce test repose
sur la co-transfection de cellules avec les plasmides exprimant les protéines L, P,
N et M2-1 du VRS, et un plasmide codant pour la luciférase, dont I'expression
dépend de l'activité de la polymérase virale (plasmide minigénome). Les données
obtenues suggéraient un effet amplificateur de Retro-2.2 sur l'activité du com-
plexe polymérase, peu reproductibles. En conséquence, j'ai choisi de ne pas pré-
senter ces données dans le cadre de ce manuscrit. De plus, les résultats obtenus
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en paralléle de ces expériences orientaient nos hypothéses pour expliquer le mé-
canisme d’action de Retro-2.2 vers les étapes tardives du cycle viral.

En effet, nous avons observé l'inhibition, par le traitement, de la formation des
syncytia de grandes tailles sur les cultures cellulaires infectées. Ce phénomene de
fusion cellules-cellules constitue un mécanisme de dissémination du VRS. Nous
avons quantifié I'efficacité de Retro-2.2 sur la formation des syncytia et démontreé
gu'elle reflétait I'efficacité mesurée contre I'infection de maniere générale, de
I'ordre du micromolaire. La formation des syncytia est dépendante de la présence
a la membrane plasmique de la protéine de fusion du virus (F). Le changement
drastique de phénotype entre les cellules non traitées (qui forment des syncytia
de tres grandes tailles, impliquant plusieurs dizaines de cellules) et traitées
(nombre de noyaux par syncytia limité) est clairement observable par microsco-
pie. En revanche, nous ne sommes pas parvenus a quantifier ce phénomene.
D’autre part, nous avons observé un défaut de localisation de F a la membrane
plasmique.

La nature transmembranaire de F impose son passage a travers le RE puis I'appa-
reil de Golgi avant adressage a la membrane plasmique ou au site d'assemblage
des nouveaux virions (Ke et al, 2018 ; Roberts et al., 1995 ; Vijayakrishnan et al.,
2022, bioRxiv preprint). Les protéines G et SH sont également transmembranaires
et dépendent des mémes voies d’expression intracellulaires. Retro-2.2 inhibant la
voie de transport rétrograde dépendante de Sec16a et de Syn-5 entre les en-
dosomes précoces, I'appareil de Golgi et le RE, I'hypothese principale sur laquelle
je me suis des lors concentré était la perturbation par Retro-2.2 de I'expression,
de la localisation ou de la fonction des protéines F, G et/ou SH du VRS au cours
de l'infection. Cette hypothese supposait que le composé agissait indirectement
sur la protéine F, et potentiellement sur d'autres protéines virales, a travers son
action sur le transport rétrograde.

Nous avons vérifié cette hypothése en évaluant I'effet du traitement sur I'expres-
sion de protéines chimériques fluorescentes, associées au peptide luminescent
HiBit, en fusion avec des séquences d'adressage des protéines F et G. Ces expé-
riences ont permis de démontrer (i) que le composé ne perturbe pas I'expression
des protéines virales transmembranaires, (ii) que le composé perturbe la localisa-
tion des protéines virales F et G a la membrane plasmique et enfin (iii) que I'effet
du traitement par Retro-2.2 n'est pas restreint a une protéine virale en particulier.
Au contraire, I'action du composé perturbe la localisation des protéines virales
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transmembranaires F et G qui dépendent de la voie de sécrétion pour leur trans-
port (Figure 36). Il importera, dans une étude future, de vérifier si le traitement
perturbe la localisation de la protéine SH de maniere similaire. De plus il faudra
évaluer l'effet du traitement sur le transport vers la membrane plasmique des
protéines endogénes, par exemple un récepteur cellulaire. Il est notamment im-
portant de souligner que l'activité toxique de Retro-2.2 pourrait étre liée a son
effet sur le trafic des protéines cellulaires.

Nous avons également étudié I'implication des cibles moléculaires Sec16a et Syn-
5 décrites pour le composé Retro-2, dans l'infection par le VRS. Nous avons pu
montrer que la déplétion de I'expression des protéines Sec16a et Syn-5 conduit
a une inhibition de l'infection et de la formation des syncytia, reproduisant le
phénotype obtenu lors du traitement par Retro-2.2. Nos données suggerent ainsi
I'implication des deux protéines, Sec16a et Syn-5, dans le cycle viral du VRS, no-
tamment dans les étapes tardives du cycle (Figure 36). Plus spécifiquement, nos
données suggerent que Sec16a et Syn-5 seraient impliquées dans la régulation
de la localisation de F, G et SH dans les cellules au cours de l'infection, et que le
traitement par Retro-2.2 perturberait cette régulation par son action sur Sec16a
et Syn-5. Des expériences complémentaires sont nécessaires pour confirmer dé-
finitivement ces suppositions : (i) valider la déplétion de Sec16a, (ii) vérifier si les
siRNA et le composé ont un effet additif et (iii) tester I'impact des siRNA sur le
systeme d’expression de protéines chimériques associées a Hibit.
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Figure 36 : Schéma du mécanisme moléculaire de Retro-2.2 sur le cycle viral du VRS. La molécule
Retro-2.2 se fixe a Sec16A au niveau des sites de sorties du RE, provoquant la relocalisation de la
protéine Syn-5 et le blocage du transport des protéines virales transmembranaires F et G vers la
membrane plasmique. Figure adaptée de (Decool et al, 2021). Les protéines virales sont repré-
sentées suivant le code couleur de la figure 4. IB : Inclusion Body (corps d'inclusion cytoplasmique),
IBAG : Inclusion Body Associated Granule (granule associée au corps d'inclusion).
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Enfin, la derniere partie de mon projet de these portait sur I'évaluation in vivo, en
modele murin, de I'activité antivirale du composé Retro-2.2 contre le VRS. Malgré
une mauvaise solubilité du composé, qui imposait une formulation huileuse, et
des parametres pharmacocinétiques sub-optimaux, nous espérions observer un
effet inhibiteur contre I'infection. En effet I'action in vitro du traitement n'impacte
que la protéine F, les protéines G et SH n’étant pas indispensables a la réplication
du virus en culture cellulaire. En revanche, ces protéines sont essentielles a I'in-
fection chez I'animal. Il nous a donc paru légitime de tester I'efficacité du com-
posé Retro-2.2 contre I'infection in vivo. Nous n'avons toutefois pas observé d'in-
hibition de I'infection par le traitement. Ce résultat pourrait étre attribué a une
mauvaise biodistribution de la molécule dans I'organisme des animaux, ne per-
mettant pas d'atteindre les concentrations inhibitrices déterminées in vitro. Nous
ne pouvons donc pas conclure définitivement sur l'inefficacité du traitement in
vivo. Ces expériences devront étre répétées en utilisant une molécule optimisée
pour améliorer sa solubilité et ses parametres d’ADME.

En définitive, le composé Retro-2.2, dérivé de Retro-2, constitue une alternative
intéressante aux stratégies antivirales actuellement développées contre le VRS.
Ces stratégies se concentrent sur l'inhibition des étapes précoces du cycle viral
(entrée ou réplication) en ciblant des protéines (F ou L) de maniere spécifique,
méme si de rares stratégies alternatives existent. Par exemple, il a été démontré
que des inhibiteurs de l'inosine monophosphate déshydrogénase (IMPDH) pré-
sentent des activités antivirales de spectre large (Tong et al., 2018 ; Mei-Jiao et al.,
2019 ; Markland et al., 2000). IMPDH est une enzyme clé du métabolisme cellu-
laire, qui participe a la régulation de la production de guanine (Hedstrom, 2009).
Parmi les composés étudies, certains présentent des activités contre le VRS (Mar-
kland et al., 2000). Certaines molécules inhibitrices de IMPDH pourraient dont
faire I'objet de projet de repositionnement thérapeutique. D'autres inhibiteurs
sont susceptibles d'étre repositionnés contre le VRS, notamment les inhibiteurs
de HSP90. HSP90 est impliqué dans le cycle viral du VRS et son inhibition induit
I'inhibition de l'infection (Munday et al., 2015; Radhakrishnan et al., 2010). Cer-
tains inhibiteurs de HSP90 ont déja fait I'objet d'études cliniques, en particulier
en tant qu'anti-cancéreux (Porter et al., 2010 ; Li et Luo, 2023).

Outre le potentiel effet toxique de molécules ayant conduit a I'arrét des essais
cliniques, la plupart des molécules ciblant F ou L induisent et entrainent I'appari-
tion de mutants d'échappement, ce qui décourage l'utilisation de telles stratégies
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et pousse les entreprises pharmaceutiques a explorer de nouvelles stratégies
comme celles évoquées plus haut.

Retro-2.2 agit de maniere indirecte sur I'acces des protéines virales transmem-
branaires F, G (et/ou SH) a la surface cellulaire, en bloquant vraisemblablement
leur transport. En n'agissant pas de maniere spécifique sur les protéines virales,
ce mécanisme pourrait permettre de réduire la pression de sélection appliquée
sur le virus, diminuant de fait les risques d'apparition de mutants d'échappement.
C'est une piste prometteuse en complément des stratégies en cours de dévelop-
pement, mais I'exploration de cette piste nécessitera d'importants efforts d'opti-
misation pour obtenir une molécule plus soluble, moins toxique et présentant des
parametres pharmacocinétiques favorables a une évaluation in vivo, en modele
souris.
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Annexe

Activité in vivo de peptides ciblant F

Au cours de ma these, j'ai participé a une étude visant a évaluer I'efficacité de
peptides inhibiteurs de I'étape de fusion du VRS, in vivo en modele murin. L'en-
semble des données fait actuellement I'objet de la rédaction d'une publication
scientifique Ainsi, dans le cadre présent, seules les données relatives aux expé-
riences que j'ai pu mener seront présentées.

Plus spécifiquement, les peptides développés ont été obtenus a partir des sé-
quences des domaines HRA et HRB de la protéine F du VRS, et fonctionnent
comme inhibiteurs de fusion en se fixant a la protéine F pendant son changement
de conformation de la forme pré-fusion vers la forme post-fusion (Lambert et al.,
1996). Ces peptides présentant une faible affinité pour leur cible, ceux-ci ont été
optimisés par stabilisation sous forme d'hélices-alpha, grace a la technologie des
peptides agrafés (ou « stapled peptides »). Brievement, cette approche repose sur
I'insertion de résidus en position i, i+3; i, i+4 ou i, i+7 de résidus non naturels, ca-
pables de former les liaisons stables par I'intermédiaire des chaines latérales, et
de stabiliser ainsi une conformation en hélice alpha. Ces résidus sont par consé-
quent insérés sur la face opposée a celle impliquée dans l'interaction protéine-
peptide. Il a pu étre montré que de tels peptides présentent une meilleure affinité
pour leur cible que la séquence native, sont moins sensibles a la dégradation par
des protéases et par conséquent plus stables dans le temps, et présentent une
capacité accrue a traverser les membranes (Bird et al., 2010). Ces caractéristiques
ont notamment conduit au développement de peptides agrafés ciblant

Une étude publiée en 2017, réalisée dans le cadre d'une collaboration entre le
I"équipe BMP et le Pr O. Nyanguile (HES-SO, Sion, Suisse) avait permis d'identifier
des peptides agrafés dérivés ciblant la protéine F et présentant une activité contre
le VRS in vitro avec une ECso de I'ordre du nM sur des cellules HEp-2 (Gaillard et
al, 2017). Il avait également pu étre montré que le meilleur peptide, sélectionné
sur la base de son efficacité et de son affinité pour la cible, inhibe l'infection in
vivo chez la souris sur le protocole présenté plus haut (Gaillard et al., 2017).
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Dans la lignée de ces travaux, ces peptides ont été optimisés pour améliorer leur
efficacité et leur affinité pour la cible. Les données d'inhibition du VRS en culture
cellulaire mettent en évidence un gain d'activité proche de 10 comparé a l'activité
du meilleur peptide de I'étude précédente (données non montrées, article en
cours de rédaction). Dans le cadre de cette nouvelle étude, j'ai participé a I'éva-
luation in vivo de l'activité de 2 nouveaux peptides optimisés (peptides 253 et
254) contre I'infection par le VRS. Des études de pharmacocinétique des peptides
administrés par voie intra-veineuse chez la souris montraient une meilleure sta-
bilité du peptide 253 au cours du temps comparé au peptide 254.

Au cours de cette étude, 4 groupes de 10 souris ont été infectées et traitées avec
le contr6le DMSO ou les peptides : 102 (précédemment montré actif in vivo, Gail-
lard et al., 2017), 253 ou 254. Ces peptides ont été administrés par voie intranasale
(IN) dans du DMSO (0,8 %) et du PBS. Le traitement a été administré aux souris
une fois par jour pendant quatre jours (JO a J3, voir protocole chapitre 4.3.1) a
raison de 50 uL a 200 uM.

Un suivi quotidien des animaux a permis de montrer que le traitement n'induit
pas de perte de poids (Figure 37) ni de signe extérieur de souffrance chez les
animaux.
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Figure 37 : L'administration répétée des peptides optimisés ne provoque pas de perte de poids.
Les souris ont recu une administration de 50 pl par jour de : DMSO, ou de peptide 102, 253 ou
254 pendant 4 jours par voie IN a une concentration de 200 pM.

La mesure de la luminescence a permis de mettre en évidence que les peptide
253 et 254 inhibent significativement I'infection au VRS en modéle souris a 200
UM, a J4 post-infection (Figure 38). Dans ces conditions, le peptide 102 inhibe
I'infection dans les voies respiratoires supérieures (voir « data nose », figure 38B)
mais ne présente pas d'activité significative sur animal entier ( voir « data total »,
figure 38B). Plus spécifiquement, le peptide 253 induit une meilleure protection
au niveau des poumons comparé au peptide 254.
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Figure 38 : Les peptides agrafés ciblant la F du VRS inhibent I'infection par le VRS in vivo.Quatre
groupes de dix souris femelles Balb/c de 8 semaines de vie ont été infectées a JO avec le VRS-Luc
(5.10* plaque forming units (p.f.u) par souris), et ont recu une administrations par jour de DMSO
ou de différents peptides (50 pl a 200 uM). (A) Images des animaux infectés et traités, 4 jours post-
infection. Les niveaux de bioluminescence dans les museaux et les poumons ont été mesurés
aprés administration intranasale de 50 pL de D-luciférine (200nM). L'échelle colorée indique les
niveaux de radiance (somme des photons émis par seconde dans chaque pixel de la région d'in-
térét) (ps'.cm2.sr). (B) Comparaison des niveaux de bioluminescence chez des souris infectées,
traitées ou non avec les peptides. L'activité luciférase a été quantifiée dans le museau et les pou-
mons en utilisant le logiciel Living Image, et est exprimée en photons par seconde (p.s™"). Test de
Mann-Whitney pour tous les parametres.

En fin de protocole, les souris ont été euthanasiées par dislocation cervicale et les
poumons des animaux ont été prélevés afin de procéder a I'analyse histologique.
Cette analyse a permis de valider I'absence de signes de toxicité lié au traitement,
associée a une diminution des signes cliniques liés a l'infection par les VRS (don-
née non montrées).

En conclusion, cette étude a permis de valider le potentiel des peptides agrafés
ciblant la protéine du VRS, comme potentiel nouveaux antiviraux. La perspective
principale a ces travaux consistera a optimiser la formulation de ces peptides afin
de favoriser leur effet et leur administration par voie intra-nasale, ceci en vue d'un
potentiel développement thérapeutique.
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